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1. OZET

Nitrik oksit sentezinin ya da biyoyararlanimmin azalmasi vazokonstriksiyona,
periferik damar direncinin artmasina ve hipertansiyona neden olabilir. Hipertansiyon,
ateroskleroz ve endotelyal disfonksiyon kardiyovaskiiler mortalite ve morbiditeyi artiran en
onemli risk faktorleri arasindadir ve hipertansiyon miyokard infarktiisiiniin prognozunu daha

da kotiilestirebilir.

Melatonin giiclii bir serbest radikal yakalayicidir, antioksidan etkilidir ve hiicre i¢i
asirt  kalsiyum ylikiinii azaltabilir. Ayrica melatonin sempatik sinir fonksiyonunu
baskilayabilir ve katekolamin saliimini azaltabilir boylece antihipertansif etki gosterebilir.
Melatoninin miyokardiyal iskemi-reperflizyon hasarinda koruyuculugunu gosteren bir ¢ok
calisma vardir.

Bu calismada Ng-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) ile kronik nitrik oksit
sentaz (NOS) inhibisyonu olusturulan siganlarda ekzojen olarak uygulanan melatoninin kan
basinct ve miyokardiyal iskemi-reperfiizyona bagli infarkt alanina etkilerinin incelenmesi
amaclandi. Deney hayvanlart kontrol, L-NAME (15 giin, 40 mg/kg, ip.) ve L-
NAME+Melatonin (L-NAME uygulamasinin son 5 giinii, 10 mg/kg, i.p.) olmak tizere 3 gruba
ayrildi. Sicanlarda kardiyak hasar olusturmak icin sol ana koroner artere 30 dakika iskemiyi
takiben 120 dakika reperfiizyon yapildi. Deney boyunca kan basinc1 ve EKG degisiklikleri
kaydedildi.

L-NAME uygulamas1 kan basincini kontrol grubuna goére anlamli olarak artirirken,
melatonin uygulamas1 kan basincini anlamli azaltt. infarkt alanm1 L-NAME grubunda kontrol
grubundan daha biiyiiktii, fakat melatonin uygulamasi infarkt alanint L-NAME grubuna goére

anlamli olarak azaltti. L-NAME grubunda iskemi-reperfiizyona bagli 6liim oranlarindaki artis,



melatonin uygulamasi ile azalma egiliminde olmakla birlikte, istatistiksel olarak anlamli
degildi.

Bu c¢alisma, bizim bilgilerimize gore, L-NAME ile NOS inhibisyonu olusturulan
sicanlarda melatoninin kan basinci ve iskemi-reperfiizyon hasarindaki etkinligini gosteren ilk
caligmadir ve sonuglar melatoninin hipertansif bireylerde de miyokardiyal iskemi-reperfiizyon

hasarinin 6nlenmesinde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: L-NAME, melatonin, kan basinci, iskemi-reperfiizyon, infarkt alani, kalp

2. ABSTRACT



Reduced nitric oxide synthesis or bioavailability would lead to vasoconstriction,
increased peripheral vascular resistance and may cause to hypertension. Hypertension,
atherosclerosis and endothelial dysfunction are the major risk factors increasing morbidity and
mortality of cardiovascular origin and worsen the prognosis of myocardial infarction.

Melatonin is a potent free radical scavenger, has antioxidant effect and may decrease
the intracellular calcium overload. Furthermore, melatonin can suppress sympathetic nerve
function and decrease catecholamine release so it can exhibit antihypertensive effect. There
are many studies associated with the protective effects of melatonin on myocardial ischemia-
reperfusion injury.

This study was designed to investigate the effects of exogenous administration of
melatonin on blood pressure and ischemia-reperfusion-induced infarct size in chronic nitric
oxide synthase (NOS) inhibition with N-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) in rats.
The experimental animals were divided into three groups: control, L-NAME (40mg/kg for 15
days) and L-NAME+Melatonin (10 mg/kg for last 5 days, i.p.) groups. To produce cardiac
damage the left main coronary artery was occluded for 30 minutes followed by 120 minutes
reperfusion in rats. Blood pressure and ECG changes were recorded during experiments.

While L-NAME administration significantly increased blood pressure compared with
control group, melatonin administration significantly reduced blood pressure. Infarct size in
L-NAME group was higher than control group but melatonin treatment significantly
attenuated the infarct size compared with L-NAME group. While the death ratio resulted from
myocardial ischemia-reperfusion increased in L-NAME group, melatonin administration
decreased but this changes was not statistically significant.

According to our knowledges, this study which was demonstrated the activity of

melatonin treatment on the ischemia-reperfusion injury in chronic NOS inhibition by L-



NAME in rats is the first study and the results have been suggested that melatonin may be
also effective to prevent reduce ischemia-reperfusion injury in hypertensive individuals.

Keywords: L-NAME, melatonin, blood pressure, ischemia-reperfusion, infarct size, heart



3. GIRIS

Atmosferik bir gaz olan nitrik oksit (NO) ortam havasinda, kirli havada, egzos
gazinda ve sigara dumaninda yogun bir sekilde bulunmaktadir. NO, bir amino asit olan L-
arjinin’ den nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan sentezlenir (33). Insan ve diger canl
hiicrelerinde 3 farkl1 NOS tipi tespit edilmistir: Yapisal nitelikte olan endotelyal NOS (eNOS)
ve noronal NOS (nNOS) olarak isimlendirilen izoformlar kalsiyum (Ca*™®)/kalmodulin
bagimlidir ve ilk olarak beyinde ve endotelyumda tanimlanmistir; uyarilabilir NOS (iNOS)
formu ise makrofajlar, endotelyal hiicreler, hepatositler, miyokardiyum ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde immunolojik olarak uyarilabilir ve Ca*" bagimli degildir (69).

Giiglii bir vazodilatér olan NO c¢ok kisa yar1 Omiirlidiir. Endotelyal hiicrelerden
bazal ya da uyarilmis olarak salinir ve arteriyel kan basinci ile kan akiminin diizenlenmesinde
onemli rol oynar (70). Antiagregan ve antiadeziv Ozellikleri de olan NO damar diiz kas
proliferasyonunu inhibe eder (83). Bu etkileri ile endotelyal NO’ in antiaterosklerotik
ozellikte oldugu soylenebilir. N® monometil-L-arjinin (L-NMMA), N-nitro-L-arjinin metil
ester (L-NAME) ve N®-nitro-L-arjinin (L-NNA) gibi bazi arjinin analoglart NO sentezini
inhibe ederek vazokonstriksiyona ve sistemik hipertansiyona neden olurlar (36). Kronik NOS
inhibisyonu sol ventrikiil hipertrofisi ve miyokardiyal iskemik lezyonlar ile iligkili arteriyel
hipertansiyona neden olmaktadir (93). Kalp yetmezligi ve koroner trombozis i¢in énemli bir
risk faktorii olan hipertansiyon endotelyal hasara veya endotelyum disfonksiyonuna neden
oldugu icin kardiyovaskiiler sistem ile 1ilgili patolojilerin biiyiik kismindan sorumlu
tutulmaktadir (22,31).

Iskemik kalp hastalig1 en 6nemli morbidite ve mortalite nedenlerinden biri olarak
hala gilincelligini korumaktadir. En sik goriilen sekli “koroner aterosklerotik kalp hastalig1”
denilen ve aterosklerotik plaklara ve vazospazma bagli olarak miyokardi besleyen koroner

kan akimimin klinik ve patolojik belirti verecek kadar azalmis oldugu durumdur (63).



Iskemi/reperfiizyon (i/R) hasar1; miyokard infarktiisii, serebral iskemi, inme, hemorajik sok,
organ transplantasyonu gibi cerrahi miidahaleler ve trombolitik tedaviye bagli olusan
patofizyolojinin temelidir (118). I/R’ a bagli miyokard hasari, kardiyak kontraktil
disfonksiyon, aritmiler, apoptozis ve irreverzibl miyosit hasarini icerir (27). I/R hasarmin
nedeni hala spekiilatif olmakla birlikte, iskemi sirasindaki elektrofizyolojik anormallikler
(6zellikle Ca™ ve potasyum (K") icin iyonik dengesizlik) ve reperfiizyonda asir1 serbest
radikal {iiretimi gegerli hipotezler olarak kabul edilmektedir (42). Bunlara paralel olarak
koroner endotelyal hiicreler, 16kositler, plateletler ve kardiyak miyositler de hasar olusumunda
onemli rol oynar. Reperfiizyon noétrofil adezyonu ve agregasyonunu uyarir (50). Ayrica
meydana gelen endotelyal disfonksiyon, plateletler, pro-inflamatuvar sitokinler ve lokosit
aktivasyonu oksidanlarin iiretimine neden olur (18). NO koroner arter tonusunun ve miyokard
fonksiyonlarimin fizyolojik modiilasyonunda ¢ok 6nemli role sahip olmasimna ragmen asirt
sentezlenen NO’ in iskemik kalp hastalarinda miyokardiyal disfonksiyona ve hasara
katkisindan dolay1 zararl: etkilerinin oldugu diisiinilmektedir (13).

Sirkadiyen ritimler, uyku, ruhsal durum, tireme, timor gelisimi ve yaslanma gibi
bircok olaymn biyolojik regiilasyonunda rolii olduguna inanilan melatonin pineal bezden
(epifiz bezi) salinan bir hormondur. Melatonin dis ¢evrenin aydinlik ve karanlik olmasina
gore organizmanin basta endokrin sistem olmak iizere bir ¢ok sistemin fonksiyonundaki
degisiklikleri diizenler. Melatonin hem giiclii bir radikal siipiiriicii hem de antioksidan 6zelligi
ile I/R hasarinda etkili bir koruyucu olabilir (91). Serbest radikal siipiiriicii etkisine ek olarak,
asir1 Ca'™ yiikiinii 6nleyerek hiicre ici Ca" diizeyini ayarlayabilir (77,102). Melatonin iskemik
dokudaki l6kosit adezyonunu, platelet agregasyonunu ve lipit peroksidasyonunu azaltabilir
(91). Melatoninin kan basincini diisiirebilen antihipertansif etkili bir hormon oldugu
diistiniilmektedir (107). Melatoninin sempatik sinir fonksiyonunu baskilayabildigi (75) ve

katekolamin salinimini azaltabildigi (29) rapor edilmistir.



Simdiye kadar yapilan calismalarda melatoninin /R ile indiiklenen infarkt alani,
aritmiler ve mortalite lizerine yararl etkileri bildirilmistir (96,97,100,102,108). Ancak bizim
bilgilerimize gore, L-NAME ile NOS inhibisyonu olusturulan sicanlarda melatoninin kan
basinct ve miyokardiyal I/R’ a bagl infarkt alanina etkileri ile ilgili bilgi mevcut degildir. Biz
de bu galismada kronik NOS inhibisyonu olusturulan sicanlarda in vivo miyokardiyal /R’ a
bagli meydana gelen infarkt alanin1 ve melatoninin etkilerini arastirmay1 amagladik.

