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OZET

Amag: Melatonin’in kardiyovaskiiler sisteme olan yararl etkileri deneysel ve klinik
calismalarla kanitlanmistir. Bu ¢alismanin amaci, metilglioksal (MGO) ile indiiklenen
endotelyal disfonksiyonunda melatonin uygulamasinin etkinligini test etmek ve bunda

endotelyal nitrik oksit sentazin (eNOS) koruyucu roliinii arastirmaktir.

Yontem: Calismada Wistar siganlari (12 haftalik) kullanilmistir. Erkek sicanlar kontrol,
MGO (75mg/kg/giin MGO igme suyu i¢inde 12 hafta boyunca), MGO + Melatonin (10
mg / kg / giin, 0,1 ml intraperitonal olarak, igme suyunda MGO ile birlikte 12 hafta
boyunca) ve MGO + Tasiyici (0,1 ml/ giin, 0,1 ml 12 hafta boyunca intraperitonal olarak,
igme suyunda MGO ile eszamanli olarak) dort gruba ayrildi. Torasik aort izole edilip ve
yaklasik 3 mm uzunlugunda halkalar halinde kesildi. izometrik gerilim ¢alismalari, izole
organ banyosunda asetilkolin (ACh, endotel bagimli vazodilator), sodyum nitroprussid
(SNP, endotelden bagimsiz vazodilator), potasyum kloriir (KCl) ve fenilefrin (Phe)
yanitlartyla degerlendirildi. Ayrica torasik aort halkalarindaki eNOS ve fosfo-eNOS (p-
eNOS) (Ser 1177) ve kaspaz-3 ekspresyonlari immiinohistokimya ile degerlendirildi.

Bulgular: Torasik aortta Phe ve KCl ile indiiklenen kasilma yanitlarinda, MGO verilen
grupta kontrole kiyasla anlamli bir degisme gézlenmedi. MGO uygulamasi, ACh'nin
neden oldugu gevseme yanitin1 6nemli 6lgiide inhibe ederken, SNP ile gevseme yanitlart
tizerine onemli bir etki gostermedi. MGO uygulanan si¢anlarin arterlerinde eNOS ve p-
eNOS ekspresyonlar1 anlamli olarak azaldi. Melatonin tedavisi, MGO grubu sigan
damarlarinda bozulan endotel bagli gevseme yanitlar1 yani sira eNOS ve p-eNOS

ekspresyonlarindaki azalmay1 da 6nemli dlgiide iyilestirildi.

Sonug: Torasik aortta endotel bagimli vazodilatasyon MGO uygulamasi ile 6nemli 6lgiide
inhibe edildi ve melatonin uygulamasi1 vaskiiler endotelyal fonksiyonu iyilestirdi.
Melatonin MGO kaynakli endotelyal disfonksiyona karsi eNOS ekspresyonu ve

aktivitesindeki artig ile koruyucu etkisini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Endotel Disfonsiyonu, Metilglioksal, Melatonin



ABSTRACT

Objective: The cardiovascular benefits of melatonin have been well established by
previous experimental and clinical studies. The aim of this study was to test the
effectiveness of MLT administration on the endothelial dysfunction induced by
methylglyoxal (MGO), and to investigate the role of endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) on its protective effect.

Method: Wistar rats (12 weeks old) were used in this study. Male rats were divided into
four groups as control, MGO (75mg/kg/day in drinking water for 12 weeks),
MGO + Melatonin (10 mg/kg/day, 0.1 ml, intraperitoneally for 12 weeks concomitant
with MGO), and MGO + Vehicle (0.1 ml/day, 0.1 ml, intraperitoneally for 12 weeks
concomitant with MGQ). The thoracic aorta was isolated and cut into rings of
approximately 3 mm in length. Isometric tension studies were performed by an isolated
organ bath in response to acetylcholine (ACh, an endothelium-dependent vasodilator),
sodium nitroprusside (SNP, an endothelium-independent vasodilator), potassium
chloride, and phenylephrine (Phe). Beside, expressions of eNOS, phospho-eNOS (p-

eNOS) and caspase-3 in thoracic aorta rings were evaluated by immunohistochemistry.

Results: Phe- and KCI-induced contractile responses in the thoracic aorta were not
significantly decreased in MGO-administered group, compared to controls. MGO
administrartion significantly inhibited the relaxation response induced by ACh, while the
relaxation to SNP was not significantly altered. In addition, eNOS and p-eNOS
expressions decreased significantly in arteries obtained from MGO administered rats. The
impaired endothelium-dependent vasodilatation as well as decreased expressions of eNOS
and p-eNOS in vessels obtained from MGO group rats were significantly improved by

melatonin treatment.

Conclusion: Endothelium-dependent vasodilatation of the thoracic aorta was
significantly inhibited by MGO administration, and melatonin may improve vascular
endothelial function. The protective effect of melatonin against MGO-induced endothelial

dysfunction seems to be via increased eNOS expression and activity.

Key words: Endothelial dysfunction, methylglyoxal, melatonin
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1. GIRIS

Endotel, damar duvar ile kan akimi arasinda yer alan fonksiyonel bir bariyer olarak
tamimlanmaktadir (Iglarz ve Clozel, 2007). Endotel; hemostaz, damar gegirgenligi ve kan
basinci gibi kardiyovaskiiler birgok temel fonksiyonu kontrol etmektedir. 1980 yilindaki
aragtirmalarda ortaya ¢ikan endotel’in vazodilatasyon yetenegi damar biyolojisinde
onemli bir gelismeye yol agmistir. Endotel; ¢cok sayida biyolojik aktif madde iireterek
damar fonksiyonunun diizenlenmesinde énemli bir rol oynar. Endotel kaynakli gevsetici
faktorler arasinda en temel olanlar1 nitrik oksid (NO), prostasiklin ve endotel kaynakli
hiperpolarize edici faktordiir. NO, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) araciligi ile L
arginin’den sentezlenir (Palmer ve ark., 1988) ve kisa bir yar1 6mre sahiptir (6-7 Sn).
NO’in iiretim veya yararlaniminin azalmasi, endotel disfonksiyonunun ortak 6zelligidir
(De Vriese ve ark., 2000; Potenza ve ark., 2009). Damar endotel fonksiyon bozuklugu
(endotel disfonksiyonu) kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminin erken bir bulgusudur ve

ateroskleroz ve hipertansiyonlu hastalardaki klinik olaylar ile yakindan iliskilidir.

MGO cesitli biyokimyasal siiregler sirasinda olusan reaktif bir alfa-dikarbonil bilesigi
olup, vaskiiler endotel hiicreleri (Schalkwijk ve ark., 2006) ve diiz kas hiicrelerini de (Wu,
2006) igeren birgok hiicrede glikoliz siirecinde spontan olarak sentezlenmekte ve
proteinlerin arginin, sistein ve lizin rezidiilerine baglanarak AGE’lerin olusumuna neden
olmaktadir (Ahmed ve ark., 1997; Oya ve ark., 1999). Mevcut kanitlar, MGO’nun AGE
veya glikozdan daha giiclii bir vaskiiler hasar uyarani oldugunu gostermistir ve bu da
artmis serum MGO-kokenli AGE’lerin  diyabetik vaskiiler komplikasyonlarin
alevlenmesinde rol oynadigini gosterir (Bourajjaj ve ark., 2003; Yamawaki ve ark., 2008).

MGO; glukozdan daha reaktif ve daha toksik bir bilesiktir ve proteinlerin yani sira
fosfolipidler ve niikleik asidle de eklentiler olusturur. Son yillarda yapilan ¢alismalar,
yasla birlikte spontan hipertansif sicanlarin (SHR) aortlarinda MGO birikiminin arttigini
ve bu durumun artmis kan basinciyla iligkili oldugunu goéstermistir (X. Wang, Desai, ve
ark., 2005). Ayrica, MGO uygulamasinin Wistar-Kyoto siganlarinda da kan basmcini
arttirdigini  gosterilmistir (Vasdev ve ark., 1998). Bu nedenle, MGO’nun vaskiiler

reaktiviteyi dogrudan etkilemesi olasidir.



Diyabet, hipertansiyon ve hiperlipidemi yaslilikta sik goriilen klinik durumlardir. Bu gibi
Klinik durumlarda artan endojen AGE’ler disinda, insanlar besinlerle de yiiksek
miktarlarda eksojen MGO’ya maruz kalabilmektedir. Tim bu sonuglar, MGO
maruziyetinin gittik¢e artmakta oldugunu ve ¢esitli klinik durumlarda artan MGO’nun
endotel disfonksiyonu gelisiminde Onemli bir ortak mekanizma olabilecegini
gostermektedir. Bu nedenle; MGO aracili zararl etkileri 6nleme potansiyeline sahip olan
bilesikler, MGO diizeylerinin arttig1 basta diyabet, hipertansiyon, hiperlipidemi ve yaslilik
gibi Klinik durumlarda ortaya ¢ikabilecek endotel disfonksiyonunun 6énlenmesinde yararh

olabilir.

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) epifiz bezi tarafindan sentezlenip salgilanan ve
biyolojik membranlar1 kolayca gegebilen ve 6zellikle de niikleus ve mitokondrilerde
yiiksek miktarda bulunan kiigiik lipofilik bir bilesiktir. Ayrica, melatonin’in ateroskleroz
progresyonuna karst koruyucu etkisinin oldugu ve endotel fonksiyonunda iyilesmeye
neden olduguna dair sonuclar da elde edilmistir (Agil ve ark., 2013; Hu ve ark., 2013).
Hayvan modellerinde yapilan arastirmalar melatonin’in NO yolagini iyilestirdigini ve
endotel hasarina, vazokonstriksiyona, trombosit agregasyonuna ve 16kosit infiltrasyonuna
kars1 koruyucu etkileri olabilecegini gostermistir (Rodella ve ark., 2013). Melatonin’in
vazoaktif o6zelliklerini bildiren ¢alismalarda melatonin’in fenilefrin ile kasilmis izole

tavsan aort halkalarinda endotel bagimli vazorelaksan etkisinin oldugu gortilmiistiir.

Melatonin’in vazoaktif ozellikleri {lizerine bir¢ok calisma yaymlanmasina ragmen,
damarlar tizerinde yliksek MGO maruziyetine bagli gelisen hasara karsi etkileri daha 6nce
hi¢ calistimamistir. Tiim bu bilgiler esliginde, MGO diizeylerinin artmasi kan glukoz
diizeylerinden bagimsiz olarak endotel disfonksiyonu ve hipertansiyon gelisimine neden
olan 6nemli bir faktordiir. Bu nedenle bu calismada sicanlarda MGO ile indiiklenen
endotel disfonksiyonuna melatonin’in koruyucu etkisi ve bu etkide eNOS’un rolii

arastirilmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Endotel

Endotel, damar diiz kasinda bulunan, damarin i¢ yiizeyini kaplayan ince bir squamoz
epitel tabakasidir. Damar yiizeyi ve kan arasinda tek sira hiicreden olusmus fonksiyonel
bir bariyerdir. Endotel, sentezleyip ve salgiladigi mediatorler araciligiyla vaskiiler
homeostazin diizenlenmesinde yer alan en kii¢iik endokrin organdir. Endotel hiicresi,
fizyolojik ve patolojik uyaranlara yanit olarak cesitli vazoaktif faktorler salgilayarak
damar diiz kasmin tonusunu ayarlar ve normal kan akiminin devam etmesini saglar.
Saglam bir endotel, antitrombotik, antikoagulan ve fibrinolitik 6zellik gostermektedir
(Onder, 2005). Endotel hiicreleri yetiskin bir kiside yaklasik 1 kg agirligindadir ve 5500
m?’den daha fazla yiizey alanina sahiptir. Toplamda endotel hiicre sayis1 1 trilyon kadardir
(Fishman, 1982). 1980°de Furchgott ve Zawadzkzi, endotel kaynakli vazodilator bir faktor
kesfetmislerdir (Furchgott ve Zawadzki, 1980). Endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF),
olarak tanimlanan bu faktoriin daha sonralari nitrik oksit (NO) oldugu gosterilmistir
(Furchgott, 1996). Normalde endotelden vaskiiler tonusun diizenlenmesi amaci ile

gevsetici ve kasici ajanlar salgilanir. (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. Endotelden salgilanan mediyatorler

Vasodilatator Vazokonstriktor Antitrombotik Biiyiime inflamatuar
(homeostaz) modiilator / mediatorler
maddeler mediatorleri

Nitrikoksit Anjiotensin Trombomodiilin Biiyiime Adezyon molekiilleri;

(NO=EDRF), doniistiiriici  enzim promotorleri; Endotelyal Lokosit

Substance P, (ACE), PDGF, Adezyon Molekiilii

Adrenomediillin, Tromboksan A2, Basic FGF, (ELAM),

Nikotin, IGF-1, Intraseliiler Adezyon

Arasidonik asit, IL-1, Molekiilii (ICAM),

PGH2, Endotelin, Vaskiiler Hiicre

Trombin All Adezyon Molekiilleri
(VCAM)