3.1. HIPERTANSIYON

3.1.1. Hipertansiyonda endotelyumun rolii

Endotelyum tiim kan damarlarinin luminal yiiziinii déseyen hiicre tabakasi olmasi
yaninda olduk¢a karmasik ve ¢evresel uyarilara cevap veren bir yapidir. Endotelyal hiicrelerin
fonksiyonel anormallikleri ¢esitli hastaliklarin fizyopatolojisinde énemli rol oynar. Fizyolojik
sartlar altinda endotelyumdan salinan kasici ve gevsetici faktorler denge halinde iken
ateroskleroz, hipertansiyon, kronik kalp yetmezligi, koroner kalp hastaligi ve diyabet gibi
cesitli patolojik durumlarda (Tablo 1) bu denge bozulur ve kasici faktorlerin salinimi artarken
endotelyum bagimli gevseme bozulur (15). Endotelyumun kan akigkanligi, lipoprotein
metabolizmasi, kapiller transport, anjiyogenezis, dolasan kan elementleri ile kan damarlar
arasindaki karsilikli etkilesimde ve vaskiiler yapida onemli gorevleri vardir. Endotelyal
hiicreler fizyolojik ve patolojik uyarilara karst damar diiz kas hiicrelerinin tonusunu ayarlar
(126). Endotelyum giiclii bir antiplatelet ve vazodilator ajan olan NO, prostasiklin (PGI,) ve
endotelden derive olan hiperpolarize edici faktér (EDHF) sentezi ve saliimini (23) ayrica
vazokonstriktdr ve platelet agregasyonu agonisti olan tromboksan A, (TXA;), PGH, gibi
prostanoidlerin; endotelin ve anjiyotensin-I (Ag-I) gibi vazoaktif ajanlarin ve muhtemelen de
anjiyotensin-II (Ag-II)’ in agiga c¢ikmasini saglar (23,126). Endotelyal hiicrelerden salinan
gevsetici faktdrler damar tonusunu ve vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu modiile

ederken; platelet ve monosit fonksiyonlarini, trombogenezisi ve fibrinolizisi kontrol altinda



tutarlar (9). Hipoksi, humoral faktorler, basing, gerilme ve siirtiinme stresi gibi mekanik
faktorler de endotelyumun fonksiyonlarin1 modiile etmektedir (4,86). Endotelyal disfonksiyon
azalmis NO firetimi ya da NO etkisini bozan kasic1 faktdrlerin endotelden beraber salinimu ile
birliktedir. L-NAME uygulamas: sirasinda yiikselen kan basincindan vaskiiler diiz kaslarin
vazokonstriktorlere duyarliginin artmas1 ve vazodilatorlere duyarliginin azalmasi sorumlu
tutulabilir (76,86). Normal endotelyumda asetilkolin (Ach) vazodilatasyona neden olurken
endotelyum hasarinda Ach’ e bagl olan bu fizyolojik cevap tersine donmektedir. Baska bir
deyisle, endotelyum disfonksiyonunda vazodilatdor bir uyar1 vazokonstriktér uyariya
doniisebilmektedir (67,113). Endotelyum disfonksiyonda rol oynayan bir¢cok mekanizmanin
oldugu bilinmektedir. Hipertansiyonda endotelyum hasarina bagli olarak ortaya ¢ikan
mediyatorler periferik damar tonusunu artirmaktadir. Ancak hipertansif olgularda endotelyum
bozuklugu ile damar kas tonusunun bozulmasinda hangi mediyatoriin daha 6nemli role sahip
oldugu hakkinda heniiz kesin bir bilgi mevcut degildir (126). Endotelyum bagimlh
vazodilatasyonun varlig1 ve derecesi en ¢ok NO salinima ile ilgilidir. NO sentezinin azalmasi
akima bagli vazodilatasyonu azaltmakta iken stimiilasyonu ise vazodilatasyonda belirgin bir
artisa neden olmaktadir (49,113). Hipertansiyonun tedavisinde tercih edilecek ilaglarin
endotelyum fonksiyonlar1 tizerinde olumlu etkisi olabilmesi i¢gin NO metabolizmasi tizerinde

de etkili olmasi1 gerekmektedir.

Tablo 1. Endotelyal fonksiyon bozuklugu ile iligkili durumlar (95)

e Ateroskleroz

¢ Hipertansiyon

e iskemi/reperfiizyon
¢ Diyabet

¢ Sigara kullanim1




¢ Konjestif kalp yetmezligi
¢ Pulmoner hipertansiyon

¢ Hiperkolesterolemi

3.1.2. Hipertansiyonda NO’ in rolii

NO, biiylik arterlerden en kiiciik kapiller damarlara kadar biitiin endotelyal
dokularda vardir ve saglam damar endotelinden bazal bir hizda iiretilmektedir. Endotelden
diistiik diizeylerde saliman NO damar tonusunun ve arteriyel kan basincinin diizenlenmesine
katkida bulunmaktadir. NO’ in bu etkisi guanilat siklazi ve sGMP’ i aktive ederek
vazodilatasyon yapmasina baglidir ve NO salinimindaki azalma kan basincinin yiikselmesine
neden olmaktadir (126). NO vaskiiler diiz kas hiicre migrasyonunu ve proliferasyonunu
inhibe eder (24,116), 16kosit ve platelet adezyonunu, aktivasyonunu ve agregasyonunu azaltir
(58). NO sentez yolagindaki degisiklikler endotelyal fonksiyonun degerlendirilmesi agisindan
onemli bir ipucudur. Plazma L-arjinin diizeyinin ve NO sentezi i¢in gerekli ko-faktorlerinin
azalmasi, endojen NOS inhibitorleri diizeyinin, vaskiiler yatakta c¢esitli nedenlere bagli olarak
reaktif oksijen tilirlerinin (ROS) ve siiperoksit (O,) liretiminin artmasi gibi bir¢cok faktore
bagli olarak NO biyoyararlaniminda azalma meydana gelebilir. NO sentezinin inhibisyonu ile
olusturulan akut yada kronik hipertansiyonun mekanizmasi tam olarak bilinmese de en ¢ok
kabul goren aciklama endotelyal hiicrelerde NO iiretiminin yetersizligine bagli olarak
damarlarin yetersiz gevsemesi ve kasilmalara abartili cevap vermesidir (37). L-NAME gibi
NOS inhibitorlerinin akut yada kronik uygulamasi artmis damar direnci ile karakterize
hipertansiyon olusturur. NO antiaterojenik, antiproliferatif ve antitrombotik faktor olarak ta
diistintilebilir. Bu nedenle NO sentezindeki veya biyoaktivitesindeki azalma hipertansiyon
fizyopatolojisinde dnemli rol oynamaktadir.

3.1.3. Hipertansiyon-oksidatif stres iliskisi:



Hipertansiyon kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in 6nemli bir risk faktoridiir ve
oksidatif stresle iligkilidir. Artmis oksidatif stres hipertansiyonun bir sonucu olabilecegi gibi
hipertansiyonun nedenlerinden biri de olabilir (Sekil 1). Hipertansiyon gibi ¢esitli patolojik
durumlarda vaskiiler duvarda ROS iiretimi artar (80). Endotelyal hiicreler, vaskiiler diiz kas
hiicreleri ve fibroblastlar ROS {iiretme yetenegine sahiptir. ROS hiicre gelisimini, apoptozisi,
migrasyonu, inflamasyonu modiile ederek vaskiiler fonksiyonu diizenler (111). Oksidatif stres
sirasinda artan ROS sentezi (6zellikle O, anyonu) NO biyoyararlanimini bozar ve endotelyal
hiicrelerde fonksiyon kaybina neden olur. Hipertansiyon sirasinda meydana gelen endotelyal
disfonksiyonun en Onemli nedeni de NO biyoyararlaniminin azalmasidir. Endotelyal
hiicrelerdeki redoks dengesinin bozulmasi O, liretiminde artmaya ve oksidatif strese neden
olur. Bu dengenin bozuklugu sadece vaskiiler tonusu etkilemekle kalmaz ayrica platelet
aktivasyonu, 16kosit adezyonu, vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonu ve adezyon molekiilii
sentezi gibi Onemli mekanizmalar1 da aktive edebilir. Bu mekanizmalarin aktivasyonu
hipertansiyon sirasinda hedef organ hasarinin patogenezinde 6nemli rol oynar (84). ROS
direkt olarak NO’ i siipiiriir ve toksik bir radikal olan peroksinitrit (ONOO") olusturur.
Hipertansif bireylerde NO sentezinde yada etkisinde azalma meydana geldigi gibi, hipertansif
vazokonstriksiyon serbest radikallerin NO diizeyini azaltmalarina da bagli olabilir.
Hipertansif bireylerin kan damarlarindaki oksidatif stres NOS blokaji, Ag-1I tip 1 ve TXA,
reseptorlerinin aktivasyonu gibi farkli vazokonstriktér mekanizmalar ile indiiklenebilir. Ag-II,
Nikotinamid adenin diniikleotid/Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidazi
(NADH/NADPH oksidaz) aktive ederek hipertansiyon sirasinda ROS {iretimine katki saglar
(46). Bu serbest radikaller arasinda hipertansiyonda en 6énemli etkiye sahip olan O, anyonu
fonksiyonlar1 bozulmus endotelyumdan salinir. Fizyolojik sartlarda organizmadaki O,
konsantrasyonu siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin etkisine bagli olarak oldukca diisiik

diizeylerdedir. Ancak arteriyel hipertansiyon gibi patolojik durumlarda bu radikallerin



iiretiminde artig olabilecegi gibi SOD enzim diizeyinde de bir azalma meydana gelebilir. NO,
SOD enzimi ile O, anyonuna baglanmak icin yarisir; sonugta kuvvetli bir oksidan olan ve
siddetli hiicre hasarina neden olabilen ONOOQO" iiretimi ger¢eklesir (12,76). ONOO™ hiicresel
proteinlerin, lipitlerin ve diisiik dansiteli lipoproteinlerin (LDL) oksidayonuna neden olarak ya
da direkt toksik etkisi ile vaskiiler fonksiyonlara zarar verebilir (7,119). ONOO™ olduk¢a
toksik hidroksil radikaline (OH') de doniisiir. Bununla beraber iiretilen ONOO un
vazodilatasyona neden oldugu ve platelet agregasyonunu ihhibe ettigi bildirilmistir (72).
Fonksiyon kaybma ugramis endotelden asir1 miktarda salinan serbest radikaller kasici
ajanlarin sentezini de uyarabilir. Vaskiiler duvarda oksidatif stresin artmasi birgok Snemli
fizyolojik fonksiyonun degismesine neden olur. Kan akiminin diizenlenmesi, platelet
agregasyonunun ve lokosit adezyonunun inhibisyonu ve hiicre gelisiminin kontrolii oksidan
stresten etkilenmektedir. O, ve ONOQO" yaninda hidrojen peroksit (H,O;) ve lipit
hidroperoksitleri de vaskiiler biyolojide onemli reaktif oksijen tiirleridir (55). Vaskiiler
hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina neden olan birgok enzim sistemi vardir.
Bunlardan en 6nemlileri; NADH/NADPH oksidaz, ksantin oksidaz (XO) ve NOS’ dur. nNOS
ile ilgili yapilan ilk calismalarda bu enzimin hem L-arjinin hem de NOS ko-faktori
tetrahidrobiopterin (BH4) yoklugunda ROS iiretebildigi gosterilmistir (45,85). Ayrica BH,’lin
de enzimatik olmayan yolaklarla O, iirettigi ve bununda NOS’ un NO iiretme yetenegini
azalttig1 belirlenmistir (47). Ozet olarak NO ve O, arasindaki reaksiyonlar hipertansiyonda
meydana gelen endotelyal disfonksiyonunun en onemli nedeni olarak diisiliniilebilir. Bu

amacla serbest radikal siipiiriiciiler ve antioksidan ajanlarin hipertansiyon sirasinda meydana
gelen oksidatif strese bagli O, iiretimini Onleyebilecegi, bozulmus endotelyum bagimli

vazodilatasyonu ve endotelyum fonksiyonunu iyilestirebilecegi, inflamasyonu ve artmis olan

kan basincini azaltabilecegi belirtilmektedir (111).
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3.1.4. Kronik NOS inhibisyonuna bagh organ hasari

Kronik NOS inhibisyonu sonucu gelisen hipertansiyonda uygulanan NOS
inhibitorlerinin kullanim stirelerine ve dozlarina bagl olarak kalp ve bobrekler basta olmak
tizere birgok organ ve dokuda hasarlar meydana gelmektedir. Yiiksek doz L-NAME
uygulanan si¢anlarda hipertansiyon sonrasinda siiregen kan basinci yiiksekliginin sonucu
olarak kardiyovaskiiler hipertrofi, rezistan damarlarin media kalinli§i/limen ¢ap1 ve
kalp/viicut agirligr oranlarinda artis olmustur (73). Kronik NOS inhibisyonu kardiyak
hipertrofi ile beraber arteriyel hipertansiyona (57,66), koroner arter ve aort etrafinda fibroz
doku olusumuna ve bu damarlarin media tabakasinda hiperplaziye, sol ventrikiil hipertrofisine
ve miyokardda iskemik lezyonlara (6) neden olmaktadir. Spontan hipertansif si¢anlarda
yapilan bir ¢alismada hipertansiyona bagli olarak kardiyak hipertrofi, miyokardiyal fibrozis,
fokal miyosit dejenerasyonu ve miyokardiyal kiiciik arterlerde mikroarteriyopati meydana
gelmistir (3). Yine yapilan bagka bir ¢caligmada kronik L-NAME uygulamasinin kardiyak NO
diizeyinde, NOS aktivitesinde, eNOS, nNOS ve iNOS proteinlerinin sentezinde, kardiyak
antioksidan enzim aktivitelerinde azalmaya; XO aktivitesi ve malondialdehit (MDA)
diizeyinde artisa neden oldugu belirlenmistir (48).