Endotel kaynakl Endotelinler (ET-1, | Doku plazminojen | Biiyiime Antijenler;

hiperpolarizan ET-2, ET-3) aktivator (t-PA) inhibitorleri; Major

faktorler: Heparin siilfat, histokompatibilite

prostasiklin (PGI2) TGF-B, kompleks 2 (MHCII)

Bradikinin NO,

Asetilkolin Bradikinin,

Seratonin Prostasiklin

Histamin Angiotensin 11 Plazminojen aktivator
inhibitor tip T (PAI-1)




2.2. Endotel Disfonksiyonu

Endotel disfonsiyonu, NO gibi vazodilatorlerin biyoyararlaniminda azalma, endotel
bagimli vasodilatasyonda bozulma ve/veya endotel kaynakli kasici ajanlarin artmasi
sonucu olusur. Endotel disfonksiyonu, endotelyal aktivasyon ile beraber bir¢ok
prokoagiilan ve proinflamatuar degisiklikleri kapsamaktadir. Endotel disfonksiyonu
aterosklerozda, preeklempside, hipertansiyonda, diyabette, liremide ve diger hastaliklarda
tamimlanmustir (Bonetti ve ark., 2003). Endotel disfonksiyonu karmasik bir patofizyoloji
sonucunda olusmaktadir ve ¢esitli mekanizmalar aracilik etmektedir. Bu mekanizmalarin
en 6nemlisi endotelden salinan NO’in azalmasidir (Endemann ve Schiffrin, 2004). NO,
argininin amino asitinin NO sentetaz enzimi araciligiyla NO ve L17 sitrulin’e dontismesi
ile olusur. NO ii¢ farkli NOS ile sentezlenmektedir. Bunlar; noronal (nNOS), endotelyal
(eNOS) ve indiiklenebilir (iNOS)’dur. eNOS ve nNOS; bradikinin ve asetilkolin gibi
hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu arttiran ajanlar araciligiyla indiiklenir. iNOS ise
sitokinler tarafindan uyarilir, kalsiyum bagimli degildir ve yeni protein sentezi gereklidir.
NO sentezinden sorumlu enzim hiicre i¢inde kaveoline bagl, inaktif formdadir. Hiicre
icinde kalsiyum artis1 ile kalmodulin olusur, bunun sonuncunda enzim kaveolinden ayrilip
aktif hale geger (Venema ve ark., 1995). Hiicre i¢i kalsiyum artisi olmadan da NO
uretilebilir. NO fosforilasyonu sonucunda ‘“shear stress” NO diizeyini kontrol
edebilmektedir. NO serbest halde diffiize olabilen bir gazdir, damar liimeninin haricinde
onu c¢evreleyen diiz kasa ve dokularada etki edebilmektedir. NO vaskiiler diiz kas
hiicrelerine girerek guanilat siklazi aktive eder ve siklik 3’5’ guanozin monofosfat
(SGMP) seviyelerini arttirir. sSGMP, diiz kas hiicresinde SGMP bagimli protein kinazi
aktive eder, bu da potasyum kanallarinin fosforile, kalsiyum kanallarinin ise hiperpolarize
olmasin saglar. Hiicre i¢i kalsiyum miktarinin azalmasi ile diiz kas hiicresinde gevseme
meydana gelir (Venema ve ark., 1995). NO ayrica sodyum ve potasyum kanallarina direk
etki ederk aktive olmalarini saglar ve vazodilatasyona katkida bulunur (Bolotina ve ark.,
1994). N-nitro-L-arginin metal ester (L-NAME) gibi arginin analoglari NO {iiretimini
bloke edebildiklerinden, L-NAME varliginda NO etkileri ayrintili olarak
calisilabilmektedir. NO en oOnemli endotel-kaynakli gevsetici faktordiir ve
vasodilatasyonun, vaskiiler tonusun ayarlanmasinda énemli bir rolii vardir. NO ayrica,

inflamasyon ve trombosize karsi koruyucu oOzellige sahiptir. NO, endotele 16kosit



adhezyonunu inhibe eder ve platelet agregasyonunu sinirlar (Cornwell ve ark., 1994;
Gauthier ve ark., 1995).

NO diizeylerinin azalmasi ile endotel disfonksiyonun iligkili oldugu bir¢cok calismada
rapor edilmistir. Bu durum eNOS enzim aktivitesinin azalmasi sonucunda veya NO
biyolojik aktivitesindeki azalmadan kaynaklanabilir. NO ve serbest oksijen radikalleri
(ROS) etkilesimi sonucunda peroksinitrit olugmaktadir, peroksinitrit proteinlerde
nitrasyona neden olup hiicresel proteinlerin fonksiyonunu bozar ve endotel
disfonksiyonuna neden olur. Peroksinitrit, eNOS kofaktorii tetrahidrobiopterin ile
reaksiyoma girerek eNOS un aktivitesini azaltir. Oksidatif stress artigt sonucunda eNOS
enziminin rediiktaz fonksiyonu aktiflesir ve daha fazla ROS olusur. ROS, damar
duvarinda proinflamatuar siirecin baglamasina neden olur. ROS adezyonu (Vaskiiler hiicre
adezyon molekiili-1; VCAM-1 ve interseliller adezyon molekiili-1; ICAM-1) ve
kemotaktik molekiilleri (monosit kemoatraktan protein-1; MCP-1) arttirir. NO aktivitesi
inflamasyon sonucunda azalir. C-reaktif proteinin (CRP) de eNOS aktivitesini
azaltmaktadir (Endemann ve Schiffrin, 2004). CRP seviyesinin artmasi sonucunda NO’in
tiretimi baskilanir ve biyoaktivitesi azalir, bu da endotel disfonksiyona neden olabilir

(Verma ve Anderson, 2002).

Hipertansiyon, hiperkolestrolemi ve diyabet gibi kardiovaskiiler risk faktorleri endotelin
bozulmasina neden olur. Hiperkolestrolemi vaskiiler homeostazda bir¢ok degisiklige yol
acar. NO biyoaktivitesini azaltir, endotelin reaktivitesini ve superoksit liretimini arttirir
(Lerman ve ark., 1993). Hiperkolestrolemik durumda, normalde 16kosit adezyonuna
direngli endotel tabakasina kandaki 16kositlerin baglamasi kolaylasir (Libby ve ark.,
2002). Okside diisiik dansiteli lipoprotein (LDL), NO’nun hiicre i¢i konsantrasyonunu ve
endotel aktivasyonunu azaltarak biyolojik yapmin degismesine neden olmaktadir
(Cominacini ve ark., 2001). Kolesteroliin indiikledigi endotel disfonksiyonu esas olarak
LDL oksidasyonu ile ilgilidir, LDL konsantrasyonunun yiiksek olmasi esas neden degildir

(Anderson ve ark., 1996).

Hipertansiyon; vazokonstriktor maddelerde artisa veya vazodilator maddelerdeki
azalmaya bagli olarak endotel kaynakli vazoaktif faktorler arasindaki dengesizlik
sonucunda olusabilmektedir. Anjiyotensin II (Ang Il), vasokonstriiktor bir ajandir ve
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NO’in tersi bir etkiye sahiptir. Anjiyotensin Il ROS iiretimine, interlokin-6 (IL-6) ve
MCP-1 gibi proinflamatuar sitokin ekspresyonlarinin artmasina ve endotel hiicrelesinde
VCAM-1’in etkisinin artmasina neden olur (Kranzhofer ve ark., 1999; Tummala ve ark.,
1999).

Bu endotel degisiklikler damarlarda inflamasyona neden olur, bu da aterosiklerotik

lezyonlarin baglamasina ve ilerlemesindeki ilk basamaktir.

2.3. Metilglioksal

Dikarbonil aldehit olan Metilglisokal (MGO), glikoliz sonucu olusur (Phillips ve
Thornalley, 1993). MGO organizmada bulunan diger molekiiller ile reaksiyona girerek
hiicre ve dokularda fonksiyon bozukluguna neden olur. Hiicreler ana enerji kaynagi olarak
glikoz kullanirken ve glikozlarinin ¢ogunu glikojen gibi reaktif olmayan molekiillerden
saklarken, spontan ve dnlenemeyen bir sekilde Embden Meyerhof yolagindan gergeklesen
sizint1 sonucunda memeli hiicrelerinde MGO olusur. gliseraldehit 3-fosfat (G3P) ve
dihidroksiaseton fosfatin (DHAP) enzimatik olmayan pargalanmasiyla glikotrioz akisinda
yaklasik olarak % 0.1 MGO olustugu tahmin edilmektedir (Rabbani ve ark., 2016). Bu
nedenle, normoglisemik kosullar altinda glikoliz sonucunda giinde yaklasik 125 mol/kg
hiicre kiitlesi oraninda MGO olusur (Thornalley, 1988). Bu durum, hiperglisemide artan
glikoz metabolizmasi (Babaei-Jadidi ve ark., 2003), pentoz yolunda bozulma ile azalan
GA3P imhas1 veya hipokside meydana gelen artmis anaerobik glikoliz bozuklugu
(Seagroves ve ark., 2001) gibi yiiksek triosfosfat konsantrasyonlarina yol agan kosullar
altinda daha da artabilir. Keton cisimciklerinin katabolizmasindaki aseton oksidasyonu
(Beisswenger ve ark., 2005), treonin katabolizmasindaki aminoaseton oksidasyonu (Lyles
ve Chalmers, 1992), lipit peroksidasyonu ve glikolize proteinlerin ve monosakaritlerin
bozunmasi (Kalapos, 1999; Thornalley ve ark., 1999) ile de az miktarda MGO

olusmaktadir.

MGO seviyeleri, bal gibi dogal {iriinlerde ve 6zellikle islenmis yiyecek ve igeceklerde
(alkolsiiz igecekler, kahve ve siit tirtinleri gibi) son derece yiiksek bulunmustur (Nemet ve
ark., 2006; Degen ve ark., 2012). Aslinda gida maddelerindeki MGO seviyeleri, 1sitma,
uzun siireli depolama ve fermentasyon nedeniyle artmaktadir (Martins ve Van Boekel,
2003). Alkollii igeceklerde ve peynirde ise MGO, mikroorganizmalar tarafindan
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salgilandig1 i¢in artmaktadir (Nemet ve ark., 2006). Ozonlama ve klorlama gibi
islemlerden gecirilmis igme suyunda bile degisken seviyelerde MGO bulunabilir (do
Rosario ve ark., 2005). Ayrica kirli havanin eksojen bir MGO kaynag1 oldugu da dikkate
almmalidir. Ozellikle, sigara i¢ mekanlardaki hava kirliliginin ana nedenidir (Fujioka ve
Shibamoto, 2006). Bu eksojen MGO kaynaklarinin plazma MGO diizeyleri i¢in 6nemli
olup olmadigi heniiz acgikliga kavusturulmamistir. Birgok calisma, serbest MGO'nun
bagirsakta sindirim sirasinda hizla bozundugunu ve in vivo olarak MGO seviyesini
etkilemedigini bildirmektedir (Degen ve ark., 2013). Ancak, MGO katkili diyetlerle
beslenen kemirgenlerde beyin ve serumda MGO biriktigini ve MGO kaynakli AGE'lerin
en az %10unun emildigini ve daha sonra damar, kalp, karaciger, bobrek ve adipoz doku
gibi dokularda biriktigini gosteren celigkili kanitlar vardir (Cai ve ark., 2014; Maessen ve
ark., 2015).

Saglikli insanlarda MGO seviyelerinin yaklasik olarak plazmada 50-150 nM, dokularda
ise 1-4 nM oldugu tahmin edilmektedir (Rabbani ve Thornalley, 2014). MGO birikimi bu
seviyeleri astiginda, jenerasyon/maruz kalma ve MGO metabolizmas:1 arasindaki
dengesizligin bir sonucu olarak dikarbonil stres ortaya c¢ikmaktadir (Rabbani ve
Thornalley, 2015).

2.4. Metilglioksal ve Endotel Disfonksiyonu

Son yillarda, MGO’nun vaskiiler disfonksiyonda ana sebep oldugunu 6ne siiren ¢ok sayida
calisgma yayinlanmigtir (Shamsaldeen ve ark., 2016). Endotel disfonksiyonu,
kardiyovaskiiler hastalik gelisimindeki en 6nemli faktorlerden biridir. Son zamanlarda
yapilan derlemelerde, zararli ajanlarin endotel disfonksiyonunu nasil indiikledigi ve
endoplazmik retikulum stres yanitini nasil arttirdigi ortaya konmaktadir (Cimellaro ve
ark., 2016). Vaskiiler endotel, vaskiiler homeostaz1 diizenleyen otokrin ve parakrin organ

olarak hareket eder (Szmitko ve ark., 2003).