NO’ in bobrek fonksiyonlarmin diizenlenmesindeki rolii ¢ok énemlidir ve bu konu
ile ilgili olarak bir¢cok c¢alisma yapilmistir (35,40,94,109,123). Akut NOS inhibisyonunun
siddetli bobrek vazokonstriksiyonu ile birlikte bobrek plazma akiminda belirgin bir azalmaya
neden olurken glomeruler filtrasyon hizinda kiiciik bir diisiis olusturmustur. NO’ in renin
sentezi ve sekresyonunu inhibe ettigini bildiren g¢aligmalar yaninda (40) renin sentezini
uyardigini belirten ¢aligmalar da mevcuttur (109). Kronik NOS inhibisyonunun neden oldugu
bobrek hasar1 oldukga siddetlidir. Klasik glomeruloskleroz, glomeruler iskemi, glomeruler
nekroz, interstisyel genisleme, tubuler atrofi, vakuolizasyon; luminal okliizyon, damar

duvarmin fibrinoid nekrozu ve arterler c¢evresinde fibréz olusumu ile karakterize



mikrovaskiiler lezyonlar hipertansiyonun neden oldugu bdbrek hasarinin karakteristik
bulgularidir (35,94,123).
3.2. MIYOKARDIYAL iSKEMI-REPERFUZYON

3.2.1. iskemi-reperfiizyon hasar:

Iskemik kalp hastaligmin en sik goriilen sekli “koroner aterosklerotik kalp hastalig1”
dir ve aterosklerotik plaklara ve vazospazma bagli olarak miyokardi besleyen koroner kan
akiminin klinik ve patolojik belirti verecek kadar azalmis oldugu durumdur (63). I/R hasari;
miyokard infarktiisii, serebral iskemi, inme, hemorajik sok, organ transplantasyonu gibi
cerrahi miidahaleler ve trombolitik tedaviye bagli olusan patofizyolojinin temelidir (118).
Iskemi terimi, besleyici iiriinlerin azli§1 ve metabolik artiklarin temizlenmemesi kavramlarimni
gosterse de oksijen yetmezligi temel kriter faktordiir. Miyokardiyal iskemi ve
komplikasyonlarinda tedavide gerekli miidahalelerin zamanlama ve sirasinin ve uygun
ajanlarin belirlenmesinin hayati 5neme sahip olabilecegi diisiiniilmektedir (14). iskemi sonrasi
kan akiminin yeniden saglanmasina reperfiizyon adi verilir. Reperfiizyon, iskemik dokunun
canliligin1 koruyabilmesi i¢in ¢ok onemlidir. Buna karsin reperflizyon, uygun kosullarda ve
zamaninda yapilmadiginda bir takim ciddi ve istenmeyen sonuglara neden olmaktadir.
Reperfiizyon, paradoksik olarak bazi morfolojik degisikliklere, enzim yikimmnin ve
miyokardiyum istirahat geriliminin artmasi gibi hasarlara, ventrikiiler fibrilasyon gibi ciddi
ventrikiiler aritmilere ve hatta heniiz canli ve kurtarilabilir durumda olan bazi hiicrelerin
Olimiine yol acabilir (1,16) (Sekil 2). Miyokardiyal iskemi ve komplikasyonlarinin
tedavisinde gerekli miidahalelerin zamanlama ve sirasinin ve uygun ajanlarin belirlenmesi
hayati 6neme sahiptir (43).

Miyokard infarktiisii gibi gesitli kardiyovaskiiler patolojilerde meydana gelen /R’ a
bagli miyokard hasari, kardiyak kontraktil disfonksiyon, aritmiler, apoptozis ve irreverzibl

miyosit hasarmni igerir (27) (Sekil 2). Bu hasarin nedeni hala spekiilatif olmakla birlikte,



iskemideki elektrofizyolojik anormallikler (6zellikle Ca™ ve K* igin iyonik dengesizlik -Ca*
homeostazi reperfiizyon hasarmin gelismesinde 6nemli rol oynar) ve reperfiizyonda asirt
serbest radikal {iretimi, gecerli hipotezler olarak kabul edilmektedir (42). Reperfiizyon
sirasinda miyokarda gelen mikrovaskiiler kan akiminin azalmasi, yiiksek enerji fosfatlarinin
tiikketilmesi, kompleman sistemin aktivasyonu ve asir1t iNOS uyarimi sonucu da reperfiizyon
hasar1 siddetlenebilir. Bunlara paralel olarak koroner endotelyal hiicreler, ldkositler,
plateletler, ve kardiyak miyositler de hasar olusumunda 6nemli rol oynar. Reperflizyon
notrofil adezyonu ve agregasyonunu stimiile eder (50). Ayrica meydana gelen endotel hiicre

disfonksiyonu plateletler, pro-inflamatuvar sitokinler ve 16kosit aktivasyonu oksidanlarin

iiretimine neden olur (18) (sekil.2).
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Sekil 2. Miyokardiyal I/R hasar1 mediyatorleri ve muhtemel mekanizmalari.

Verma S, Fedak PWM, Weisel RD, Butany J, Rao V, Maitland A, Li RK, MD, Dhillon B, Yau TM.
(2002). Fundamentals of Reperfusion Injury for the Clinical Cardiologist Circulation. 105:2332-2336°
dan degistirilerek alinmistir (115)

3.2.1.1. Oksidatif Stres:

ROS, i/R sirasinda miyokardda hizli bir sekilde olusmaktadir ve I/R hasarmin en
onemli nedeni olarak kabul edilmektedir (8). Reperfiizyonun basinda mitokondriyal solunum
hiz1 ve serbest radikal {iretimi belirgin derecede artar. Bu radikaller hiicre intrinsik serbest
radikal yakalayici sistemlerin kapasitesini asabilir ve hiicresel disfonksiyona yol agabilirler.
Dokularin tiikettigi oksijenin biiyiik bir kism1 (%95) aerobik metabolizma i¢in kullanilirken,
%5’inin ROS’ a ¢evrildigi tahmin edilmektedir. Oksijenden iiretilen en dnemli reaktif tiirler
arasinda, O, H,O,, OH’, ONOO™ vardir. Bu radikaller; membran hasari, DNA yikimi,
proteaz aktivasyonu, lipit ve protein peroksidasyonu, takiben apoptozis ve nekrozla
sonuclanan hiicre 6liimii meydana getirmektedirler (91) (Sekil-2).

Mitokondriler, XO enzimi, prostaglandin (PG) biyosentezi ve inflamatuvar cevapta rol
oynayan fagositler (ndtrofil ve monosit) serbest radikallerin kaynagi olarak bilinirler. Bakir,
demir, manganez ve molibden gibi gecis metalleri de reaksiyonlar1 katalize ettikleri i¢in
serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar. Reaktif oksijen iirlinleriyle reaksiyona giren
endojen bilesikler olan antioksidanlar SOD, katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve
glutatyon rediiktaz (GRd) ve inflamatuvar hiicrelerin serbest radikal iiretimini engelleyen
ekzojen ajanlar (ibuprofen ve allopurinol gibi) doku hasarini azaltabilirler (64). SOD; O,
anyonunu daha az toksik olan H,O, ve O,’ e ¢evirir. KAT; H,0,’1 HO ve O,’ e doniistiiriir.
GPx; yasamsal fonksiyona sahip diger bir antioksidan enzimdir. Lipit ve lipit olmayan
hidroperoksitlerin detoksifikasyonunu saglar. indirgenmis glutatyon (GSH) varliginda H,0,’

den H,O ve okside glutatyon (GSSG) olusturur. Olusan GSSG; GRd ile tekrar GSH



olusturmak i¢cin NADPH gerektiren siklusa girer. Iskemi siiresince NADPH azalir ve
reperfiizyon sirasinda NADPH diizeyi iskemi Oncesi diizeye ulasamaz. Bundan dolay1 diistik
NADPH ve yiiksek GSSG konsantrasyonlari, reperfiizyon sirasinda GPx’ in antioksidan
aktivitesinin azalmasina neden olur (19).

3.2.1.2. Aktif iyon pompalar:

Reperfiizyon sirasinda miyokardiyal dokularda iiretilen ROS proteinler, membran

lipitleri ve niikleik asitlerin oksidasyonuna yol agar, membran iyon kanallarinin K*, Ca™

ve
sodyum (Na") gecirgenligini degistirir. Oksidatif strese maruz kalan dokuda Na'/K ATPaz,
CaATPaz gibi iyon pompalarmin aktivitesi azalmistir (122). Hiicrenin siirekli K
kaybetmesi, yiiksek enerjili fosfatlarin tiiketimi, hiicre i¢i Ca" konsantrasyonunun artmast,
sistolik kan basincinin azalmasi, diyastolik kan basincinin artmasi, metabolik fonksiyonlarin
depresyonu, aritmiler ve nekrozu kapsayan reperfiizyon hasarina neden olabilir. I/R da hiicre
icine Ca™ girigi artip, ¢ikisi azaldigi igin hiicre ici Ca* homeostazi bozulur. Bu etki, L-tipi
Ca™ kanallar1 araciligiyla sarkolemal Ca™ girisinin artmasiyla ya da sekonder olarak
sarkoplazmik retikulum-Ca*? siklusundaki degisikliklerle iliskilidir. Iskemi sirasinda hiicrede
enerji tikendiginden sitoplazmada ve mitokondride asiri miktarda Ca™ birikmekte ve Ca™
un toksik etki gdstermesine neden olmaktadir. Fizyolojik kosullarda hiicre i¢inde biriken fazla
Ca™ disan1 atilarak yada hiicre iginde depolanarak tolere edilir. Ancak iskemi sirasinda enerji
eksikligi nedeniyle pompalar ve depolama mekanizmalar iflas eder ve artan Ca™ diizeyi
fosfolipazlari, proteazlar: aktive ederek radikal ve yag asitleri olusumunu artirirlar ve hiicreyi
oliime siirtikleyebilirler (44).