Bu denge bozuldugunda, 16kosit yapigsmasi, trombosit aktivasyonu, mitogenezis, pro
oksidasyon, trombozis ve pihtilasma bozukluklari, vaskiiler inflamasyon ve ateroskleroz
ile birlikte vazokonstriksiyon meydana gelebilir. Endotel tarafindan iiretilen biyoaktif
molekiiller arasinda NO’in vaskiiler homeostazin korunmasinda énemli bir rolii vardir.
NO, Ang Il ve Endotelin-1 (ET-1) gibi giiclii kontraktil faktorlerinin etkisini engelleyip,
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bazal ve indiiklenmis vaskiiler diiz kas gevsemesini koruyarak damar tonusunu kontrol
eder. Ek olarak, NO trombosit aktivasyonunu ve 16kosit adhezyonunu, ayrica VCAM ve
MCP-1'in sitokin ile indiiklenmis ekspresyonunu inhibe eder, bu da antienflamatuar etkiyi

uyarir (Verma ve Anderson, 2002).

MGO, agirlikli olarak proteinler iizerindeki arginin kalintilar1 ile reaksiyona girer, in vivo
en yaygin MGO tiirevi AGE modifikasyonu olan metilglikoksal hidroimidazolon (MG-
H1), hedef proteinlerin yapisal olarak degismesine, inaktivasyonuna ve bozulmasina
neden olur (Schalkwijk, 2015). Bu nedenle, artan MGO seviyeleri, organizmanin farkli
bolgelerinde ve farkli yolaklarla endotel fonksiyonunu bozar. Bir¢ok ¢alisma, oksidatif
stresin aracilik ettigi MGO kaynakli endotel bagimli gevsemede bozulma oldugunu
gostermistir. Aslinda, siganlarin aort dokusunda asetilkolin kaynakli dilatasyon, yiiksek
glukoz ve MGO nedeniyle bozulmaktadir. Bu etki, MGO siipiiriiciileri aminoguanidin
(AG) ve N-asetil-sistein (NAC) (A. Dhar ve ark., 2010), NADPH oksidazin inhibisyonu
(Mukohda ve ark., 2013) araciligiyla hafifletilir ve Glo1 asir1 ekspresyonu ile onlenir
(Brouwers ve ark., 2010). Fare korpus kavernoza'da polifenol gibi anti-oksidanlar
koruyucu etkisinin, MGO bagimli NO salinimindaki bozulmay: engelleyip ve endotel
kaynakli gevsemeyi arttirarak ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Boydens ve ark., 2016).
MGO'™un apoptotik siireci ilerleten ROS’u arttirdig1 ve sitoprotektif protein tioredoksinin
transkripsiyonunu azalttig1 ileri stiriilmiistiir (Oba ve ark., 2012). Ayrica mevcut kanitlar
fizyolojik anjiyojenezin  MGO tarafindan, RAGE aracili ve otofaji kaynakli vaskiiler
endotel biiylime faktorii reseptorii 2 (VEGFR2) yikimi ile bozuldugunu gostermektedir
(Liu ve ark., 2012).

Goto-Kakizaki diyabetik siganlarla yapilan bir ¢alismada MGO uygulamasi, oksidatif
stres, AGE olusumu, NO biyoyararlaniminda azalma ve enflamasyonda artiga ek olarak
endotel disfonksiyonuna da neden olmustur (Sena ve ark., 2012). Arter ¢eperinde MGO
birikiminin, spontan hipertansif siganlarda vaskiiler kasilma fonksiyon bozukluguna
neden oldugu (Mukohda ve ark., 2012), MGO tedavisinin RAGE ile NFkB'yi aktive
ettigini, boylece Sprague-Dawley sicanlarinda renin-anjiyotensin seviyelerini ve kan

basincini arttirdigin1  gostermistir (1. Dhar ve ark., 2014). Bu bulgular, MGO'nun



ateroskleroz patogenezinde ve makrovaskiiler diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde

bir faktor olduguna kanit niteligindedir.

MGO’nun zararli etkisinin ana hedefi, endotel bagimli NO saliniminda ve bunun
sonucunda gergeklesen diiz kas gevsemesinde etkili olan endotel nitrik oksit sentaz
(eNOS) enzimidir. Gergekten de, sigan izole mezenterik arter (Mukohda ve ark., 2013) ve
torasik aort halkalarinin (Turkseven ve ark., 2014) uzun siireli MGO maruziyeti
sonrasinda eNOS protein seviyeleri ve aktif fosforile edilmis formu (serin 1177)

azalmstir.

MGO ve MGO kaynakli AGE'lerin makrovaskiiler fonksiyonun yani sira, mikrovaskiiler
fonksiyon iizerinde de zararli etkileri vardir, nefropati ve ndropati baslangicinda rol
oynarlar. MGO birikimi sonucu, diyabetik Goto-Kakizaki sicanlarda bobrek hastaligi
belirtegleri gézlenmistir (Rodrigues ve ark., 2014). MGO, beyin endotel hiicrelerinin
biitiinliigiini azaltip gegirgenligini artirarak kan-beyin bariyeri hasarina neden olur (Toth
ve ark., 2014). Beyin mikrovaskiiler endotel hiicresi (BMEC) gegirgenliginde artmalara
ve islevsiz siki baglant1 bolgeleri gibi anormalliklerin ortaya ¢ikmasina neden olan bir
mekanizma olarak okludin-MGO olusumu gosterilmektedir (W. Li ve ark., 2015).
BMEC'ler beyin damar onarimi ve bakimi i¢in ¢ok 6nemlidir. Hem in vitro (Fang ve ark.,
2015; W. Li ve ark., 2016) hem de in vivo (Alomar ve ark., 2016) beyin iskemisi
modellerinden elde edilen son kanitlar, MGO'nun BMEC hasarini indiikledigini ve

diyabetik si¢anlarda iskemi-reperflizyon hasarini arttirdigini géstermektedir.

Bu bulgulara dayanarak, vaskiiler fonksiyonlarin korunmasinda MGO birikiminin veya

zararl etkilerinin etkili bir sekilde azaltilmasinin ¢ok 6nemli oldugu anlagilmaktadir.

2.5. Melatonin

Melatonin veya N-asetil-5-metoksitriptamin, insanda sirkadiyen ritmi diizenleyen ve
diistik 1518a yanit olarak epifiz bezi tarafindan salgilanan dogal bir hormondur ve yaklasik
yarim yiizyil 6nce kesfedilmistir. Su anda insan viicudunun biyolojik saati olan birincil
roliinlin yan1 sira, bir¢ok fizyolojik fonksiyonda yer alan 6nemli bir ndrohormon olarak
kabul edilmektedir (Pandi-Perumal ve ark., 2006). Diisik 1sik kosullarinda,

suprakiasmatik niikleusta baslayan ve epifiz bezinde sona eren melatonin iiretimi ve
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sekresyonunun artmasimna neden olan bir aktivasyon kaskadi vardir (Moore, 1996).

Melatonin iiretimine ve salgilanmasina aracilik eden ndronal yol asagidaki gibidir:
1. Isik, retinay1 uyararak suprakiasmatik ¢ekirdekleri (SCN) aktive eder

2. SCN'nin aktivasyonu paraventrikiiler ¢cekirdegi (PVN) inhibe eder

3. PVN, omuriligin T1-T3 segmentlerindeki sempatik (IML) ¢ekirdege yansir

4. IML, melatonin iiretimini ve salgilanmasini arttirmak i¢in epifiz bezine yansiyan

sliperiyor servikal gangliyonlara projeksiyon yapar (Sekil 2.1.).

—— [Faor
—
A — _—
v |
/ N 2
ISIK (= (S8
-

SCN - suprakiasmatik ¢ekirdek
PVN - paraventrikiiler ¢ekirdek
IML- intermediolateral hiicre
kolonu

SCG- superior servikal ganglion
PG - pineal bez

Sekil 2.1. Melatonin tiretimi ve salgilanmasina aracilik eden néranal yolak

Isik, SCN'nin aracilik ettii sempato-uyarma ve vagal supresyon yanitlarinin olugsmasina
neden olur (Mutoh ve ark., 2003). Isik varliginda, PVN, SCN tarafindan inhibe edilir,
bdylece sinyal kaskadinin geri kalan1 da inhibe olur. Buna karsilik, diisiik 151k varliginda,
noronal aktivasyon yolunun geri kalaninin devam etmesi i¢in PVN'nin disinhibisyonu

gerceklesir (Moore, 1996) . Melatonin, epifiz bezi tarafindan tiretilir ve salgilanir.

Kanitlar melatoninin sergiledigi olaganiistii etki cesitliligini (pleiotropik etkiler) ortaya
koymaktadir. Bu bilgilerden dolay1 glinlimiizde bir¢ok arastirmaci tarafindan pleiotropik

bir molekiil olarak kabul edilmektedir (Hardeland, 2009; Hardeland ve ark., 2011).

10



“Pleiotropi” Yunanca kokenli bir kelimedir; “pleion” daha fazla, “tropy” ise tepki veya
uyaran anlamina gelmektedir. Pleiotropik etki, ilacin birincil etki mekanizmasiyla iligkili
veya iliskisiz olabilen farkli mekanizmalar yoluyla ilaca benzer ¢oklu fizyolojik etkiler
vermesidir. Melatoninin biitiinleyici bir rol oynadigi ve karmasik sinyalizasyon siire¢lerini
diizenledigi bilinmektedir ve bu nedenle ¢ok sayida fizyolojik fonksiyonda rol oynar
(Hardeland ve ark., 2011). Diisiik melatonin iiretimi veya melatonin reseptor ekspresyonu
ve yaglanma sirasinda ortaya ¢ikan diisiik melatonin seviyeleri, gastrointestinal
bozukluklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, metabolik hastaliklar (6rn. Obezite, diabetes
mellitus, hiperlipidemi), kemik dongiisii bozukluklar1 (Dominguez-Rodriguez ve ark.,
2012; Sharma ve ark., 2015), kanserler (Hanikoglu ve ark., 2018), inflamatuar ve
bagisiklik bozukluklar1 (Radogna ve ark., 2010), yaslanma ve Alzheimer hastaligi,
Parkinson hastalig1, otizm, dikkat eksikligi hiperaktivite bozukluklar1 gibi ndrodejeneratif
bozukluklar ve anksiyete, depresyon, sizofreni, epilepsi, uyku bozukluklari, diger ¢esitli
psikiyatrik ve norolojik bozukluklar gibi sinir sistemi hastaliklart (Mahmood ve ark.,
2016) ile iliskilendirilmistir. Melatonin su anda pediatride uykusuzlukla beraber, dikkat
eksikligi hiperaktivite bozuklugu, atesli nobetler ve epilepsi gibi norogelisimsel
bozuklugu olan ¢ocuklarda ve pediatrik anestezide kullanilmak iizere arastirilmaktadir
(Sanchez-Barcelo ve ark., 2011). Melatonin, giindiiz/gece dongiisiinii ve
hipotalamik/hipofiz eksenlerini kontrol etmenin yam1 sira; vazomotor etkiler,
immiinomodiilasyon, antilipid etkiler, endokrin fonksiyonlarin modiilasyonu, dogrudan
ve dolayl1 antiapoptotik etkiler, nitrik oksit sinyalizasyonuyla etkilesim, iyon kanallar1 ve
norotransmitter sistemleri araciligiyla diger anti-uyarict etkileri ve en belirgin sekilde
mitokondriyal elektron akisinin modiilasyonu dahil olmak iizere redoks metabolizmasi ile

ilgili genlerin ekspresyonunu igeren antioksidan aktiviteleri kontrol eder.

Melatoninin, gastrointestinal sistem (GIS), epitelyal kil folikiilleri, cilt, retina, tiikiiriik
bezleri, trombositler, lenfositler gibi ekstrapineal iiretim alanlarina sahip oldugu
bildirilmistir (Izykowska ve ark., 2009). Melatonerjik reseptorlerin viicutta yaygin
ekspresyonu; pinealositoz olmayan bdlgelerde sentez, biyoaktif metabolitlerin olusumu,
sirkadiyen dinamige az veya neredeyse hi¢ katilim1 olmayan belirli dokularda melatonin
reseptOrlerinin varliglr ve melatoninin gézlemlenen endo, para, oto ve intrakrin etkileri

(Tan ve ark., 2003) pleiotropik etkisini vurgulamaktadir (Hardeland, 2008).
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Melatonin esas olarak dort farkli mekanizma aracilifiyla pleiotropik etkilerini
gostermektedir: membran reseptdrlerine baglanma; niikleer reseptorler; hiicre igi

proteinler ve reseptorden bagimsiz radikal siipiirme fonksiyonu (Sekil 2.2) (Vanecek,
1998).

Melatonin lipofilik yapistyla biyolojik zarlara niifuz edip hiicre ve ¢ekirdege serbestce
girer. Melatonin, niikleer reseptor sliper familyasinin yetim {iyesi olan transkripsiyon

faktorii RZR/ROR araciliiyla niikleer sinyalizasyon gergeklestirir.