3.2.1.3. Hiicre infiltrasyonu ve kompleman sistem:

Reperfiizyonda oksijenden baska, kan hiicreleri ve kompleman sisteminin aktivasyonu
gibi diger bazi1 faktorler de doku hasarina yol agar. Yapilan calismalar, tam kan

reperfiizyonundaki polimorfoniikleer (PMN) 16kositlerin de bu hasarin olusmasinda 6nemli



bir rolii oldugunu gostermistir (65). Kompleman birimlerinin dolasimda azalmasi iskemik
dokuya nétrofil infiltrasyonunu ve doku hasarini azaltmaktadir (80). Reperfiizyonda
inflamatuvar hiicrelerin toplanmasi ve inflamatuvar mediyatorlerin salinmasi ile karakterize
bir hiicresel reaksiyon vardir. Bu durum, doku hasarinin artmasina yol agmaktadir.
Reperfiizyon baslangicinda meydana gelen olaylar inflamatuvar cevabin en 6nemli bilesenleri
olan nétrofiller ve endotelyum arasindadir ve erken reperfiizyon hasari olarak ifade edilir.
Infiltre olan aktif nétrofiller, reaktif oksijen radikalleri ve proteazlari salgilarlar. Hiicre igi
savunma mekanizmalarinda kullanilan serbest radikal siipiiriicii SOD ile peroksit yikict KAT
ve GPx enzimleri, lokositlerin salgiladiklart bu sitotoksik reaktif oksijen metabolitleri
tarafindan olusturulan hasar1 azaltabilme kapasitesine sahiptir (65). Fakat bu radikal siipiiriicii
ajanlar hiicre i¢inde bulunduklari i¢in, hiicre dis1 mekanizmalarla olan bir hasar1 énlemede
yetersiz kalabilirler. Bu nedenle serbest radikal siipiiriicii ajanlarin disaridan viicuda verilmesi
uygun bir tedavi segenegi olabilir.

Notrofillerin dokuya gelebilmeleri i¢in gerekli olan kemotaktik ajanlar arasinda
interlokin-1 (IL-1), I6kotrien B4 (LT-B4), platelet aktive edici faktér (PAF) gibi arasidonik
asit iirlinleri vardir. Arasidonik asit metabolizmasinda olusan LT-B4; gii¢lii bir notrofil ¢gekici
ajandir, notrofillerde O, iiretimini uyarir, notrofillerin damar duvarina yapigsmasini, damar
hassasiyetini ve kapiller permeabiliteyi artirir, vazokonstriksiyon yapar ve doku 6demine
neden olur. Hem akut koroner sendromlar hem de kalp ameliyatlar1 sirasinda bu maddelerin
sentezi onemli derecede artmaktadir (30). Yine arasidonik asit metabolizmasinda olusan PG
tiirleri; plateletlerin fonksiyonunu modiile eder, vazokonstriktor etki gdsterir ve notrofillerin
hizl1 bir sekilde fibrinojene yapismasini tetikler (32). Aktif 16kositler, makrofajlarda ve mast
hiicrelerinde tlimor nekrozis faktor (TNF-o) sentezine de yol agar. TNF-o, ldkositlerin
adezyon ve degraniilasyonuna neden olur, NADPH oksidazlari, IL-1, IL-2, IL-6 sentezini ve

PAF reseptorti sentezini uyarir (34). TNF-o ve IL-1p gibi kemotaktik ajanlarin sekresyonu,



iskeminin ilk dakikalarinda olur ve dolasimdaki PMN l16kositlerin mobilizasyonuna yol
acarlar. Lokositler; niikleer transkripsiyon faktorlerinin (NF-xB) aktivasyonuna yol agar.
Sonug olarak; I6kositler endotelyuma yapisarak kardiyak hasara katilan olaylar dizisine sebep
olur. Nétrofillerin salgiladiklar1 maddelerle yol actiklari hasarin yanisira, aktif notrofillerin
damar i¢inde olusturduklar1 hiicre topluluklar1 (agregatlar) ve aktif plateletlerle birlikte damar
endoteline yapisarak mikrovaskiiler tikanmaya neden olmalarindan dolayr I/R hasarinin
onemli mediyatorleri olarak kabul edilmektedir. Yapilan son caligmalarda; notrofillerin
aktivasyon ve dokuya infiltrasyon derecesi ile reperfiize dokudaki nekroz ve apoptozis
derecesi arasinda bir korelasyon oldugu bulunmustur (124). IL-1B, nétrofillerin kemotaksisini
uyarirken, oksijen radikalleri ile birlikte apoptozise neden olabilir. Oksidatif stres, membran
proteinlerinin ve lipitlerinin oksidasyonu ve hiicrenin asir1 Ca™ yiiklenmesi ve bunun yaninda
diger baz1 metabolik degisiklikler apoptozisi tetikleyebilir (56). Doku reperfiizyon hasarinin
apoptozisle kuvvetli bir iligkisi vardir. Programli hiicre 6liimii olarak bilinen apoptozis normal
insan gelisiminin, immun sistemin ve viicut homeostazinin vazge¢ilmez bir bilesenidir. Bu
hiicre 6liim yolagindaki diizensizlikler; kanser, otoimmun hastaliklar, immun sistem
bozukluklari, iskemik epizodu takiben reperfiizyon hasar1 ve nérodejeneratif hastaliklara yol
acar.

3.2.1.4. Nitrik oksit (NO):

Hem iskemi hem de reperfiizyonu takiben zarar goren endotelyumda NO sentezi
belirgin derecede azalir. NO gibi inhibitor etkisi ¢ok kuvvetli bir ajanin eksikligi notrofil
aktivasyonunun kolaylasmasina ve doku hasarmnin artmasma yol acar (21). Iskemiden once
NO ve NO donorlerinin uygulanmasi ile infarkt alan1 ve endotelyal disfonksiyon gibi I/R’ un
neden oldugu miyokardiyal hasar azaltilabilir (117). Ekzojen NO ve NO donorlerinin yararl
etkilerinin bir kismi /R sirasinda nétrofillerin  vaskiiler endotelyuma yapigmasini

engellemeleri aracilifiyla olmaktadir. Yiiksek konsantrasyondaki NO’ in kardiyak miyosit



fonksiyonunu baskilamasi, I/R’ u takiben inflamatuvar siiregleri uyarmasi, mitokondriyal
solunumu bozmasi, nekroza ve apoptozise neden olmasi gibi bircok zararli etkisi vardir.
Ancak diisiik konsantrasyonlardaki NO kardiyak miyositlerin fonksiyonunu artirir, I/R’ u
takiben platelet agregasyonunu ve notrofil-endotelyum etkilesimlerini azaltabilir (117). eNOS
knock-out (eNOS-KO) farelerle yapilan deneylerde; I/R da ilk olarak eNOS’ un aktive oldugu
ve I/R siiresince kalp igin koruyucu rol oynadigi gosterilmistir (106). Reperfiizyonun geg
fazinda iiretilen NO ve ONOO™ in reperfiizyonun erken fazina oranla ¢ok daha fazla oldugu
ve bu durumun iNOS up-regiilasyonu ile iliskili oldugu belirtilmektedir. NO diizeyindeki bu
gecikmis artig, doku hasarinin daha da artmasina neden olur. Wildhirt ve arkadaslari, selektif
iNOS inhibisyonunun koroner kan akimi, hiicresel infiltrasyon, nekroz, infarkt alani ve
miyokard performansi lizerinde koruyucu etkilerinin oldugunu gostermislerdir (120).

3.3. MELATONIN

Epifiz bezi olarak ta bilinen pineal bez, beyinde bulunan néroendokrin bir organdir.
Dis ¢evrenin aydinlik ve karanlik olmasina gore organizmanin bagsta endokrin sistem olmak
tizere bir ¢ok sistemin fonksiyonundaki degisiklikleri diizenler. Suprakiyazmatik niikleus
(SCN) ile birlikte aktivitelerimizi doga ile senkronize bir sekilde yapmamiz1 saglayan pineal
bezin biyolojik saat oldugu diisiiniilmektedir (77). Ug yiizy1l énce, Fransiz filozof Rene
Descartes, pineal bezi “ruhun sandalyesi” olarak tanimlamistir. Buradan salgilanan ana
maddenin melatonin oldugu ise, ancak 1950°’li yillarin sonlarma dogru gosterilmistir.
Melatoninin, sirkadiyen ritimler, uyku, ruhsal durum, iireme, tiimor gelisimi ve yaglanma gibi
birgok olayin biyolojik regiilasyonunda rolii olabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir (77).

3.3.1. Melatonin sentezi, saliverilmesi ve metabolizmasi:

Melatonin salgilanma hizini belirleyen en dnemli faktor ¢evrenin 151k diizeyidir. Genel
olarak, 151k melatonin yapimim azaltirken, karanlik artirir. Melatonin sentezinde baslangi¢

maddesi, plazmadan alinan ve bir indol aminoasit olan “triptofan” dir., Esansiyel bir



aminoasit olan triptofanin besinlerle birlikte disaridan alinmasi gerekmektedir. Triptofan,
triptofan hidroksilaz enzimi ile pinealositlerde 5-hidroksitriptofana hidroksillenir. 5-
hidroksitriptofan, aromatik-L-aminoasit dekarboksilaz ile 5-hidroksitriptamine (seratonin)
dekarboksillenir. Seratonin, N-asetil transferaz (NAT) enzimi ile N-asetil seratonine ve bu da,
hidroksiindol-o-metil transferaz (HOMT) etkisi ile melatonine (N-asetil-5-metoksitriptamin)
doniiglir. Seratonin melatonin doniisiimiinii saglayan NAT ve HOMT aktivitelerinin geceleri
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Melatonin sentezi i¢in gerekli enzimlerin, pinealositler
disinda, SCN, retina ve ince bagirsakta da bulundugu, immiinohistokimyasal yontemlerle
gosterilmistir. Dolasimdaki melatonin konsantrasyonu pineal bezdeki melatonin iiretimini
yansitir (114).

Melatonin, pineal bezde sentezlenip depolanmadan hizli bir sekilde komsu kapiller
damarlara gecer. Lipofilikliginin ¢ok yiiksek olmasindan dolayi, tiim biyolojik doku ve
stvilara dagilir. Plazmada yaklasik %70’ i albumine bagl olarak tasinir. Cogu karaciger de
olmak iizere, bobrekte de metabolize edilir. Karacigerde 6-hidroksimelatonine doniisiir; bu da,
bobrekte stilfat ve glukuronik aside baglanarak idrarla atilir. Karanlik bagladiginda melatonin
seviyesi yiikselmeye baslar. Gece yarisindan sonra (02.00-04.00) pik seviyesine ulasir ve
sonra giderek diiser. Serum melatonin konsantrasyonu, yasa gore de anlamli olarak degisir.
Yaslanma ile birlikte melatonin diizeyinin de giderek azaldig1 bilinmektedir.

3.3.2.Etki mekanizmasi:

Melatoninin farmakolojik olarak tanimlanmis iki membran reseptdrii bulunmaktadir.
MLI1, yiiksek affiniteli (pikomolar konsantrasyonlarda) baglanma yeri olup, a ve b alt tipleri
gosterilmistir. ML2 ise, diisiik affiniteli (nanomolar konsantrasyonlarda) baglanma yerleri
olarak tanimlanmistir. ML1 reseptdrlerinin aktivasyonu, G proteini iizerinden, adenilat siklazi
inhibe ederek, hedef hiicrelerde siklik AMP (sAMP) diizeyini diisiiriir. Bu reseptorler,

muhtemelen, retinal fonksiyonlarin, sirkadiyen ritimlerin ve iiremenin regiilasyonunda rol



oynamaktadir. ML2 reseptorlerinin aktivasyonu ve dagilimi hakkinda heniiz kesin bilgi
mevcut degildir. Melatonin hiicre i¢ine kolayca gecerek, buradaki yapisal proteinlerle de
etkilesebilir; direkt olarak sitozolik kalmodiiline baglanarak, Ca™ sinyalini bu yolla da
etkileyebilir (11).

3.3.3. Oksidatif stres ve melatonin:

Hem in vitro hem de in vivo calismalarda melatoninin giiclii bir serbest radikal
yakalayici ajan oldugu gosterilmistir. Oldukga toksik olan OH™ radikali basta olmak iizere
diger serbest oksijen radikallerinin neden oldugu oksidatif hasardan makromolekiilleri
ozellikle de DNA’y1 koruyabilir. DNA hasar1 olusturan radikaller hiicrede niikleer bir enzim
olan poli ADP-riboz sentazi (PARS) aktive ederler. Bu enzim, DNA tek zincirinin kirilmasi
ile aktive olur ve hiicrelerde siddetli enerji tiiketimine yol agarak sonugcta nekrotik tipte hiicre
dliimiine neden olur. Melatoninin PARS aktivitesini inhibe ederek; sok, inflamasyon ve I/R da
organ hasarin1 Onleyebilecegi bildirilmektedir (25). Serbest radikal yakalayici etkisi
bakimindan, bilinen tiim antioksidanlardan (mannitol, glutatyon ve vitamin E gibi) daha
giicliidiir. Diger antioksidanlarin biiyliik ¢ogunlugunun aksine melatonin hem suda hem de
yagda ¢ozilinebildiginden hiicrenin tiim boliimlerine etki eder.

Melatoninin bir¢ok biyolojik etkisinin yanisira, gii¢lii bir radikal siipiiriicii ve
antioksidan (SOD, GPx, GRd, glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G-6-PD) stimiilasyonu ve NOS
inhibisyonu) ozelliginin olmasi, /R hasarinda etkili bir koruyucu olabilecegini
diisiindiirmektedir (91). Melatonin direkt radikal siipiirerek, indirekt spesifik melatonin
reseptorleri araciligl ile antioksidan enzimleri aktive ederek yada pro-oksidatif enzimleri
inhibe ederek doku koruyucu ozellik gosterir (91). O, radikaline en Gnemli etkisi O, in
dismutasyonunda en biiyiik rol oynayan SOD’ un mRNAsmi artirmasidir. H,O; hiicrelerde
KAT ve GPx ile toksik olmayan f{iriinlere doniistiiriiliir. GPx ve GRd aktivitesi melatonin ile

uyarilmaktadir. Melatonin, H,O,’ in hiicre i¢i konsantrasyonunu azaltir. GRd aktivitesinde ko-



faktor olan NADPH, G-6-PD ile olusturulur. Melatonin G-6-PD aktivitesini de uyarir (Tablo
2). Melatonin, indol niikleusun yan zincirindeki metoksi ve asetil gruplart OH" radikalinin
giderilmesinde rol oynar. Melatonin bir elektron vererek hidroksili noétralize eder ve toksik
olmayan indolil katyon radikaline (melatonil) doniisir. Bu nitrojen merkezli melatonil
radikalinin de O,  anyon radikali ile etkilesip 5-acetyl-N-formyl-5-methoxykynuramine (5-
MAFK) olustururken bu radikali de siipiirdiigline inanilir. Melatonin singlet oksijeni direkt
olarak nétralize etmektedir (88).

NO tek basina degil O, varliginda peroksinitrite doniiserek toksik etkilere aracilik
eder. ONOO', peroksinitroz asit ve hidroksil radikaline doniisebilmektedir. Bu nedenle, NO
sentezini gergeklestiren NOS (6zellikle iNOS) pro-oksidatif bir enzimdir. Melatoninin iNOS
aktivitesini inhibe edebilecegi bildirilmistir (Tablo 2). NO inhibisyonunun ONOO™ olusumunu
engelleyecegi ve kardiyak performansi artirabilecegi gosterilmistir (103).

Serbest radikal siipiriicii etkisine ek olarak, melatonin membran Ca™ pompasi
aktivesini artirir ve kalmodulini regiile eder (5). Asir1 Ca™ yiikiinii dnleyerek hiicre i¢i Ca™
diizeyini ayarlayabilir (77,102). Hiicre ici Ca™’un asir1 artmasi ve diger iyon dengesizlikleri
miyokardiyal elektriksel instabilite, kardiyak aritmiler ve miyokardiyal nekroz gibi hasarlarla
sonuglanabilir. Na”/H" degis-tokus sistemi de hiicrede asiri Ca™ yiiklenmesinden sorumlu
tutulmaktadir. Miiteakibinde hiicre sismesi ve nekroz olusmaktadir. Bu sistemin bloke
edilmesiyle de nekroz olusumu engellenebilmektedir (110).

Tablo 2. Melatoninin radikaller ve antioksidan enzimlere etkileri (91).

ETKILENEN MOLEKUL MELATONININ ETKISI
Hidroksil Radikali Stipiiriir
Peroksil Radikali Stuiptirtir
Stiperoksit Anyon Radikali Stiptirtir
Singlet Oksijen Stiptiriir




ETKILENEN MOLEKUL MELATONININ ETKISI

Peroksinitrit Anyonu Stipiiriir

Stiperoksit Dismutaz mRNA’smn1 uyarir
Glutatyon Peroksidaz Aktivasyonunu uyarir
Glutatyon Rediiktaz Aktivasyonunu uyarir

Glikoz-6-Fosfat Dehidrojenaz | Aktivasyonunu uyarir

iNOS Aktivasyonunu inhibe eder

3.3.4. iskemi-reperfiizyon hasar1 ve melatonin:

Melatoninin fizyolojik ve farmakolojik konsantrasyonlarmin I/R’ un neden oldugu
miyokardiyal hasar1 (mortalite, aritmiler ve infarkt alani) azaltabildigi bildirilmistir
(93,96,97,100,102,108). /R siiresince artan serbest radikaller membran hasari, DNA yikimu,
proteaz aktivasyonu, lipit ve protein peroksidasyonu, takiben apoptozis ve nekrozla
sonuglanan hiicre O6liimii meydana getirmektedirler (108). Miyokardiyal iskemi notrofil
migrasyonuna neden olur ve ¢ok miktarda reaktif oksijen iiretir. Melatoninin, iskemik
dokudaki bir diger koruyucu etkisi de, 16kosit adezyonunu azaltmasidir (28). Melatonin,
adezyon molekiilleri P-selektin ve hiicreler arast adezyon molekiilii (ICAM) sentezini
azaltarak; niikleustaki NF-¢B’ {in aktivasyonunu baskilayarak I/R siiresince kardiyak hasarin
azalmasinda yararl etkiler gosterir (90). Bunlar lipit peroksidasyonu ve beraberinde hiicreyi
nekroza gotliren olaylara yol acarlar. Melatoninin platelet agregasyonunu ve lipit
peroksidasyonunu azaltabilir (91).

3.3.5. Melatonin kan basincini diisiiriicii etkileri:

Melatoninin kan basincinin diisiiriilmesinde de olumlu etkileri vardir. Melatoninin
antihipertansif etkisi; hipotalamus iizerindeki direkt etkisine, antioksidan olarak kan basincini

diisiiriicii etkisine, katekolamin diizeyini diislirmesine, aorta duvarindaki diiz kaslar



gevsetmesine bagli olarak ortaya ¢ikabilir (107). Koroner kalp hastaliklarinda nokturnal iiriner
noradrenalin saliniminin artmis oldugu bildirilmistir. Melatonin spontan hipertansif siganlarda
plazma epinefrin diizeyini %60 ve norepinefrin diizeyini de %30 azaltarak ortalama arteriyel
kan basincinda azalma meydana getirmistir. Bu ¢alismada melatoninin hipotansif etkisine
bazal sempatik tonusu inhibe etmesinin ve o-1 adrenerjik cevabi azaltmasinin aracilik
edebilecegi gosterilmistir (59). Ayrica ROS’ un da hipertansiyonla iligkisi oldugu
belirtilmektedir. Melatoninin radikal siipiiriicii ve antioksidan o6zellikleri de kan basincini

diistiriicii etkisine katkida bulunabilir.



4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney hayvanlar:

Deneylerde Firat Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezince iiretilen
Wistar-albino cinsi, 200-250 gr agirliginda 38 adet erkek sican kullanildi. Sicanlara 12 saat
giin 15181/12 saat karanlik siklusta, havalandirmali, sabit 1sil1 (21£1 C°) odalarda ve Ozel
kafeslerde standartlara uygun olarak bakildi. Beslenmeleri 8 mm’ lik standart si¢an pelet yemi
ve musluk suyu ile saglandu.

4.2. Deney plam ve ila¢ uygulamalari:

Kontrol grubu (n=10): 15 giin siire ile her giin 0,5 cc intraperitoneal (i.p.) %0,9
izotonik NaCl enjeksiyonu yapildi.

L-NAME grubu (n=14): Si¢anlarda hipertansiyon olusturmak amac1 ile non-spesifik
NOS enzimi inhibitérii L-NAME (Fluka Chemie, Switzerland), 40mg/kg dozda 15 giin
siireyle i.p. olarak uygulandi. L-NAME izotonik (%0,9) NaCl soliisyonda ¢ozdiiriilerek her
hayvana 0,5 cc olacak sekilde enjekte edildi. Bu gruptaki siganlara son 5 giin melatoninin
¢Oziiciisii etanol %1 konsantrasyonda 0,5 cc olacak sekilde verildi. ilag soliisyonlar: her giin
taze olarak hazirland1 ve enjeksiyonlar diizenli olarak her giin ayni saatte yapildi.

L-NAME+Melatonin grubu (L-NAME+MEL, n=14): Bu gruba 15 giinliik kronik
L-NAME uygulamasinin son 5 giinii L-NAME ile birlikte melatonin (10 mg/kg) uygulandi.
Melatonin (Sigma Chemical Company., St. Louis, MO, U.S.A.) saf etanolde ¢oziilerek stok
soliisyon hazirlandi. Az miktarlarda hazirlanan stoklar deneylerin yapildig: siire boyunca 151k
almayacak sekilde —20 C’ de saklandi. Stok ¢dzeltiler melatonin uygulamasi dncesi, izotonik
(%0,9) NaCl soliisyonu ile sulandirildi.

15 giin sonunda biitiin gruplara miyokardiyal I/R uygulandi.

4.3. Cerrahi uygulama: iskemi-reperfiizyon



Sicanlar, 1.2-1.4 gr/kg iiretanin i.p. olarak verilmesi ile anestezi edildi. Yapay solunum
icin trakea kaniilasyonu yapildi ve siganlar solunum pompasina baglandi. Karotid artere
yerlestirilen bir kaniilden, trandiiser (Harvard model, 50-8952) ve bir kaydedici (Harvard
Universal ossilograf (penrecorder)) yardimiyla kan basinct ve EKG yazdirildi. G6gsiin sol
tarafina 1-1.5 cm uzunlugunda bir insizyon yapildiktan sonra cilt alti dokular1 ve gogiis
kaslar1 gecildi, sternumun hemen solunda dordiincii kosta kesilerek sol torakotomi yapildi.
Toraks acildigr anda, icerideki negatif basincin ortadan kalkmasi nedeniyle, solunumun
devami ve normal pCO,, pO, ve pH degerlerini korumak amaciyla ventilasyon cihaziyla
(Harvard Animal Rodent Ventilator) 1.5ml/100g.’lik hacim ve 60 atim/dakikalik bir hizla oda
havasi verilerek pozitif basingli solunum uygulanmaya baglandi. Perikardiyum yavasca
styrilarak kalp serbestlestirildi ve gogslin sag tarafina hafif¢e basilarak kalp disari alinip,
10mm’lik yuvarlak uglu igneyle 6/0 ipek iplik sol ana koroner arterin altindan miyokard
dokusunu da hafifce i¢ine alacak sekilde hizlica gegildi. Daha sonra kalp yeniden g6giis i¢ine
yerlestirilerek 20 dakika stabilizasyon i¢in beklendi. Konulmus olan ipligin uglart 1 mm cap
ve lem boyda ufak bir plastik tiip icinden gegirilerek, 20 dakikalik stabilizasyon periyodu
sonunda damarin altindan gegirilmis olan ip plastik tiip ve bir klemp yardimryla sikistirilarak
damarin kapatilmasi (okliizyonu) saglandi. 30 dakikalik iskemi sonunda klemp agilarak tiip
icinden gecen iplik gevsetildi ve boOylece yeniden kanlanma yani reperfiizyon saglandi.
Reperfiizyon siiresi 120 dakika olarak uygulandi. Deneye son verilmeden Once heparin
uygulandi ve kalpler hizlica ¢ikartildi.