Melatonin kalmodulin gibi hiicre i¢i proteinlere baglanarak hiicresel fonksiyonlari
etkilemektedir. Kalmodulin, kalsiyum iyonlarin1 baglayan ve aktif bir kompleks
olusturan, kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz II gibi protein fosforilasyonundan
sorumlu gesitli enzimleri uyaran endoplazmik retikulum igindeki 6nemli bir kalsiyum
baglayic1 proteindir. Ayrica melatoninin, plazma membraninda yer alan kalsiyum
pompalar1 (kalsiyum adenosin trifosfataz) olarakta adlandirilan iyon tasiyicilarinin
islevini degistirir, bu da melatoninin dolayli olarak tiim hiicresel kalsiyum ve fosfat

iyonlarinin metabolizmasini etkiledigini gostermektedir (Vanecek, 1998).

Melatoninin Pleiotropik Mekanizmast

' ! ] |

B/Ie};]brén Relsept§1'|el‘i.lle Niikleer reseptér(retinoid intraseh"ll;r Protei{llel'e Ba@lan'u': o .
agang {mciatonn orphan reseptorler): kalmodulin(Ca-baglayct protein) Autioksidan Etkiler
reseptorleri, M1 veM2) ROR/RZR ve kalretikulin

Mitokondriyal Baglanma Yerleri

| ! |

" LIMAPK K- vt Og eSirkadiyen ritim l . AMK
e PLc:IP3 ve DAG—Ca*  regiilasyonu e Protein fosforilasyonunu ¢ {\FMK . .
« Hiicrelerin poliferasyonu etkiler: Kalsiyum/kalmodulin * Kinurenik Asit
ve farklilagsmasi bagimh protein kinaz Il [CaM-PK]
immiin sisteme etkiler e iyon transportlari iizerine
«5-lipoksijenaz inhibisyonu: etkiler: kalsiyum pompalari;
LT'lerin blokaji indirekt olarak butiin kalsiyum
inflamatuvar ve alerjik ve fosfor metabolizmasini etkiler
streglerle iliskilidir * Mitokondriyal gegirgenligi

saglayan porlarin inhibisyonu:
Apoptozun ¢nlenmesi

Sekil 2.2. Melatoninin pleiotropik etkisi
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Melatoninin en ¢ok arastirilan etki mekanizmasi, miikemmel olarak adlandirilan serbest
radikal temizleme 6zelligidir. Son yillarda serbest radikaller ve oksidatif stres, yaglanma,
kanser, ateroskleroz, norodejeneratif bozukluklar, diyabet, inflamatuar hastaliklar gibi
bircok hastaligin patofizyolojisi ile iliskilendirilmistir. Melatonin ve metabolitlerinin
serbest radikal siipiirme ve antioksidan aktiviteleri vardir (Hardeland, 2005). Melatoninin
antioksidan Ozellikleri, dogrudan serbest radikal siipiirme, antioksidatif enzimlerin
uyarilmasi, mitokondriyal oksidatif fosforilasyon o&zelliklerinin arttirilmasi, elektron
kagaginin azaltilmas1 (bOylece serbest radikal {tretiminin azaltilmasi) ve diger

antioksidanlarin etkinliginin giiclendirilmesi gibi etkilerinden kaynaklanmaktadir.

Ayrica melatonin dolayli olarak Cu, Zn-siiperoksit dismutaz, katalaz ve sitosolik
glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimleri aktive eder ve reaktif oksijen ve azot
tiirlerini dogrudan deaktive eder. Onemli bir antioksidan, bir serbest radikal temizleyici
ve detoksifiye edici ajan olan glutatyon sentezini indiikler, ayrica mitokondriyal solunum
zinciri kompleksindeki elektron taginmasini diizenler ve son zamanlarda mitofajiyi
(otofaji sonucu mitokondride se¢ici bozunma) indiikledigi ve mitokondri homeostazisini
gelistirdigi bulunmustur (Tan ve ark., 2016). Boylece, melatonin, in vivo antioksidan
ozellikleri ile melatonin-bagimli bir antioksidan sistem olusturabilir ve C ve E vitamininin
antioksidan etkilerine esit veya daha giiclii antioksidan etki gosterebilir (Tengattini ve
ark., 2008).

Melatoninin glikoz metabolizmasinda roliiniin olabilecegini diisiindiiren kanitlar vardir.
Melatonin alan diyabet egilimli siganlar kontrolle karsilastirildiginda, diyabetin
baslangicina gore hayvanlarin kolesterol ve trigliserit seviyelerinde goriilen iyilesmeler
melatoninin koruyucu etkisini gostermektedir (Prunet-Marcassus ve ark., 2003; Puchalski
ve ark., 2003; Sartori ve ark., 2009). Birka¢ ¢aligmada, tip B melatonin reseptoriindeki
(MTNRI1B) tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) daha yiiksek aglik glikoz seviyeleri,
daha yiiksek hemoglobin Alc (HbAlc) ve gestasyonel ve tip 2 diyabet insidansinda artma
ile iliskilendirilmistir (Bouatia-Naji ve ark., 2009). Melatonin resept6riiniin islev kaybina
neden olan bu SNP'ler, yiiksek tip 2 diyabet insidansiyla iliskilidir (Bonnefond ve ark.,
2012). Endojen melatoninin insanlarda glikoz metabolizmas:1 {izerindeki etkisi

bilinmemekle birlikte, hayvan verileri ve insan genetik calismalar1 diisiik melatonin
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salgilanmasinin veya azaltilmig melatonin sinyalizasyonunun insiilin duyarliligini

bozabilecegini ve tip 2 diyabete yol agabilecegini diisiindiirmektedir.

Deneysel ¢alismalar melatoninin glukoz metabolizmasi iizerinde yararl etkileri oldugunu
gostermektedir. Oral melatonin tiikketimi, diyabet egilimli siganlar, yiliksek kalorili diyette
hiperlipidemi, hiperglisemi ve hiperleptinemi gelismesine karst korur (Prunet-Marcassus
ve ark., 2003), insiilin direngli farelere melatonin uygulanmasi insiilin direncini tersine
cevirir ve glukoz metabolizmasini diizeltir (Cuesta ve ark., 2013). Insan pankreatik adacik
hiicreleri ile yapilan in vitro ¢alismalarda, melatonine uzun siire maruz kalan adacik
hiicrelerinde glukoz duyarliliginin arttig1 gézlenmistir (Kemp ve ark., 2002; Ramracheya
ve ark., 2008). Melatonin maruziyeti, invitro adacik hiicrelerinin PI3K/AKT ve
MEK/ERK sagkalim ve biiylime yollarini aktive eder, bu da pinealektomi sonrasi
sicanlarda gozlenen diisiik pankreatik adacik yogunlugunu agiklamaktadir (Picinato ve
ark., 2008).

Melatoninin diyabet ilerleyisindeki koruyucu etkisi, insanlarda yapilan kesitsel
calismalarla da desteklenmektedir. Peschke ve ark., 6 diyabetik ve 5 kontrol hastasinin
noktlirnal plazma melatonin diizeylerini karsilastirmis ve diyabetik hastalarin nokturnal
melatonin diizeylerinin anlamli olarak daha diisiik oldugunu bulmuslardir (Peschke ve
ark., 2006). Benzer sekilde, Hikichi ve ark., 56 kiside yaptig1 calismada, nokturnal plazma
melatoninin, proliferatif diyabetik retinopatisi (N = 14) olan kisilerde saglikli deneklere
(N'=26) (10.9 pg/ml'ye karsilik 37.5 pg/ml, p <0.01) oranla diisiik oldugunu bulmuslardir,
ancak proliferatif retinopatisi olmayan diyabetliler (N = 16) ve saglikhh kisiler (31.1
pg/ml'ye kars1 37.5 pg/ml) karsilastirildiginda anlamli bir farklilik bulunmamistir (Hikichi
ve ark., 2011). Bu nedenle arastirmacilar, melatonin ve diyabet arasindaki iligskiye
muhtemelen iglevsiz retina 151k algist ve bunun sonucunda azalan melatonin
sekresyonunun aracilik ettigini ileri stirmiislerdir. Metabolik sendromlu 21 hastanin ve 19
sagliklt kontroliin yer aldigi bir arastirmada, nokturnal plazma melatonin ve insiilin
diizeyleri metabolik sendromlu hastalar arasinda pozitif korelasyon gosterdigi (r = 0.64),

ancak kontroller arasinda korelasyon olmadigi bulunmustur (Robeva ve ark., 2006, 2008).

Diisiik melatonin sekresyonu ve artan insiilin direnci arasindaki iligki gdz Oniine
alindiginda, insiilin direncinin melatonin sekresyonu ve tip 2 diyabet arasindaki
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nedensellikte bir ara basamak olmasi miimkiindiir. Ilginctir ki, insiilin duyarliliginin

lyilestirilmesi, melatonin sekresyonu ile diyabet arasindaki iliskiyi degistirmemistir.

2.6. Melatonin Reseptorleri

Insanlarda ii¢ tip melatonin reseptdrii (MT) tanimlanmistir: MT1 ve MT2, G protein
kenetli transmembran reseptorleri (Dubocovich, 1995; Dubocovich ve Markowska, 2005),
MT3, kinon rediiktaz ailesine aittir (Witt-Enderby ve ark., 2003). Melatonin reseptorleri,
GIS, kalp, arterler, karaciger, bobrekler, prostat bezi, uterus, cilt ve gozler dahil olmak
tizere neredeyse tiim periferik organlarda bulunur. Ayrica merkezi sinir sisteminin (MSS)
cesitli bolgelerinde de bulunmaktadir. insanlarda, sadece MT1 ve MT2 reseptorlerinin
kardiyovaskiiler regiilasyonda fonksiyonel bir rolii oldugu tespit edilmistir. MT1 ve MT2

reseptorleri yapisal ve islevsel olarak birbirinden farklidir.

Yapisal olarak MT1 ve MT2 reseptorleri sirastyla 350 ve 362 amino asit uzunlugundadir
(Dubocovich ve Markowska, 2005). Reseptor baglanmasini takiben, melatonin hiicre igi
sinyalizasyonuna adenilat siklaz, fosfolipaz C, guanilat siklaz ve kalsiyum kanallarinin
diizenleyici aktiviteleri aracilik eder (Pandi-Perumal ve ark., 2008). Melatonin, membran
reseptorlerine baglanarak ve siklik adenosin monofosfat (sAMP), sGMP, inositol
trisfosfat (IP3), diagilgliserol (DAG), arasidonik asit veya hiicrei¢i kalsiyum iyon (Ca*?)
konsantrasyonunu igeren bir dizi ikincil habercilerler ile hiicresel sinyalizasyona aracilik
eder (Vanecek, 1998). MT1 ve MT?2 reseptorleri, adenilat siklazin Gi-kenetli inhibisyonu
ile iligkilidir, bu da sAMP {iretimini inhibe eder (Dubocovich, 1995). Melatonin
reseptOriinlin  aktivasyonu, protein kinazlarinin aktivitelerini modiile eden sAMP
seviyelerinin azalmasina, mitojenle aktive olan protein kinazlarin diizenlenmesine, sGMP
seviyelerinde azalmaya ve potasyum ve kalsiyum iyon kanal fonksiyonlarinin
modiilasyonuna neden olur (Vanecek, 1998). Ayrica melatonin reseptorleri, fosfatidil
inositol 4,5-bisfosfatin hidrolizi sonucunda IP3 ve DAG olusturan fosfolipaz C (PLC) 'yi
aktive eder. IP3, endoplazmik retikulum tizerinde IP3 reseptdrii ile baglanir ve depolanan
Ca*2 salinir, bu da hiicre i¢i Ca* iyon konsantrasyonunun artmasina neden olur (Vanecek,

1998).

Ek olarak, Gg-kenetli aktivasyonu ile gerceklesen reseptor baglanmasi fosfolipaz C’yi
aktive eder ve hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artar (MacKenzie ve ark., 2002;
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Slominski ve ark., 2012). MT1 reseptorlerinin aksine, MT2 reseptér baglanmasi ayni

zamanda guanilil siklaz ve sonucunda da sGMP iiretimini diizenler (Petit ve ark., 1999).

Melatonin sirkadiyen ritmik ve mevsimsel dongiide kilit bir rol oynamaktadir. Bu nedenle,
melatonin reseptorlerinin  merkezi sinir sisteminde yiiksek yogunlukta bulunur, ayrica
hipofiz, hipotalamus, suprakiasmatik c¢ekirdek, paraventrikiiler c¢ekirdek ve sigan
(Vanecek ve ark., 1987), hamster (Vanecek ve Jansky, 1989), primat (Stankov ve ark.,
1993) ve insan (Reppert ve ark., 1988) hipokampusunda da bulunmas: sasirtic1 degildir.
Melatonin reseptorleri sinir sistemindeki yaygin dagilimina benzer oranda, merkezi ve
periferal vaskiilatiirde de bulunur. Siganlarin (Capsoni ve ark., 1994) ve primatlarin
(Stankov ve ark., 1993) vertebral arterlerinde ve Willis gemberinde fonksiyonel melatonin
reseptorleri tanimlanmistir. Bu arada, si¢anlarin kaudal arterinde (Masana ve ark., 2002),
civcivlerin (Pang ve ark., 2002) koroner arterlerinde ve primatlarda (Stankov ve ark.,
1993) i¢ karotidlerde periferik reseptorler tanimlanmistir. Insan kardiyovaskiiler
sisteminde melatonin reseptorleri, serebral arterler, koroner arterler, aort, kardiyak
ventrikiiler duvar ve sistemik arterlerde bulunur (Ekmekcioglu ve ark., 2001,
Ekmekcioglu ve ark., 2003). Insan kardiyovaskiiler sistem igindeki reseptorlerin yaygin
dagilim1 g6z oniine alindiginda, melatoninin ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklarda belirteg

olmasi sasirtict degildir.

2.7. Melatonin ve Antioksidan Etki

Oksidatif stres bir¢ok patofizyolojik duruma neden olmaktadir ve hipertansiyon ile siki
bir sekilde iligskilendirilmektedir. ROS ve reaktif azot tiirleri (RNS) DNA hasarina neden
olur, hiicre fonksiyonu ve biitlinliigii izerine zararh etkileri vardir. Antioksidan savunma
sistemleri, oksidatif stres ve serbest radikal aracili ortaya ¢ikan bu hasari sinirlamaya
yardimct olmaktadir. Melatonin, epifiz bezi tarafindan tiretilen gii¢lii bir antioksidandir.
Melatonin ve metabolitleri giiglii antioksidan/antienflamatuar 6zelliklere sahip olmasinin
yani sira enflamasyon ve oksidatif stres ile iligkili ¢esitli bozukluklarda oldukca etkili
oldugu kanitlanmistir (Mayo ve ark., 2005). Melatonin, hidroksil radikalleri, hidrojen
peroksit, tekli oksijen ve hipoklordz asit dahil olmak iizere bir¢cok oksijen kokenli reaktif
ajan1 temizler. Melatonin peroksinitrit anyon ve/veya peroksinitdz asit ile reaksiyona

girerek onlar1 detoksifiye edebilir (Reiter ve ark., 2003). Melatonin amfifilik bir yapida
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olmasmin avantaji ile antioksidan etkisini hem lipid hem de akdz ortamlarda

gosterebilmektedir (Reiter ve ark., 2004).

Ayrica, katalaz (KAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH) gibi
enzimler, serbest radikallerin olusumunu sinirlamaya ve olusanlar1 nétralize etmeye
yardimci olur. Melatonin uygulamasi, antioksidan rezervlerinin azaldigi gosterilen
hipertansif modellerde (Anwar ve ark., 2001) ve klinikteki hipertansif popiilasyonlarda
(Masri ve ark., 2008) GSH, KAT ve SOD seviyelerini 6nemli 6l¢tide arttirmistir (Anwar
ve ark., 2001; Kozirog ve ark., 2011). Ayrica, melatonin uygulamasindan sonra
antioksidatif savunma sistemlerindeki  gelismeler, diisiik kan basinci ve
fenilefrin/noradrenalin gibi ¢esitli kasilma ajanlarinin olusturdugu kasilma yanitinin

inhibisyonu ile iliskilendirilmistir (Anwar ve ark., 2001).

Ahmadiasl ve arkadaslari, melatoninin, lipit peroksidasyon siirecinin gostergesi olan
malondialdehit (MDA) iiretiminde, lipit peroksidasyonunda ve hiicresel hasarda azalmaya
neden oldugunu bulmuslardir (Ahmadiasl ve ark., 2014). Melatoninin bu koruyucu etkisi
cok reaktif ONOO- ve OH'nin atilmasi ile gergeklesmis olabilir (Reiter ve ark., 1996).

2.8. Melatoninin Farkli Organ ve Hastahk Modellerinde NO/NOS Uzerindeki
Etkileri

NO, hiicre i¢inde NOS tarafindan L-arginin kullanilarak sentezlenir (Nathan ve Xie,
1994). Artan kanitlar melatonin uygulamasinin, NOS gen ekspresyonunu ve NO {iretimini

diizenleyebilecegini gostermektedir.

2.8.1. Damarlar

Endotel hiicreleri, NO'nun salinimu ile vaskiiler aktiviteyi diizenler, bu etki ¢oziinebilir
guanilat siklaz (sGC) aktivesi sonucu gevsetici etkiye sahip sGMP iiretilmesi ile
gerceklesmektedir (Faraci ve Heistad, 1998). eNOS esas olarak endotelyal hiicrelerde
eksprese edilir. Endoteldeki NO yolunun uyarilmasi, melatonin tarafindan ydiritiilen
bolgesel ve/veya sistemik hemodinamik degisikliklere katkida bulunur (Sigmon ve ark.,
1995; Y. S. Chen ve ark., 2007). Ornegin melatonin, alkol kaynakli bébrek hasarinda
eNOS ekspresyon paternini ve NO iiretimini arttirir (Sonmez ve ark., 2012). Melatoninin

endotel vaskiiler fonksiyon iizerindeki koruyucu etkisi, yiiksek yagl diyetle beslenen
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insiiline direngli fare aortunda (Sartori ve ark., 2009), kronik hipoksik sigan akcigerinde
(Hung ve ark., 2017), kardiyak mikrovaskiiler sistemde (Zhou ve ark., 2017) ve
iskemi/reperfliizyonu (I/R) sonrasi karacigerde (S. W. Park ve ark., 2007) kanitlanmustir.
Ek olarak, melatonin, kronik intermitant hipoksili siganlarda (Hung ve ark., 2013), yash
farelerde (Rodella ve ark., 2013) ve vaskiiler endotelyal kiiltiirlerinde (Nakao ve ark.,
2013) NO seviyesini ve eNOS ekspresyonunu diizeltip, endotel disfonksiyonunu o6nler.
Melatonin, iskemik beyin hasarinda NOS ekspresyonunu diizenler ve eNOS'un hasara
bagli azalmasmi onler (Koh, 2008). Calismalar, melatoninin, endotelyal hiicrelerde
eNOS'un upregiilasyonu araciligiyla koruyucu etkilerini gdsterdigine dair kanitlar

sunmaktadir.

Yukaridaki sonuglarin aksine, melatoninin endotelyal hiicrelerde NO/eNOS'u inhibe
ettigini gdsteren calismalar da vardir. Ornegin melatonin, sigir serebral arterlerinde
hidrojen peroksit kaynakli eNOS ekspresyonunu baskilar (Chucharoen ve ark., 2007).
Ayrica melatonin, mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerde bradikininin indiikledigi NO

tiretimini azaltir (Tamura ve ark., 2006; Silva ve ark., 2007).

2.8.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, ROS iiretimi ve antioksidanlar adi verilen koruyucu mekanizmalarla
ortadan kaldirilmas1 arasindaki dengesizlik olarak tanimlanabilir. Prooksidan /
antioksidan homeostazdaki dengesizlik, hiicrenin tiim bilesenlerine zarar verebilir (Reiter,
1991). Oksidatif stresin, bir¢ok hastaligin patogenezinde 6nemli bir rolii vardir. NO,
ROS'un 6nemli bir bileseni olan peroksinitrit (ONOO-) olusturmak i¢in siiperoksit anyon
radikalini (O: (- *)) baglayabilir. Nitroksidatif stres birgok patojenik siirecte yer alir.
Melatonin gii¢lii bir antioksidan olarak kabul edilir ve NO yolagint modiile ederek

oksidatif stresi azaltabilir.

NO'nun biiytik kismi, genellikle immiinolojik veya enflamatuar stimulanlarla uyarilmasi
sonucunda iNOS tarafindan sentezlenir. Cok sayida kanit melatoninin, in vitro olarak
sadece noronlarda (Ananth ve ark., 2003), glial hiicreler (Feng ve Zhang, 2004; Tocharus
ve ark., 2008) ve makrofajlarda (Kang ve ark., 2013) degil, ayni1 zamanda I/R veya bobrek
(Kurcer ve ark., 2007; Ersoz ve ark., 2009), beyin (Koh, 2008; Nair ve ark., 2011; Blanco
ve ark., 2017) ve kalbin hipoksik hasar1 (Dwaich ve ark., 2016), sepsis (Escames ve ark.,
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2006; Ortiz ve ark., 2014), karaciger (Taysi ve ark., 2003; Jung ve ark., 2009) ve periferik
sinir (Chang ve ark., 2000) hasar1 dahil farkli hastalik modellerinde NO iiretimini ve/veya

iINOS ekspresyonunu azalttigini géstermektedir.

Biitiin olarak ele alindiginda, sonuglar melatoninin indiiklenebilir NO tiretimini inhibe

ettigini ve antioksidan etkiler sergiledigini gostermektedir (Karadayian ve ark., 2014).

2.8.3. Enflamasyon

INOS ve NO, enflamatuar siirecte 6nemli bir faktor olarak kabul edilen ¢esitli hiicrelerde
indiiklenebilir (Lo Faro ve ark., 2014). Kanitlar melatoninin NO regiilasyonu araciligiyla
antienflamatuar etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Ornegin, melatoninin, karagenan
(Bilici ve ark., 2002) ve zimosan ile aktiflestirilmis plazma ile indiiklenen lokal
inflamasyon (Costantino ve ark., 1998), pankreatik sivi kaynakli akciger iltihab1 (C. F.
Chen ve ark., 2011), yasa bagli inflamasyon (Rodriguez ve ark., 2007) ve yaralarin akut
inflamatuar fazinda (Pugazhenthi ve ark., 2008) iNOS ekspresyonu / aktivitesini inhibe
edip NO {iretimini azaltarak antienflamatuar etki gosterdigi diisiiniilmektedir. LPS, bir¢ok
giiclii immiin yanit ortaya koyabilir ve NO dahil bir¢ok mediyatorii iiretebilir. Melatonin,
mikrogliyal hiicrelerde (E. Park ve Chun, 2017) makrofajda (S. Zhang ve ark., 2004; Deng
ve ark., 2006), endotel hiicrelerinde (Tamura ve ark., 2009) ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde (Shi ve ark., 2012) LPS'nin neden oldugu NO/iNOS artigin1 6nler. Ayrica
melatonin, primer sigan beyin mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerinde (Jumnongprakhon
ve ark., 2016), noroblastom hiicrelerinde (Valero ve ark., 2006) ve glial hiicrelerde (Vilar
ve ark., 2014) antienflamatuar etki gosterir. Anti-enflamatuar etkiler, iINOS ve NO

tiretiminin inhibisyonundan kaynaklanmaktadir.

2.9. Melatonin Aracili NO Diizenleyici Mekanizmalar

2.9.1. Serbest Radikal Siipiirme

Kanitlar, melatoninin genis spektrumlu bir antioksidan olarak c¢ok etkili oldugunu

gostermektedir. Melatonin, yliksek derecede toksik NO ve ONOO- iyonunu dogrudan

temizlemektedir (Tan ve ark., 2002). Yapi-aktivite iligkisi analizlerine dayanilarak,

melatonin molekiiliiniin indol kismi, yliksek rezonans stabilitesi ve serbest radikal

reaksiyonlara kars1 ¢cok diislik aktivasyon enerji bariyeri nedeniyle oksidanlarla etkilesen

reaktif merkezdir (Tan ve ark., 2002). Melatoninin NO siipiiriicii etkisi, in vitro insan
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umblikal arterlerinin endotelinde (Wakatsuki ve ark., 2001) kanitlanmistir; in vivo
olarakta lokal inflamasyon modelinde onaylanmistir (Cuzzocrea ve ark., 1997).

Melatoninin serbest radikal siipiiriicii etkisi, en 6nemli antioksidasyon mekanizmalarindan

biridir.

2.9.2. MT Reseptorii

Melatoninin énemli etkilerine, iki membran reseptorii (MT1 ve MT2 reseptorii) ve diger
iki niikleer reseptorii (MT3 reseptorii ve RZRa / RZRp) igeren, spesifik reseptorlerinin
aktivasyonu aracilik eder (Dubocovich ve Markowska, 2005; Mailliet ve ark., 2005).
Melatonin, iNOS/NO gibi enflamatuar aracilarin diizeyini azaltir ve melatonin reseptorleri
(MT1/2) araciligtyla beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde enflamatuar yanitlar1 6nler
(Jumnongprakhon ve ark., 2016). Ayrica melatonin, vaskiiler endotelyal hiicre kiiltiiriinde,
inhibe edilmis eNOS fosforilasyonunu melatonin reseptorii araciligiyla diizeltir (Nakao
ve ark., 2013). Baska bir ¢alisma, melatoninin metabolik sendromlu siganlarda eNOS
protein ekspresyonunu artirabildigini gostermektedir, bu da MT1 reseptorii varligiyla

iliskili olabilir (Klimentova ve ark., 2016).