4.4. Hemodinamik parametrelerin degerlendirilmesi

Deneylerde direkt yontemle Slgiilen sistolik ve diyastolik kan basinci degerlendirildi.
Ayrica sistolik kan basincinin % 40’1, diyastolik kan basimncinin % 60’1 toplanarak ortalama

kan basinct hesaplandi. Sicanlarin kan basinci degerlendirmelerinde kaniiliin takilmasi ile



iskeminin baglamasina kadar gecgen stabilizasyon periyodundaki bazal, iskeminin baglangict
ve sonundaki, reperflizyonun baslangici, 1. saati ve sonundaki kan basinci verileri kullanildu.

4.5. Nekroz alaninin dl¢iilmesi:

Her deneyin sonunda hizlica ¢ikarilan kalpler serum fizyolojik ile yikanarak 12 saat
dondurucuda bekletilmek iizere aliiminyum folyoya sarildi. Dondurulmus kalpler 2 mm
kalinliginda dilimlendi ve %1’lik trifenil tetrazolyum klorid (TTC) igeren tamponda (pH=7.4)
37 C @ de 15-20 dakika siireyle inkiibe edildi. TTC, dokuda NADH, dehidrojenazlar ve
diaforazlar bulundugunda formazan pigmentlerini indirger. Canli dokular, bu enzimler ve
kofaktorleri igermeleri icin koyu kirmizi renkte boyanirken, infarkt alanlari bunlar
icermediklerinden boyanmazlar. Boyamadan sonra kalp dilimleri birbirinden 2 mm uzaklig:
olan iki cam levhanin arasina konuldu. Canli doku ve nekrotik doku ayirt edilerek seffaf bir
asetat iizerine ¢izildi. Planimetrik metot ile olgiilen infarkt alani tiim kalbin yiizdesi olarak
ifade edildi.

4.6. istatistik

Elde edilen veriler ortalama + standart hata olarak belirlendi. Ortalama kan basinci ve
nekroz degerlerinin istatistiksel anlamlilik diizeyleri ‘Origin 5.0’ istatistik programi
kullanilarak ANOVA testi ile belirlendi. Oliim oranlarmin istatistiksel anlamlilik diizeylerini
belirlemek icin ki-kare testi kullanildi. p<0,05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.



5. BULGULAR

5.1. Kronik L-NAME ve melatonin uygulamalarinin kan basinci iizerine
etkileri

Bazal ortalama kan basinci (OKB) degerleri kontrol grubunda 9726 mmHg, L-NAME
grubunda 158+5 mmHg, melatonin grubunda ise 118+7 mmHg olarak hesaplandi. L-NAME
grubunun bazal OKB degeri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek iken melatonin
uygulamasi ile bazal OKB anlamli olarak azaldi. L-NAME grubunun OKB, sistolik (SKB) ve
diyastolik (DKB) kan basinci degerleri iskemi ve reperflizyon siiresince (reperfiizyonun
baslangict hari¢) kontrol grubuna goére anlamli olarak yliksekti. Melatonin iskemi ve
reperfiizyon boyunca OKB, SKB ve DKB degerlerini (reperfiizyonun baslangici haric)
anlaml1 olarak azaltti. Sonuglar tablo 3 ve sekil 3 de 6zetlenmektedir.
Tablo 3. L-NAME ve melatonin uygulamalarinin kan basinci lizerine etkileri. a: kontrol

grubuna gore anlamli farklilik, b: L-NAME grubuna gore anlamli farklilik (p<0.05).
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Sekil 3. L-NAME ve melatonin uygulamalarinin OKB {izerine etkileri. a: kontrol grubuna
gore anlamli farklilik, b: L-NAME grubuna gére anlaml farklilik (p<0.05).

5.2. Iskemi-reperfiizyona bagh miyokardiyal infarkt alam degerlendirmeleri

/R’ a bagl olarak meydana gelen miyokardiyal infarkt alani sirasi ile kontrol grubunda
36+6 cm’, LNAME grubunda 3946 cm’, melatonin uygulanan grupta 2943 cm’ olarak
belirlendi. L-NAME uygulamasi infarkt alanini artirirken melatonin bu artis1 anlamli olarak
azaltt1. Infarkt alani/tiim kalp orani kontrol grubunda % 29+4, L-NAME grubunda % 33+6 ve
L-NAME+MEL grubunda % 23+3 olarak hesaplandi. L-NAME uygulanan grupta infarkt
alani/tiim kalp oranm1 kontrol grubuna gore artarken, melatonin uygulamasi ile bu artis anlaml

olarak azaldi. Sonuclar Tablo 4, sekil 4 ve 5 te 6zetlenmektedir.

Tablo 4. L-NAME ve melatonin uygulamalarinin infarkt alani tizerine etkileri. L-NAME (N,-

Nitro-L-arginine methyl ester), MEL (melatonin). *: melatonin uygulamasina bagli anlaml

farklilik (p<0.05)
Gruplar Tumkalp  Infarkt alam  Infarkt alani/Ttim kalp
(cm’) (cm’) (%)
Kontrol (n:6) 124+6 36+6 2944

L-NAME (n:5) 121421 3946 3346




L-NAME+MEL (n:7) 119411 2943 2343

45 -
40 -
35
30
25
20
15 |
10

. 3
Infarkt alani (¢, )

O Kontrol HL-NAME
BL-NAME+MEL

Sekil 4. iskemi-reperfiizyon uygulanan deneklerde infarkt alami degerleri (cm’). L-NAME
(Ne-Nitro-L-arginine methyl ester), MEL (melatonin). *: melatonin uygulamasina bagh

anlamli farklilik (p<0.05).
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Sekil 5. Iskemi-reperfiizyon uygulanan deneklerde tiim kalp/infarkt alan1 oranlar1 (%). L-
NAME (Ng-Nitro-L-arginine methyl ester), MEL (melatonin).
*: melatonin uygulamasina bagl anlamli farklilik (p<0.05).

5.3. Oliim oranlan

Deneylere baslarken L-NAME uygulanan gruplarda I/R a bagli 6liimlerin daha fazla
olacag diislintilerek bu gruplardaki denek sayilar1 kontrol grubundan fazla tutuldu. Deneyler
boyunca kontrol grubunda (n=10) iskemi sirasinda 6liim meydana gelmezken reperfiizyonda 4
sican Oldii (4/10) ve reperfiizyonu 6 sigan tamamladi. Ancak L-NAME uygulanan grupta
(n=14) iskemi ve reperfiizyon sirasinda kontrol grubuna gore daha fazla 6liim meydana geldi.
L-NAME grubunda iskemi sirasinda 5 sican (5/14) reperfiizyon sirasinda da 4 sican (4/9)
oldi. Melatonin uygulanan grupta iskemiye hazirlik sirasinda kaniilasyon islemine bagl
olarak 1 sigan 6ldii. Melatonin uygulanan si¢anlarda iskemi ve reperfiizyon periyodunun
degisik asamalarinda daha az 6liim meydana geldi ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli
degildi. Kontrol grubunda deneyler boyunca toplam 6liim oran1 %40 iken L-NAME grubunda
bu oran %64,3, melatonin uygulanan grupta ise % 46 olarak bulundu (Tablo 5). Deneyler
sonunda toplam oOliim oranlar1 degerlendirildiginde en fazla O6limiin sadece L-NAME
grubunda meydana geldigi ve melatonin uygulamasi ile 6liim oraninin istatistiksel anlaml
olmamakla beraber azalma egiliminde oldugu gézlendi. Sonuglar tablo 5’ de 6zetlenmektedir.
Tablo 5. L-NAME ve melatonin uygulamalarinin iskemi ve reperflizyon bagli 6liim oranlarina

etkileri. L-NAME (Ny-Nitro-L-arginine methyl ester), MEL (melatonin).

GRUP . . REPERFUZYON TOPLAM
ISKEMI| Oran Yiizde (%) Oran Yiizde (%)

Oran  Yiizde(%)

Kontrol (n:10) 0/10 0 410 40 410 40
L-NAME (n:14) 5/14 35,7 4/9 444 9/14 643
L-NAME+MEL 3/13 23,1 3/10 30 613 46

(n:13)




6. TARTISMA

Bu calismada kronik NOS inhibisyonu olusturulan siganlarda ekzojen olarak
uygulanan melatoninin kan basinci ve miyokardiyal I/R’a bagl infarkt alani iizerine etkilerini
incelenmistir.

Kronik NOS inhibisyonuna bagli olarak olusan kan basinci artisi, son yillarda tizerinde
cok fazla caligilan bir hipertansiyon modeli olmustur. NOS inhibisyonu i¢in en fazla
kullanilan L-arjinin analoglari L-NAME, L-NNA ve L-NMMA’ dir. Deneyler sirasinda
kullanilan farklt NOS inhibitorleri, bunlarin farkli dozlari, kullanim siireleri ve uygulama
yollari; deneklerin cinsi, yas1 ve kan basinglarindaki farkliliklar celiskili bulgular elde
edilmesine neden olmustur ve bundan dolayr da NOS inhibisyonuna bagli olusan
hipertansiyonun mekanizmasini ve c¢esitli endojen vazoaktif sistemlerin hipertansiyona olan
etkisini agiklamak zorlagmstir.

Calismamizda hipertansiyon olusturmak amaci ile spesifik olmayan NOS inhibitorii L-
NAME kullanildi. L-NAME ile kronik NOS inhibisyonu sonucu kan basincindaki anlamh
artis1 gosteren birgok calisma vardir (10,48,82,94,105,125). Peotta ve arkadaslari, 7 giin
boyunca 400ug/g dozunda i.p olarak L-NAME uygulamislar ve kalp hizinda anlamli bir
degisiklik olmaksizin ortalama arteriyel kan basincinin L-NAME uygulanan farelerde kontrol
grubuna gore anlamli olarak arttigini (1269 mmHg; 7912 mmHg) tespit etmislerdir (82).
Zicha ve arkadaslari ise 4 ve 12 haftalik Wistar sicanlara 4 hafta icme suyu ile 40mg/kg/giin
L-NAME uygulamislar ve hem gen¢ hem de yetiskin sicanlarin sistolik, diyastolik ve
ortalama kan basinci degerlerinin kontrol gruplarina gore anlamli olarak ytikseldigini; ve bu
artisin geng ve yetiskin bireylerin kendi aralarinda herhangi bir anlamlilik ifade etmedigini
belirtmistirler (125). L-NAME’ 1 2 ay siire ile 5mg/100 ml dozda uygulayan Baylis ve
arkadaslar1 (10) 2 ay sonunda kan basincinin 136 2 mmHg’ a ulastigim1 ve kalici bir

hipertansiyon meydana geldigini, hipertansiyonla birlikte glomeruloskleroz olustugunu rapor



etmislerdir. Ribeiro ve arkadaslar1 yliksek dozda 4-6 hafta uygulanan L-NAME’ in siddetli ve
progresif bir hipertansiyonla (164+4mmHg) birlikte, glomeruler iskemi, glomeruloskleroz ve
bobrekte interstisyel genisleme gozlemlemisledir (94). Kronik NOS inhibisyonunun sistolik
kan basincinda devamli bir artisa, neden oldugu gosterilmistir (81). Baska bir ¢alismada ise
10mg/kg dozda 8 hafta derialti L- NAME uygulamasi ile kan basincinin 4. haftaya kadar
anlamli olarak yiikseldigini, 5. hafta da pik yaptigin1 ve 8. haftaya kadar arttig1 belirlenmistir.
Kan basincina ilaveten MDA, laktat, NADH/NADPH oksidaz diizeylerinin arttigini ve
GSH/GSSG, SOD, GST diizeylerinin ise azaldigini ifade etmislerdir (48). Biitiin bu
sonuclardan yola ¢ikarak NO’ in kan basincinin kontroliinde birincil ve dnemli bir faktor
oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte NOS inhibiyonu sonucu olusan hipertansiyonda rol
oynayan periferik vaskiiler diren¢ artisinda endotelyumdan kaynaklanan kasici faktorlerinde
katkis1 olabilecegi diistintilmektedir.