2.9.3. L-Arginin Metabolizmasi

L-Arginin, hem NOS hem de arginazin substratidir. In vivo calismalar, melatoninin,
arginaz aktivitesini arttirarak, beyindeki NO iiretimi i¢in arginin mevcudiyetini
sinirlandirarak, deneysel subaraknoidal kanamada (Aladag ve ark., 2009) ve
rabdomiyolizi takiben bobrekte (Aydogdu ve ark., 2006) NOS aktivitesini azalttigini
gostermektedir. Ayrica melatonin, glokom modelinde retina (Saenz ve ark., 2002) ve
retinal ganglion hiicrelerinde (Belforte ve ark., 2010) go6zlenen, NOS aktivitesini inhibe
edip hiicreye L-arginin alimini azaltmistir. Spontan hipertansiyon NO eksikligi ile
iligkilidir. Melatonin, L-arginin mevcudiyetindeki artiga bagl olabilecek bir mekanizma

ile NO’1 diizenleyip, kan basincinda artiga kars1 koruma saglar (Tain ve ark., 2010).

2.9.4. NF-xB

Bir transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor-kappa B (NF-kB), bagisiklik yanitlarini
kontrol eden c¢esitli genlerin ekspresyonunu diizenler, bu da stresin hiicresel
adaptasyonunda ortak yolaktir. NF-kB'nin aktivasyonu, iNOS transkripsiyonunun ana
mekanizmalarindan biridir. Kanitlar melatoninin, NF-kB aktivasyonunun inhibisyonuyla,
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iNOS ve NO ekspresyonunu inhibe ettigini gdstermektedir. Etkiler diyabetik retinopati
(Jiang ve ark., 2016), karaciger hasari (Jung ve ark., 2009), I/R kaynakli bobrek fonksiyon
bozuklugu ve tiibiiler hasar (Z. Li ve ark., 2009) gibi ¢esitli patolojilerde goriiliir. Ayrica,
LPS ile uyarilmis makrofajlar (Gilad ve ark., 1998; S. Zhang ve ark., 2004) ve mikroglial

hiicrelerdeki (E. Park ve Chun, 2017) etkilerini gosteren birgok in vitro ¢aligsma vardir.

2.9.5. Ca*?/ Kalmodulin

nNOS ve eNOS izoformlar1 yapisal olarak eksprese edilir ve enzim aktivasyonu
Ca?*/kalmodulin bagimli sinyal yolaginin uyarilmasi ile gerceklesir. Boylece, melatonin
Ca*?/kalmodulin ile etkilesime girerek NO iretimini degistirmek i¢in nNOS/eNOS'u
diizenleyebilir. Ornegin melatonin, serebellum (Pozo ve ark., 1997) ve striatumda (Leon
ve ark., 2006) kalmodulin ile kompleks olusturarak temel NOS aktivitesini inhibe eder ve
in vitro bir ¢alismada melatoninin, NOS aktivitesini onemli 6l¢iide inhibe ettigi
bulunmusturur, bu kalmodulin etkisiyle olusmus olabilir (Bettahi ve ark., 1996). Ayrica
melatonin, mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerde bradikinin tarafindan indiiklenen NO
Uretimini azaltir; buradaki olast mekanizma, Ca*?/kalmodulinin NOS iizerindeki

inhibisyon etkisidir (Tamura ve ark., 2006; Silva ve ark., 2007).

Yukarida belirtildigi gibi melatonin, in vivo ve in vitro NO/NOS regiilasyonu tizerinde
farkli etkileri vardir. Deneysel ve klinik veriler, melatoninin zararli uyaranlara karsi
hiicre/organ hasarimi 6nledigini veya azalttigini gostermektedir. Melatonin, NO/NOS'u,

farkli organlarda ve hastaliklarda, farkli mekanizmalarla diizenleyebilir (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Melatoninin NO/NOS iizerine etkisinin olast mekanizmalari

2.10. Melatonin ve Kardiyovaskiiler Hastahklar

2.10.1. Kardiyovaskiiler Hastahk ile iliskili Olarak Melatonin Diizeylerinin
Azalmasi

Klinik olarak, kardiyovaskiiler hastalik (KVH) patofizyolojisinde melatoninden giderek
daha fazla s6z edilmeye baslanmistir. Koroner kalp hastaligi, anjina, konjestif kalp
yetmezligi ve miyokard infarktiisii gibi g¢esitli KVVH'lerde, serum melatonin ve uriner

metaboliti olan 6-siilfatoksimelatonin (aMT6) seviyelerinin diisiik oldugu bildirilmistir.

Melatoninin anti-enflamatuar ve antioksidan 6zellikleri sayesinde hipertansiyona karsi
koruyucu oldugu bilinmektedir (Cheng ve ark., 2014; Klimentova ve ark., 2016; Hung ve
ark., 2017). Chern ve arkadaslari, Melatoninin iskemik inmede beyin fonksiyonlarinda
tyilesmeye ve norolojik defisitte azalmaya neden oldugu, inflamasyon ve oksidatif stresi
azaltt1i31, ayrica farelerde kan-beyin bariyeri biitiinliigliniin saglanmasinda etkili olduguna

dair kanitlar bulmuslardir (Chern ve ark., 2012). Pechanova ve arkadaslari, Melatoninin
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hipertansiyondaki endotel fonksiyonu koruyucu etkisini radikal yiikii ve iltihab1 azaltarak
gerceklestirdigini bulmuslardir (Pechanova ve ark., 2014). Reiter ve arkadaslari,
Melatoninin antioksidan enzimleri aktive edip reaktif oksijen ve azot tiirlerinin detoksifiye
olmasini saglayarak inme ve kalp krizlerini diizelttigini gostermistir (Reiter ve ark., 2016).
Melatonin kaynakli bu etkiler, hormonun kardiyovaskiiler kaynakli bozukluklarda

potansiyel terapotik ajan olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Melatoninin kan basinci (KB) tizerindeki etkilerinin, ET, Ang II ve NO gibi bir¢ok
faktoriin etkilesimi ile gergeklestigine inanilmaktadir (Paulis, Pechanova, Zicha, Liskova,
ve ark., 2010; Su ve ark., 2016). Bu arastirmacilar melatoninin KB'yi ET, Ang Il ve NO
diizeylerine olan etkileri araciligiyla diizenledigini gostermislerdir; ancak KB iizerindeki

bu hormonal etkilerin altinda yatan molekiiler mekanizmalar aydinlatilamamastir.

Pechanova ve arkadaslari, melatoninin endotel disfonksiyonunu iyilestirerek
hipertansiyonu hafiflettigini bulmuslardir (Pechanova ve ark., 2014). Hipertansiyonda
oksidan siiregler dnemli rol oynamaktadir. Hipertansiyonda NO ve eNOS protein
ekspresyonu azalir. Melatonin tedavisi sonucunda NO seviyeleri normale doner, eNOS
protein ekspresyonu artar, antioksidan enzim aktiviteleri uyarilir ve toksik hidroksil
radikallerinin olusumu azalir (Cheng ve ark., 2014; Klimentova ve ark., 2016; Reiter ve
ark., 2016). HUVEC’m MLT ile inkiibasyonu sonucunda NO seviyeleri ve eNOS protein
ekspresyonu artmistir. Oksidan degisikliklerin daha Once ortaya ¢iktigi goz Oniine
alindiginda, antihipertansif tedavide oksidasyonun daha hassas bir belirte¢ olabilecegi

distiniilebilir.

2.10.2. Kardiyovaskiiler Sistem

Yakin gegmiste miyokardiyal iskemi reperfiizyon hasart (MI/R), miyokardiyal hipoksi-
reoksijenasyon hasari, hipertansiyon, pulmoner hipertansiyon, ateroskleroz, kalp kapak
hastaliklar1 ve diger kardiyovaskiiler hastaliklar gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda (KVH)
melatoninin kardiyoprotektif etkilerini bulmak i¢in bazi ¢alismalar yapilmistir. Bu
caligmalarin birgogu, melatoninin KVH'lar i¢in ucuz ve iyi tolere edilen bir adjuvan
kardiyovaskiiler ilag olarak gelistirilebilecegini ortaya koymaktadir (Reiter ve ark., 2010;
Yu ve ark., 2016).
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Son zamanlarda yapilan c¢alismalar MI/R hasarinda, melatoninin yararli oldugunu
gostermistir. Yu ve arkadaslari, melatoninin MI/R hasarinda miyokardiyal endoplazmik
retikulum (ER) stresini ve apoptozunu azaltabildigini gostermistir (Yu ve ark., 2016).
Nduhirabandi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada da melatoninin, timor
nekroz faktor alfa (TNFa) ve sinyal transdiiser ve aktivator transkripsiyon 3 (STAT3)

yolunun aktivasyonu araciligiyla MI/R hasarint 6nledigini bildirmistir.

Miyokard disfonksiyonu, sepsisin 6nemli bir gostergesidir ve melatoninin sepsise karsi
koruyucu oldugu bildirilmistir. PI3K / Akt sinyal yolag: aktivasyonunun sepsiste yararl
oldugu bildirilmistir. Bir ¢alismada, melatoninin PI3K / Akt sinyal yolu aktivasyonu
araciligiyla sepsiste olusan miyokard hasarini hafiflettigi bulunmustur (An ve ark., 2016).
Chua ve ark, yaptig1 ¢alisma melatoninin, kardiyorenal sendromlu (KRS) sigan modelinde
kardiyoprotektif etkisinin oldugunu gostermistir. Caligsma, melatonin ve eksendin-4
kombinasyon tedavisinin sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu ve sol ventrikiiler
remodelingde KRS kaynakli bozulmay1 baskiladigini gostermistir (Chua ve ark., 2016).
Melatoninin, MI sonras1 kardiyak disfonksiyonu 6nemli 6l¢iide azalttigi bulunmustur
ayrica artan otofajiyi, azalan apoptozu, mitokondriyal disfonksiyonu hafifleterek advers

sol ventrikiil remodelingini azaltmistir.

2.10.3. Koroner Kalp Hastahg (KKH)

Saglikli kontrol ve KKH hastalarinda yapilan bir ¢aligmada, gece serum melatonin
diizeyinin KKH hastalarinda kontrollere gore 5 kat daha diisiik oldugu bulunmustur
(Brugger ve ark., 1995). Benzer sekilde, koroner arter hastaligi (KAH) olan 16 hastanin,
22:00 ve 08:00 arasinda her 2 saatte bir kanlar1 alinmis ve KAH olanlarin kontrollere
kiyasla sabah 2, sabah 4 ve sabah 8'de melatonin diizeylerinin daha az oldugu bulunmustur
(Yaprak ve ark., 2003). 18 kontrol ve 48 erkek KKH hastasinda, gece idrar aMT6
diizeyleri kontrol edildiginde hasta grupta aMT6 diizeylerinin anlamli derecede diisiik
oldugu bulunmustur (Sakotnik ve ark., 1999). Son olarak, stabil ve kararsiz anjina
hastalarinda, koroner hastalarda (KH) ve saglikli kontrollerde {iriner aMT6 diizeyleri
karsilagtirildiginda, kararsiz anjinasi olan hastalarin nokturnal iiriner aMT6 diizeylerinin,
hem saglikli kontrollere hem de stabil anjinas1 olan hastalara gore anlamli olarak daha

diisiik oldugu bulunmustur. Buna karsilik, diisiik seviye KH'li hastalarda anlamli olarak
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bir fark bulunmamistir (Girotti ve ark., 2000). Sonuglar, diisiik melatonin iiretiminin,
kararsiz anjinada oldugu gibi, yiiksek kardiyak infarktiis ve/veya 6liim ile iligkili oldugunu

gostermektedir.

2.10.4. Konjestif Kalp Yetmezligi (KKY)

Ciddi KKY'li 33 hasta ve 146 saglikli kontroliin idrarinda aMT6 seviyeleri 6l¢iildiglinde,
KKY hastalarin idrarindaki aMT6 seviyesinin 6nemli dl¢giide diisiik oldugu bulunmustur.
Kronik ve akut KKY hastalar1 arasinda anlamli fark bulunamamustir (Girotti ve ark.,
2003). KKY'de azalan melatonin tiretimini agiklayan mekanizmalar aydinlatilmis olsa da,
aragtirmacilar melatonin iiretimi ile sempatik reseptor aktivitesi ve norepinefrin ko-
transmitteri olan néropeptit Y arasinda ¢ok yonlii bir etkilesim oldugunu 6ne stirmektedir.
Ayrica, melatonin {iretiminin, vazopressin, prostaglandinler ve kalsitonin geni ile iliskili
peptit gibi maddelerin KKY hastalarindaki artis1 ile ilgili modiilator bir roliiniin oldugunu

ileri siirmektedir (Girotti ve ark., 2003).

2.10.5. Miyokard infarktlar1 (M)

Primer perkiitan koroner girisim (PPKG) uygulanan ST segment elevasyonlu miyokard
infarktiisii (STEMI) olan 180 hastada intraplatelet melatonin diizeyleri karsilastirilmistir.
PPKG sonrasi hastalarin %35'inde anjiyografik no-reflow gozlenmistir. Koroner arterde
ileri dogru akim saglanmis olmasina ragmen miyokard dokusunda yeterli perfiizyon
saglanamamasi durumu “no-reflow” olarak tanimlanmaktadir. Anjiyografik no-reflow
olan hastalar, no-reflow olmayan hastalara kiyasla daha diigiik intraplatelet melatonin
diizeylerine sahiptir. Ek olarak regresyon analizi, intraplatelet melatonin diizeylerinin MI
sonrast anjiyografik no-reflow'un tek belirleyicisi oldugunu goéstermistir (Dominguez-

Rodriguez ve ark., 2010).

Genel olarak, yukarida belirtilen c¢alismalarin bazilarmin sinirhi sayida hastaya sahip
oldugu diisiiniilse de, cesitli kardiyovaskiiler hastaliklarda melatoninin azaldigina dair
acik ve giiclii kanitlar vardir. Bununla birlikte, azalan melatonin diizeylerinin bu tiir
durumlarin nedeni mi yoksa sonucu mu oldugunu belirlemek icin daha biiyiik klinik

poplilasyona sahip biiylik 6l¢ekli calismalari igeren arastirmalara ihtiyag vardir.
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2.11. Kan Basincinmin Diizenlenmesinde Melatonin Mekanizmalari

Melatoninin vazodilator ve hipotansif etkilerini destekleyen ¢ok sayida kanit olmasina
ragmen, bu sonuglarin reseptor stimiilasyonu kaynakli olup olmadigi agiklanamaz. Daha
once belirtildigi gibi, melatonin reseptorleri Gi- ve Gq-reseptor aktivasyonuna baglhidir,
bu da sAMP seviyelerinde diisiise ve sitosolik kalsiyum seviyelerinde artisa neden olur.
Bunun sonuglari, sirasiyla vazodilasyonun inhibisyonuna ve/veya vazokonstriksiyona
neden olacaktir. Bir baska agiklama ise melatoninin, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
konsantrasyona bagli iki karsit yanita aracilik etmesidir. Diisliik konsantrasyonlarda
melatonin kasilmalar1 gliglendirir, yliksek konsantrasyonda kasilmalar1 azaltir (Doolen ve
ark., 1998). Bu kismen, gece boyunca melatonin konsantrasyonlari yiiksek oldugundan,

meydana gelen kan basincindaki dogal diisiisii aciklamaktadir.

Bununla birlikte, altta yatan ger¢cek mekanizma muhtemelen ¢ok yonliidiir ve bu paradoks
MT2 reseptor aktivasyonunun endotelyal hiicreler {izerindeki etkisi sonucunda
gerceklesen NO iiretiminde artisla agiklanabilir. Ek olarak, hipertansiyon gelisimine yol
acan baslica mekanizmalar, oksidatif stres ve reaktif oksijen ve azot tiirlerinin varligidir.
Melatonin, oksidatif stresi dogrudan ve dolayli olarak azaltabilen giiclii bir antioksidandir.
Son olarak, melatoninin kan basinci iizerindeki hipotansif etkilerinin merkezi otonomik

mekanizmalar araciligiyla gerceklestigini destekleyen kanitlar da vardir.

2.11.1. Endotel Bagimh Vazodilatasyon

Melatonin, iki ana yolak ile vazodilatasyona neden oldugu varsayilir: direkt kalsiyum
kanalinin bloke edilmesi ve buna bagli olarak endotel bagimlit NO ve sGMP'deki artiglar.
Satake, melatoninin inhibitér etkisinin verapamile benzer oldugunu ve melatoninin
vazokonstriksiyonu onlemede kalsiyum kanal blokerlere benzer etkilere sahip oldugunu
gostermistir. Ek olarak, melatoninin vazodilator etkileri de kismen endotel bagimlidir ve
sGMP iiretimindeki artigla iligkilidir (Satake ve ark., 1991). MT2 melatonin reseptor
aktivasyonu sonucu gerceklesen endotel bagimli vazodilatasyon, bircok calismayla
desteklenmistir. Girouard, melatonin uygulamasi1 sonrasinda mezenterik arterlerde
gerceklesen gevsemenin maksimum oldugunu ve asetilkolinin aort {izerindeki vazodilator
etkisinin arttigin1 gostermistir. Endotel bagimli bu yanit vaskiiler NOS aktivitesinin

artmasina aracilik eder. NOS yolu aktivasyonu, NOS inhibitorii varliginda hipotansif
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etkilerin ortadan kalkmasi ile kanmitlanmistir (Girouard ve ark., 2001). Son olarak,
melatonin, hipertansiyon ve serbest radikallerin asir1 {iretimi sonucu internal kalsiyum
sinyalinin etkilendigi endotel hiicre disfonksiyonu modelinde serbest radikallerin
kalsiyum salinimu {izerindeki zararli etkilerini tersine ¢evirmis ve endotel hiicrelerdeki
internal kalsiyum sinyalini diizenlemistir (Pogan ve ark., 2002). Bu nedenle, endotel
bagimli vazodilatasyonda Onerilen mekanizmada: NOS yolaginin uyarilip hiicre ici
kalsiyumun arttiritlmasi ile NO'nun {iretiminde artisa neden olan sinyal kaskadim
baslatmak i¢in endotelyal hiicreler {lizerinde MT2 reseptoriiriin  aktive olmasi
gerekmektedir. NO ayrica dongiiyii tamamlamak ve vazodilatasyonu uyarmak igin
sitosolik guanilat siklazi aktive eder ve vaskiiler diiz kasta sGMPyi artirir (Sekil 2.4.).
Genel olarak, hiicresel NO yolaklarinin, melatoninin antihipertansif etkilerinde 6nemli bir

roliiniin oldugu gortilmektedir (Paulis, Pechanova, Zicha, Barta, ve ark., 2010).

’ Endotel Hiicresi ‘ ﬂ/askuler Diiz Kas Hiicresi h
Melatonin "‘ o
> | el I
eNOS ‘

Vazodilatasyon J

Sekil 2.4. Melatonin aracili endotel bagimli vazodilatasyon mekanizmasi

Bu ¢alismalarin ¢ogunlugu in vitro izole damar ve hiicreleri icermekle birlikte, insanlarda
yapilan calismalarda, melatoninin vazodilatator etkisini gosteren sonuglar bildirilmistir
(Cagnacci ve ark., 1998; Yildiz ve ark., 2006). Ayrica, ekzojen melatonin uygulamast,
distal arteriyel damarlarin segici vazodilatasyonu ve periferik kan akisindaki artis

sonucunda viicut 1sisinda bir azalmaya neden olmaktadir (Krauchi ve ark., 1997).

Melatoninin antihipertansif etkilerinin oldugunu gosteren birgok ¢alisma vardir (Simko
ve Paulis, 2007; Pechanova ve ark., 2014). Klinik ¢alismalarda, koroner arter hastaliklari,
arteriyel hipertansiyon ve konjestif kalp yetmezligi olan hastalarda melatonin seviyeleri

diisiik bulunmustur ve melatonin tedavisinin nokturnal hipertansiyonu, sistolik ve
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diyastolik kan basincini, trombosit agregasyonunu, serum katekolamin diizeylerini ve
internal karotid arterde pulsatilite indeksini azalttig1 bulunmustur (Pandi-Perumal ve ark.,
2017). Sempatik ve parasempatik sistem arasindaki dengesizligin patofizyolojik
bozukluga katkida bulundugu bilinmektedir ve bu dengesizlikleri diizeltmek igin
kullanilan ilaglar hipertansiyonda terapotik hedef olarak kabul edilmektedir. Melatonin,
serbest radikalleri siiplirme, endotelyal disfonksiyonu iyilestirme, inflamasyonu azaltma
ve parasempatik sistemi destekleyen sempatik ve parasempatik sistem arasindaki
dengesizligi diizeltip hipertansiyonu tedavi edebilme gibi yararli etkilere sahiptir

(Pechanova ve ark., 2014).

Yiiksek yagli diyetle beslenen siganlar ve indiiklenmis diyabetik si¢anlar {izerinde yapilan
bir baska ¢alismada melatoninin endotel fonksiyonunu ve vaskiiler yanitlar1 tersine
cevirdigi bildirilmistir (Salmanoglu ve ark., 2016). U¢ damarinda koroner hastaligi olan
39 hasta (32 erkek ve 7 kadin) iizerinde ¢ift-kor, randomize, kontrollii yapilan bir
calismada, melatoninin siddetli ve ilerlemis aterosklerozlu hastalarda bile endotelyal
oksidatif stres {izerinde yararli etkilerinin oldugu ortaya konmustur (Javanmard ve ark.,
2016).

Bu nedenle, artan serum melatonin seviyesinin bazi hipertansiyon tiirlerinde, sempatik
asirt uyarilmaya karst dilizenleyici mekanizma olabilecegine ve melatoninin organ
korumas1 ve minimal yan etkilerle dahil olmak tizere cesitli hipertansif parametrelerde
olumlu etkilerinin oldugu bildirilmektedir, bu ylizden kardiyovaskiiler patolojilere kars1

miicadelede aday onemli bir ilag olarak adlandirilabilir.

2.12. Melatonin ve Endotel Disfonksiyonu

Aragtirmalar, endotel disfonksiyonunun NO ve ET-1 ile iliskili oldugunu gostermistir
(Javeshghani ve ark., 2013). Risbano ve Gladwin, vazodilator sistemlerinin
diizensizliginin biiyiik dl¢lide NO yolag1 iizerinden gerceklestigini ve hemen hemen her
adimin bozulmaya maruz kaldigmi bildirmistir (Risbano ve Gladwin, 2013). Bu
diizensizlige, eNOS fonksiyonunda azalma, eNOS'un enzimatik 'ayrilmasi’, NO'nun
stiperoksit ve hiicresiz hemoglobin ile baglanmasinda artma, endojen rekabet¢i eNOS
inhibitorlerinin (asimetrik dimetilarginin, ADMA) artmas1 ve NO'nun molekiiler hedefi
olan ¢oziiniir guanilil siklazin oksidasyonu dahildir.
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Endotelyal NOS, endotel fonksiyonu igin gereklidir ve vaskiiler endotel patofizyolojisine
kars1 6nemli bir koruyucudur. eNOS'un upregiilasyonu, kan akisini artirarak endotelin
koruyucu mekanizmasina destek olur (Marletta, 1994; Albrecht ve ark., 2003). Melatonin,
eNOS mRNA seviyelerindeki artis1 indiiklerken, iNOS mRNA seviyelerindeki artisi
azaltmistir. Diger calismalar, melatoninin iNOS inhibe edip, eNOS'un aktivasyonunu
arttirarak iskemik yaralanmalara karsi koruyucu oldugunu gostermistir (Kilic ve ark.,
2005; W. Z. Wang, Fang, ve ark., 2005). Bu sonuglar melatonin 6n tedavisinin NO
biyoyararlanimini arttirip ve endotelin ekspresyonunu azalttigina dair bulgular

desteklemektedir (W. H. Zhang ve ark., 2006).
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3. GEREC ve YONTEM

Calisma in vivo hayvan modeli sonrasinda melatoninin etki mekanizmasinin
anlagilabilmesi i¢in yapilmasi planlanan bir seri deneysel asamadan olusmaktadir. Bu

basamaklar asagida 6zetlenmistir.

3.1. Deney Modeli
Calismamizda 200-250 gram agirliginda toplam 60 adet erkek sican kullanildi.

Gruplar agagidaki gibi dizayn edilmistir:
1. KONTROL GRUBU: Normal igme suyu ile beslenen gruptur.

2. MGO MARUZIYETI YAPILAN GRUP: Siganlarin igme suyuna 3 ay siireyle giinde
75 mg/kg dozda MGO ilave edildi. Bu doz hayvanlarin giinliik olarak tiikettigi su

miktaria gore hesaplandi.

3. MGO + MELATONIN UYGULANAN GRUP: MGO bir énceki grupla aym doz ve
stirede igme suyuna eklenirken beraberinde giinde tek doz intraperitoneal olarak 10 mg/kg

dozda (0.1 ml) melatonin uygulandi.

4. MGO + TASIYICI GRUBU: MGO ayni doz ve siirede uygulanirken intraperitoneal
olarak ayni hacimde (0.1 ml) melatonin’in i¢inde ¢oziildiigii %2’lik EtOH tasiyici olarak

uygulandi ve sonra distile su ile diliie edildi.

Sicanlar, 3 aylik siire sonunda ketamin ve ksilazin anestezisi altinda 6nce abdominal
aorttan kanlar1 alind1 ve sonra dekapite edilerek torasik aortlar1 ¢ikartildi. Aortlar etraf
dokulardan dikkatle temizlendikten ve arter halkalari 2-3 mm uzunlugunda kesildikten

sonra organ banyosuna yerlestirildi.