Bizim calismamizda, L-NAME, 15 giin siire ile 40mg/kg dozda i.p. olarak uygulandi.
15 giin sonunda miyokardiyal I/R uygulamasi sirasinda bazal, iskeminin baslangici ve
sonunda, reperfiizyonun baslangici, 1. saati ve sonunda karotit arterin kaniilasyonu ile direkt
kan basinct Ol¢limleri yapildi. Kronik L-NAME uygulamasina bagli olarak L-NAME
grubunda yiikselen kan basincinin yine ekzojen olarak uygulanan melatonin ile anlamli olarak
azaldig1 belirlendi. Bizim bilgilerimize gore, bu bulgularimiz L-NAME ile kronik NOS
inhibisyonu sonucu artan kan basincinin ekzojen olarak verilen melatonin ile azaldigim
gosteren ilk caligmadir. Melatoninin antihipertansif etkisinin hipotalamus tizerindeki direkt
etkisine, antioksidan olarak kan basincimi diisiiriicli etkisine, plazma katekolamin diizeyini
diistirmesine, aorta duvarindaki diiz kaslar1 gevsetmesine bagli olarak ortaya g¢ikabilecegi
belirtilmektedir (107). Ayrica yapilan ¢aligmalarda melatoninin sempatik sinir fonksiyonunu
baskilayabildigi (75) ve katekolamin saliniminmi azaltabildigi (29) rapor edilmistir. Yiiksek

konsantrasyonlardaki melatoninin spontan hipertansif (SHR) ve wistar-kyoto (WKY)



siganlarin mezenterik arterlerinde o-1 adrenerjik reseptoriiniin aktivasyonu ile meydana gelen
vazokonstriksiyonu inhibe ettigi belirtilmistir (59) «-1 adrenerjik yolak biiyiik 6Slgiide
endotelyum tarafindan etkilenmekte ve kronik melatonin uygulamast SHR mezenterik
arterlerinde endotelyum bagimli vazorelaksasyonu iyilestirmistir. Akut ve kronik melatonin
uygulamasinin SHR da arteriyel kan basincim1 azalttigr gosterilmistir (53). Bizim
calismamizda da hipertansif sicanlara 5 giin siire ile uygulanan melatonin ortalama arteriyel
kan basincini anlamli olarak azaltmistir ve bu ¢alismalarin sonuglari ile uyumludur. Yapilan
baska bir ¢alismada 10mg/kg dozda uygulanan melatoninin kalp hizin1 degistirmeden
ortalama arteriyel basingta zaman bagimli devamli bir diisiise neden olmus ve melatonin
uygulamasindan 20 dakika sonra plazma adrenalin diizeyinde % 60 lik, noradrenalin
diizeyinde ise yaklasik % 30 luk bir azalma oldugu ifade edilmistir. Bu caligmanin
sonuclarina gore de melatoninin hipotansif etkisinin bazal sempatoadrenerjik tonusun
inhibisyonu ve kismen de postsinaptik o-1ladrenerjik reseptdr aktivasyonunun neden oldugu
inozitoltrifosfat (IP-3) iiretiminin baskilanmasi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir. Girouard
ve arkadaslar1 (38) yaptiklart ¢aligmada spontan hipertansif sicanlara kronik melatonin
uygulamasinin (30 mg/kg/glin 4 hafta) aorta ve mezenterik arterde vazodilator bir etkiye
neden oldugunu gostermislerdir. Bu faktorler kan basincinmi disiiriicii etkisini agiklayabilir.
Ayrica hipertansiyonda artmis kan basinct ROS ilede iligkilendirilmektedir (84,86). Melatonin
giiclii rarikal stipiiriicii ve antioksidan Ozelligide kan basincini regiile etmesinde 6nemli
olabilir.

Son yillarda yapilan bir¢cok calisma azalmis oksijen kullaniminin yada artmis ROS
tiretiminin kardiyovaskiiler hastaliklarin ilerlemesinde biiyiik etkisinin oldugunu gostermistir
(84,86). Hipertansiyon sirasinda meydana gelen ve ROS tarafindan indiiklenen vaskiiler diiz
kas hiicre proliferasyonu hem in vitro hem de in vivo ¢aligmalarla kanitlanmistir (41,112).

Hipertansiyonda meydana gelen endotelyal disfonksiyon O, {iretimine neden olmaktadir (51).



Miyokard metabolizmasinin degismesine, ROS iiretimine ve hiicre 6liimiine neden olan
koroner perfiizyonun ve oksijen kullanimmin azalmasi akut miyokardiyal I/R hasari ve
miyokard infarktiisii ile iligkilidir.

Farkli doz ve siirelerde L-NAME gibi NOS inhibitorleri ile NO sentezinin
baskilanmasi ya da NO biyoyararlaniminin azalmasi ile kan basincinin artmasina ilave olarak
kardiyovaskiiler sistemde, Ozellikle miyokard ve damarlarda 6nemli yapisal degiskilikler
meydana geldigi birgok c¢alismada gosterilmistir. 12mg/kg L-NAME’ in 15 hafta igme
suyuna karistirilarak verilmesi sonucunda sistolik kan basincinin yaklasik %50 artmis ve
perivaskiiler ve interstisyel fibrozis, miyositlerde hipertrofi meydana gelmistir (39). Yine
baska bir ¢alismada 40 mg/kg dozda verilen L-NAME sistolik arteriyel kan basincini %30
artirmistir ve miyokardiyal ve perivaskiiler fibrozis, koroner arter ve aorta gibi biiyiik
damarlarin media tabakasinda hiperplaziye neden olmustur (6). 8 haftalik kronik L-NAME
uygulamasindan sonra miyokardiyal nekroz ve asir1 miktarda fibr6z olusmus alanlarin varligi
belirlenmistir (71).

Bizim calismamizda yukardaki verilere paralel olarak L-NAME uygulan si¢anlarda
miyokardiyal I/R sonucu meydana gelen infarkt alaninin daha biiyiik oldugunu ve yine aym
grupta Olim oraninin kontrol grubundan daha fazla oldugu tespit edildi. Ekzojen olarak
uygulanan melatonin anlamli olarak infarkt alanini azaltti. Melatonin ayrica I/R’a bagli 6liim
oranlarinida azaltti.

I/R hasarinda melatoninin koruyuculugunu rapor eden bir ¢ok ¢alisma vardir. Tan ve
arkadaslar1 (108) melatoninin kalpteki etkilerini arastirdiklart in vitro bir ¢aligmada; 10
dakikalik miyokardiyal iskemiyi takiben 10 dakika reperfiizyon uygulamislar ve reperfiizyon
sirasinda kalplerde prematiire ventrikiiler kontraksiyonlar (PVC) ve ventrikiiler fibrilasyonlar
(VF) gozlemlemislerdir. Iskemi sirasinda ve reperfiizyon baslangicinda uyguladiklari

melatoninin hem PVC’ 1 hem de VF’ u hizla ve 6nemli derecede azalttigini belirtmislerdir. 30



dakika iskemi, 30 dakika reperfiizyon uygulayan Kaneko ve arkadaslarinin (52) yapmis
oldugu benzer bir ¢alismada; reperfiizyon baslangicinda verilen melatoninin hem ventrikiiler
tasikardiyi hem de VF’ u azalttig1 ve sol ventrikiil fonksiyonunu 6nemli derecede diizelttigini
saptamigslardir. Iskemiden once ya da reperfiizyon sirasinda farmakolojik dozlarda verilen
melatoninin reperfiizyonun neden oldugu VF insidensini ve aritmi sayisini azalttigi ve
melatoninin bu koruyucu etkilerinin serbest radikal siipiiriicti aktivitesi (melatonin hidroksil
radikalini stiptiriip, lipit peroksidasyonunu azalttigin1 gostermisler) ile ilgili oldugu sonucuna
varmiglardir (52).

Kalpte de melatonin spesifik reseptorlerin varligi (memelilerde varligi bilinen ML-1
ve ML-2 ye ilave olarak putatif M3) gosterilmis ve yapilan bir ¢alismada spesifik ML-3
reseptdr analogu 5-methoxy-carbonylamino-N-acetyl-tryptamine (SMCA-NAT) melatonine
oranla daha fazla koruyucu etki gostermistir (60).

Yukardaki ¢alismalar melatoninin farmakolojik dozlarinin I/R uygulanan kalplerdeki
etkilerini arastirmaya yonelikti ve in vitro ¢alismalardi. Sahna ve arkadaslar1 da (96,97) ilk
defa fizyolojik konsantrasyonlardaki melatoninin etkilerini in vivo olarak arastirmis ve
endojen melatonin konsantrasyonlarinin  etkinligini  belirlemek amaciyla siganlara
pinealektomi  uygulamislardir.  Pinealektomi sonrast1 2 ay beklenen sicanlarda
(pinealektominin hipertansiyona neden oldugu ve 2 ay sonrast kan basincinin normale
dondiigii bildirilmektedir) in vivo 7 dakika iskemi, 7 dakika reperfiizyonu takiben kardiyak
aritmilerin derecesinin ve mortalitenin kontrol grubuna oranla ¢ok daha ciddi boyutlarda
oldugunu belirlemislerdir. Takip eden calismalarinda (96); in vivo sol ana koronere 30 dakika
iskemi, 120 dakika reperflizyon uygulamis ve kalplerde infarkt alaninin ¢ok biiyiik oldugu
gostermislerdir. Biitlin bu bulgular, endojen melatonin diizeyinin iskemi ve reperfiizyon
stiresince kalp i¢in koruyucu etkilere sahip oldugunu diisiindiirmiistiir. Son ¢aligmalarinda 10

mg/kg melatoninin in vivo I/R da infarkt alani1 ve miyokardda oksidatif hasarin gostergesi



MDA (I/R ile artmis olan) diizeyini anlamli azalttigin1 ve antioksidan savunma sisteminde
onemli rolii olan GSH seviyesini artirdigini belirlemislerdir (100).

Lee ve arkadaslar1 (62) melatoninin iskemik kalpteki koruyucu etkilerini in vivo olarak
arastirmislar; iskemi Oncesinde intravendz (i.v.) bolus enjeksiyonla uygulanan melatoninin
ventrikiiler tasikardiyi ve fibrilasyonu baskiladigi ve total PVC sayisimi diistirdiigiini
gozlemlemislerdir. Melatoninin I/R sirasinda O, iiretimini ve miyeloperoksidaz (MPO)
aktivitesini o6nemli diizeyde azalttigin1 gdrmiisler ve melatoninin hem I/R uygulanan
dokularda nétrofil aktivasyonunu azalttigt hem de indoliin antioksidan O6zelliklerine bagh
olarak koruyucu etkilerinin ortaya ¢iktig1 sonucuna varmislardir.

Gerek fizyolojik gerekse de farmakolojik dozlardaki melatoninin sican I/R
modellerinde kalbin morfolojisi ve fonksiyonlar1 i¢in koruyucu etkilerinin oldugu
belirlenmigtir. Tavsanlarda yapilan benzer bir ¢alismada (26); i.v. 10 ve 50 mg/kg dozda
melatonin  uygulamasinin  kalbin hemodinamik parametrelerini  ve infarkt alanini
degistirmedigi fakat kotiilestirmedigi de belirlenmistir. Sicanlarin aksine tavsanlarda
melatoninin herhangi bir koruyucu etkisinin ortaya ¢ikmamasi tavsanlardaki XO enziminin
olmamasimna baglanmistir. XO enziminin eksikligi kardiyak I/R sirasinda meydana gelen
fonksiyon bozuklugunun azaltilmasinda melatoninin yetersiz kalmasmin baslica nedeni

olabilir.

Melatoninin hipoksik/reoksijenize kardiyak miyositler tizerindeki etkilerinin in vitro
arastirmasin1 - Salie ve arkadaslar1 yapmistir. Olusturulan kimyasal hipoksi, kardiyak
miyositlerde ciddi morfolojik degisikliklere neden olurken; H,O,, ROS, ve [ Ca™]
birikiminde 6nemli artislara neden olmustur. Uygulanan melatonin ile bu degisikliklerinin
onemli derecede azalmasi; hipoksi/reoksijenasyona kars1 melatoninin koruyucu etkilerini ve

antioksidan 6zelliklerini desteklemektedir (102).



Melatoninin membran Ca™ pompasi aktivesini artirir (5) ve Ca' overloadunu
o6nleyerek hiicre ici Ca™ diizeyini ayarlayabilir (77,102). Hiicre i¢i Ca *’un asir1 artmasi ve
diger iyon dengesizlikleri miyokardiyal elektriksel instabilite, kardiyak aritmiler ve
miyokardiyal nekroz gibi hasarlarla sonuglanabilir. Melatoninin kardiyak sarkolemma da Ca"™
bagimli ATPaz’ 1 stimiile edebilecegi ve tavuk embriyo ventrikiil myositlerinde yapilan bir
¢alismada da melatoninin yiiksek voltajla aktive olan Ca™ kanallarim etkileyerek miyokard
kontraktilitesini ve kardiyak debiyi artirabilecegi bildirilmistir (68).

Programli hiicre o6liimii olarak tanimlanan apoptozis olusumunda da Onemli
mekanizmalar arasinda serbest radikal olusumu ve asir1 Ca™ birikimi 6ne ¢ikmaktadir.
Miyokardiyal I/R neticesinde olusan serbest radikallerin ve artan Ca™’un apoptozis kaskadini
tetikleyerek hiicresel hasar olusturdugu diisiiniilmektedir. Bu hipotez 1s1ginda Sahna ve
arkadaslar1; pineal bezin ana hormonu olan ve bilinen en giiglii serbest radikal siipiiriicii,
antioksidan ozellikli ve Ca™ homeostazim saglayan melatoninin miyokardiyal /R’ un
tetikledigi apoptotik degisiklikler tizerindeki etkisini arastirmistir. Bu amagla sol koroner
arterin inen dalina (LAD) 30 dakika iskemiyi takiben 2 saat reperfiizyon uygulandi. Apoptotik
DNA kiriklariin tayininde sik¢a kullanilan bir yontem olan TdT-mediated X-dUTP nick end
labeling (TUNEL) karisimi uygulandi. TUNEL boyama sonuglarina gore; I/R grubunda
ozellikle sol ventrikiil serbest duvar1 ve apekse yakin bdlgeler yogun boyanma alanlari
gosterirken; melatonin (10 mg/kg) uygulamasimnin I/R grubuna gore aymi kesit diizleminde
onemli 6l¢iide TUNEL pozitifligini azaltti. I/R grubunda sol ventrikiilde pozitif boyanan
TUNEL pozitif apoptotik alanlar gosterirken melatonin bu apoptotik boyanan hiicre
pozitifligini azaltt1 (79).

Melatoninin I/R hasarmi azaltic etkisi sadece kalpte degil beyin, bobrek ve karaciger
gibi diger bir¢ok organda da belirlenmistir. I/R ile indiiklenen gastrik mukoza hasarinda, lipid

peroksidasyonunun ve oksijen metabolitlerinin rol oynadigi ve melatoninin, sicandaki mide



I/R hasarin1 6nledigi rapor edilmistir (61). Melatoninin karacigerde de, I/R hasar1 onledigi
(104) ve yine sican beyninde oksidatif lipid ve DNA hasarina karst koruyuculugu oldugu
bildirilmistir (91). Bébrek (98) ve beyin (54) I/R modellerinde de, melatoninin, biiyiik oranda
hasar1 azalttigi bir cok calismada rapor edilmistir. Sahna ve arkadaslari; sag nefrektomi
yaptiklar1 sicanlarin sol bobreklerine klemp ile 60 dakika iskemi 24 saat reperflizyon
uygulamis ve morfolojik degisiklikleri incelemistir. Melatonin hem I/R’ un indiikledigi
yapisal degisiklikleri azaltirken, hem de lipid peroksidasyonunun gostergesi MDA diizeyini
anlamli olarak azaltmistir (98).

Melatonin spesifik olarak sadece I/R hasarinda degil yiiksek oksidatif stresin neden
oldugu diger bir¢ok durumda da O, kaynakli reaktanlari zararsiz ya da daha az toksik
maddelere doniistiirebilir. Ayrica diger ajanlarin kullanilmasiyla meydana gelen oksidatif
stres ekzojen melatonin uygulamasi ile azalmistir (78,99). Sahna ve arkadaslar1 oldukga sik
kullanilan ve olusturduklar1 radikaller araciligiyla toksik etkilere neden olabilen
kemoterapotiklerin yan etkilerinin 6nlenmesinde de melatoninin oldukca yararli etkilerini
belirlemislerdir (78,99). Doksorubisinin radikaller araciligiyla miyokardda olusturdugu lipit
peroksidasyonunun melatonin ile 6nlenebildigini ve yapisal degisikliklerin de azaldigim
gostermislerdir (99).

Melatoninin koruyuculugunu gosteren yukardaki c¢alismalarda melatonin (verilen
dozlarda) hemodinamik  parametreleri  degistirmeden I/R  hasarimmi  azaltmistir
(96,97,100,102,108). Bu caligmalarin birinde tek doz melatonin (10 mg/kg) kan basinci ve
kalp hizim1 degistirmeden I/R hasarina kars1 koruyucu olmustur (100). Biz bu ¢aligmamizda
hipertansiyon olusturdugumuz ratlara 10 mg/kg dozunda 5 giin melatonin uygulamasi yaptik.
Melatonin verilen grubun kan basinci, I/R deneylerine baglarken L-NAME grubuna gore
anlaml olarak diistiktii. Melatonin uygulamas1 L-NAME ile karsilagtirildiginda infarkt alanini

da anlamli azaltmisti, bu degerler istatistiksel anlamliliga ulasmasa da kontrol grubu



degerlerinin de altinda idi. Kan basincinin azalmasi gibi hemodinamiklerin degismesi
melatoninin I/R hasarina kars1 koruyuculugunda 6nemli olabilir. Ancak melatoninin sadece
hemodinamikleri degistirmesi bu koruyuculugu tek basina aciklamakta yetersiz kalabilir.
Hipertansiyona iliskin komplikasyonlar dogrudan yiiksek kan basinci degerlerine baglh
olabilecegi gibi, hipertansiyonun zemin hazirladigi atheroskleroz gibi patolojilerede bagl
olabilir. Hem hipertansiyon, hemde I/R hasarinda o6zellikle artmis ROS Onemli rol
oynayabilmektedir. Melatonin giiclii bir radikal siipiiriicii ve antioksidandir (90). Ca™
diizeyini regiile edebilir ve artmis sempatik aktiviteyi baskilayabilir (77,102). Ayrica
miyokardiyal iskemiye bagli olarak artan ndtrofil migrasyonunu ve adezyonunu inhibe
edebilir (80). Biz melatonin tedavisinin hipertansif sigcanlardaki hem kan basincini azaltisini
hemde buna paralel olarak kan basinct azalmis ayni bireylerdeki infarkt alanina
koruyuculugunu gosterdik.

Melatonin hem yagda hem de suda ¢oziinebildiginden viicudun her hiicresine ve hiicre
icindeki diger yapilara kolaylikla girebilir. Bu nedenle de vitamin ve mineral antioksidanlara
gore cok daha fazla etkili olabilecegi diisliniilmektedir. Sahip oldugu bu ozelliklere baglh
olarak dejeneratif degisikliklere neden olan hastaliklara karsi niikleer DNA, membran lipitleri
ve sitozolik proteinleri koruyabilir (91). Siganlarda reperfiizyonun hemen basinda melatonin
uygulamasinin reperfiizyonun indiikledigi VF ve mortalitedeki koruyuculugu, melatoninin
hiicre i¢ine hizlica girebilme 6zelligi ile agiklanabilir ve klinik acillerde olduk¢a Onemli
olabilir. Benzer sekilde melatonin, doksorubisinin kalpteki toksisitesini azaltirken;
doksorubisin uygulamasindan hem 6nce hem de sonra verildiginde etkili oldugu gosterilmistir
(99).

Melatonin kardiyovaskiiler sistemde higbir yan etkisi olmayan, son derece giivenli,
koruyucu bir ilagtir (90). Melatoninin insandaki rolii, son donemlerde giderek daha iyi

belirlenmeye baglamistir. Viicut 1sis1 ve uyku regiilasyonundaki agik etkileriyle birlikte,



puberte ve tlireme sistemi lizerinde de etkinligi muhtemel olan melatoninin, insan sirkadiyan
ritmi i¢in de 6nemli oldugu ortaya konulmaktadir. Jet lag’ de normal fizyolojik ritim i¢in
olumlu etkilerinin oldugu; klinik ¢alismalarda, uyku problemi olan sahislarda, uyku siiresi ve
kalitesinde basari ile kullanildig: bildirilmistir (77). Sabah saatlerinde kan basinci, kalp hizi,
kan vizkositesi, trombosit kiimelesmesi, plazma kortizolli, sempatik aktivitede artis sz
konusu oldugu i¢in ani kardiyak 6liim, gecici miyokard iskemisi gibi olaylar bu saatlerde daha
fazla olmaktadir. Brugger ve arkadaslar1 (17); koroner kalp hastaliginda (KKH) gece 02.00
melatonin diizeylerinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugunu bulmustur. Sakotnik ve
arkadaslar1 (101); KKH da gece idrarinda melatonin metaboliti olan 6-siilfatoksimelatonin
diizeyinin daha az oldugunu saptamislardir. Bu bulgular melatoninin kardiyovaskiiler
patolojilerde 6nemli rol oynayabilecegini fikrini desteklemektedir.

Sonug olarak bu ¢alismada;

15 giin kronik uygulanan NOS inhibitérii L NAME kan basincinin anlamli olarak
yiikselmesine neden olmustur. L NAME uygulamasinin son 5 giinii melatonin verilmesi ise
kan basincindaki bu artis1 anlamli olarak azaltmistir.

L-NAME ile kan basinci yiikselmis sicanlarda miyokardiyal I/R sonucu meydana
gelen infarkt alaninin kontrol grubundan daha fazla oldugu ve melatonin uygulanan sicanlarda
infarkt alaninin anlamli derecede azaldigi belirlenmistir.

Yine kronik L-NAME uygulanan grupta 6liim oraninin kontrol grubundan fazla
oldugu ve melatoninin I/R’a bagli meydana gelen oliimleri istatistiksel anlamlili§a ulasmasa
da azaltma egiliminde oldugu gosterilmistir.

Diisiik toksisiteli endojen bir madde olan melatoninin I/R hasarinda koruyuculugunu
ve kardiyak olaylarin patolojilerinde 6nemli rolii oldugunu gésteren ¢ok sayida ¢alisma vardir
(90,96,97,99,100,101,102,108). Bizim bulgularimiz ve bu ¢alismalarin sonuglari, melatoninin

miyokardiyal I/R hasarinin 6nlenmesinde nemli ve yararli etkilerinin olabilecegini ve



melatoninin iskemik kalp hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisinde, by-pass, koroner arter
spazmi, angiyoplasti ve trombolitik siliregler sonrasi gelisen reperfiizyon hasarinin ve
ozelliklede ilerdeki yasam kalitesini belirleyen infarkt alaninin 6nlenmesi gibi durumlarda
klinik olarak test edilebilecegini ve hipertansif bireylerde de koruyucu olabilecegini

diistindiirmektedir.
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8. OZGECMIS

1979 yilinda Trabzon da dogdum. Ilk, orta ve lise egitimimi Trabzon da tamamladim.
1996 yilinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi’ni kazandim ve 2001 yilinda mezun
oldum. 1 y1l Bursa da 6zel bir veteriner klinikte ¢alisttm. 2002 yilinda Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali’nda yiiksek lisans egitimime basladim ve halen ayni
boliimde yiiksek lisans egitimime devam etmekteyim ve ayni zamanda arastirma gorevlisi

olarak ¢aligmaktayim.