3.2. Organ Banyosu

Elde edilen aort halkalar1 damar limeni zedelenmeden dikkatlice iki paslanmaz g¢elik
klipten gegirilerek taze Krebs soliisyonu (mM: NaCl 118, KC1 5, NaHCO 3 25, KH 2 PO
4 1.0, MgSO 4 1.2, CaCl 2 2.5 ve glikoz 11.2) ile dolu 20 mI’lik organ banyosunda pH
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7.4 olacak sekilde %95 O 2 ve %5 CO 2 ile gazlanmasi saglanarak 37°C’de dinlenmeye
alind1. Izometrik gerilim; bir bilgisayar-tabanl veri toplama sistemine (MP36, Commat
Ltd, Ankara, Tiirkiye) bagli bir izometrik kuvvet donistiiriicii (FDT10-A, Commat Ltd,
Ankara, Turkiye) ile siirekli 6l¢iildii. Torasik arter halkalarina 2 g optimal bir dinlenme

gerginligi uygulanip dokular 60 dakika siire boyunca dengelemeye birakildi.

3.3. Protokol

Deneylerin ilk kisminda, tiim gruplarda KCI (80 mM) ve fenilefrin (107°-107 M) ile
kasilma yanitlar1 alindi. Daha sonra fenilefrin ile kasilmis endoteli saglam torasik arter
halkalarmin ACh (endotel bagimli, ACh, 107°-10™ M) ve sodyum nitroprussid (SNP,
endotelden bagimsiz, 1072-107° M) ile gevseme yanitlar1 alindi. L-NAME inkiibasyonu

sonrast ACh gevseme yanitlar tekrar edildi.

3.4. Biyokimyasal Parametreler

Hayvanlar sakrifiye edilmeden hemen once aortlarindan alinan kanlarda; biyokimyasal
parametreler degerlendirildi. Tiim gruplardan elde edilen kan 6rnekleri santrifiij edilip ve
sonrasinda Orneklerden total kolesterol, trigliserid, HDL-kolesterol ve LDL-kolesterol

Olgtimleri uygun kitler araciligiyla ELIZA yontemiyle degerlendirildi.

3.5. Immiinohistokimyasal Analizler

3.5.1. Doku Takibi ve Kesitlerin Alinmasi

Calismada erkek sicanlar sakrifiye edildikten sonra torasik aort pargalari
immunohistokimyasal analizler i¢in %10’luk formaline alindi ve 24 saat fiksatifte
bekletildi. 1 giinlin sonunda dokulardan fiksatifi uzaklastirmak i¢in 3 saat akarsuda
yikandi. Suyu uzaklastirmak icin %70, %80 ve %90 artan alkol serilerinde birer giin
bekletildi. %100°’liik alkolde 3 saat bekletilen dokular daha sonra seffaflastirma asamasi
icin temiz ksilole (Interlab; # 990-019-2501) alind1. Temiz ksilolde 30 saniye bekletilerek
alkoliin dokudan ¢ikarilmasi ile seffaflastirma islemi tamamlandi. Ardindan dokular
56°C’ye ayarlanmis etiivde siv1 parafin serilerinden gegirilip, toplamda 3 saat ksiloliin

parafinle dokudan yer degistirmesi saglandi ve dokular temiz parafine gomiildii.

Immiinohistokimya boyamasi ve tiinel metodu igin parafine gémiilen dokular bloklar

halinde mikrotom cihazinda (Leica; #RM2125RT) kesit alma islemi i¢in hazirland1 ve
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Sum kalinligindaki kesitler Poly-L-Lizin’li lamlara (Thermo Fisher; #10143265) alind1.

Alinan kesitler gece boyu 60°C etiivde bekletilerek lama yapismalari saglandi.

3.5.2. immiinohistokimyasal deneyler

GOmiilen aortlardan seri kesitler alinarak aortun tunika intima tabakasinda yer alan
endotel hiicrelerinin durumu gruplar arasinda degerlendirildi. MGO ile endotel
disfonksiyonuna bagli eNOS ve p-eNOS ekspresyonlart ile; hasar sonrasi uygulanan

melatoninin endotel hiicreleri tizerindeki etkisi degerlendirildi.
» Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS),
* Fosforile Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (p-eNOS),

* Apoptoz belirteci Cleaved kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyonlar: endotel hasarini

degerlendirmek i¢in secildi.

Deparafinizasyon agsamasi icin, parafin kesitler 2 defa 10’ar dakika ksilolden geg¢irildi.
Kesitler daha sonra azalan alkol serilerinde (%100, %90, %80, %70) 5’er dakika
bekletildi. Distile su ile 5 dakika muamele edildi. Dokudaki antijenik epitoplarin ortaya
¢ikmasi igin Kesitler, sitrik asit tamponu (Merck; #1.00244.1000) (pH:6,0; 900 ml distile
suda 2,1 gr sitrik asit) i¢ine alinarak 1 defa 7 dakika mikrodalga firinda 750 watta tutuldu.
Mikrodalga uygulamasindan sonra kesitler sitrik asit igerisinde 20 dakika boyunca oda
1s1sinda sogutuldu. Kesitler fosfat tamponuna (PBS) alinip 3 kere 5’er dakika yikandiktan
sonra dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini yok etmek icin metanolle (Merck;
#1.06009.2511) hazirlanan 9%3’likk hidrojen peroksit (Merck; # 1.08600.1000)
soliisyonunda 15 dakika bekletildi. Ardindan, kesitler 3 defa 5’er dakika PBS’ten geg¢irildi.
Dokularin g¢evresi hidrofobik kalemle c¢izildi ve 6zgiil olmayan antikor baglanmasini
onlemek amaciyla, bloklama soliisyonu (Thermo; #TA-125-UB) ile 7 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Serum kesitler iizerinden uzaklastirildiktan sonra primer
antikorlarla agagidaki tabloda belirtildigi gibi +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin
tekrar PBS ile 3 kez 5 dakika yikanip, biyotinli sekonder antikorlar ile 1 saat oda 1sisinda
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 3 defa 5 dakika PBS ile yikand1 ve streptavidin-
peroksidaz kompleksi (Invitrogen; #85-9043) ile 40 dakika inkiibe edildi. inkiibasyonu
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takiben PBS ile yikama sonrasinda da Diaminobenzidin (DAB) substrat kromojen
soliisyonu damlatilarak enzim substrat iliskisi sonucunda reaksiyon bdlgelerinin
kahverengi olmasi beklendi. Bu basamak slaytlar1 suya almak kaydiyla durduruldu.
Kesitlere Mayer hematoksileninde (Merck; #1.09249.1000) zit boyama yapilip, ardindan
entellan (Merck; #1.07961.1000) ile kapatildi. Isik mikroskobu diizeyinde torasik aortta
eNOS, p-eNOS ve Cleaved kaspaz-3 proteinlerinin dagilimlart ve immiinoreaktivite

dereceleri tespit edilip fotograflandirildi.

Tablo 3.1. Kullanilan antikorlar:

Antikorlar Marka-Katalog no Primer antikor Sekonder
antikor(+4°C)
(+41-20°C)
Endotelyal Nitrik Oksit | Santa cruz Rabbit polyclonal (1:100 | Anti-rabbit  (1:500
Sentaz (eNOS) uL) (+4°C) ul)
Sc-654
Fosforile Endotelyal | Santa cruz Goat polyclonal Anti-goat (1:500 pL)

Nitrik Oksit Sentaz
sc-12972 (Ser 1177) (1:100 pL) (-20°C)
(p-eNOS)

Cleaved kaspaz-3 CELL SIGNALING- | Rabbit polyclonal(1:50 | Anti-rabbit  (1:400
9661L pL) (-20°C) ul)

3.6. Tunel Floresan Yontemi

Deparafinizasyon agamasi i¢in, parafin kesitler 10 dakika ksilolden gecirildi. Kesitler daha
sonra azalan alkol serilerinde (%100, %90, %80, %70) 3’er dakika bekletildi ve distile su
ile 3 dakika muamele edildi. %0.1°’lik Triton x-100 (Sigma; #9002-93-1), %0.1’lik
sodyum sitrat (Merck; #106432.5000) ve distile su ile hazirlanan Permeabilizasyon
soliisyonu saleye alind1 ve saledeki slaylar 8 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. PBS ile 2
kez 5 dakika yikanip permeabilizasyon soliisyonu uzaklastirildi. Daha sonra TUNEL
(reagent) soliisyonu hazirlandi (In Situ Cell Death Detection Kit-TMR red, Roche; #12
156 792 910). Enzim eklenen pozitif kontrol soliisyonu ve enzim eklenmeyen negatif
kontrol soliisyonu dokular iizerine damlatildi ve 37°C etiivde 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 PBS ile 2 kez 5 dakika yikanan slaytlar DAPI’li kapama soliisyonu
(Antifade Mounting Medium with DAPI, Vector; H-1200) ile kapatildi ve floresan
mikroskopta fotograflandirildi.
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3.7. Tlaclar

Asetilkolin kloriir, L-fenilefrin hidrokloriir, sodyum nitroprussid, melatonin ve MGO
kullanildi. Tiim ilaglar ve Krebs soliisyonu i¢in gerekli kimyasallar Sigma Chemical
(St.Louis, MO., ABD)’den satin alindi. Biitiin deneyler boyunca ilaglar giinliik olarak taze
hazirlandi. Melatonin hari¢ tiim ilaglar distile suda ¢oziildii. Melatonin 6nce %2’lik

etanolde ¢Oziildiikten sonra distile su ile diliie edildi.

3.8. Istatistiksel Analizler

Tiim degerler ortalama =+ standart hata (SEM) seklinde ifade edildi. ACh veya SNP
yanitlar1 Fe ile olusan kasilma yanitina gére % gevseme yaniti olarak ifade edildi. Fe ile
olusan kasilma yanitlar1t 80 mM KCI yanitlarinin yiizdesi olarak verildi. Gruplar
arasindaki fark tek yonlit ANOVA ile analiz edildi. P degeri 0.05’den diisiik oldugunda

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Asetilkolin ile Olusan Endotele Bagimh Gevseme Yanitlarinin Degerlendirilmesi
Kontrol grubu sicanlardan elde edilen torasik aort preparatlarinda ACh konsantrasyona
bagl bir gevseme yanit1 olusturdu (Sekil 4.1). 12 hafta siireyle MGO maruziyeti olan
hayvanlardan elde edilen damarlarda ise ACh’e bagh gevseme yanitinin anlamli olarak
inhibe oldugu gorildi. MGO maruziyetine bagli olarak ACh aracili gevseme
yanitlarindaki azalma yanit1 sicanlara MGO ile birlikte melatonin uygulanmasiyla anlamli
olarak diizeldi. Tasiyict ve MGO alan grupta ise MGO grubuna gore ACh gevseme

yanitlar1 anlamli olarak degismedi.

0_
20- *
40-
*%*

Gevseme (Fenilefrin %'si)
(o2}
o
1

-o- Kontrol
go{ =+ MGO
-+ MGO + Melatonin
100- - MGO + Taslyicl
9 8 7 6 5

-log[ACh](M)

Sekil 4.1. Torasik aort halkalarinda ACh ile olusan konsantrasyona bagh gevseme yaniti. *p<0.05 kontrole
gore, **p<0.05 MGO’ya gore anlamli.

4.2. L-Name Inkiibasyonu Sonucunda Asetilkolin ile Olusan Gevseme Yamtlarinin
Degerlendirilmesi

Kontrol grubu siganlardan elde edilen torasik aort preparatlarinda L-NAME inkiibasyonu
ACh ile elde edilen konsantrasyona bagli gevseme yanitinda anlamli bir azalmaya neden
oldu (Sekill 4.2). 12 hafta siireyle sadece MGO, MGO+ Tasiyict veya MGO + Melatonin
uygulanan hayvanlardan elde edilen damarlarda ise L-NAME inkiibasyonu sonrasi
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gozlenen ACh’e bagli gevseme yanitlarinin kontrollerdekine benzer oldugu gortldi. L-
NAME inkiibasyonu sonrasi kontrol ve MGO grubu arasinda ACh gevseme yanitlari
arasindaki fark ortadan kalkti.

@‘ 0
o~
'E 5
. 10+
T = Kontrd
™« M0
-~ M3D+ Meaonin
20" o MO+ Tasiyici
9 8 7 6 5

-log[ACh|(V)

Sekil 4.2.:Torasik aort halkalarinda L-NAME (10 M) inkiibasyonu sonras1 ACh ile olusan konsantrasyona
bagli gevseme yaniti.

4.3. SNP ile Olusan Endotelden Bagimsiz Gevseme Yanitlarinin Degerlendirilmesi

Kontrol grubu siganlardan elde edilen torasik aort preparatlarinda SNP konsantrasyona
bagli bir gevseme yanit1 olusturdu (Sekil 4.3). 12 hafta siireyle MGO maruziyeti olan
hayvanlardan elde edilen damarlarda ise SNP’ye bagli gevseme yanitinin anlamli olarak
degismedigi gorildi. MGO ile birlikte melatonin uygulanan veya MGO ve tasiyici alan
gruplarda da SNP ile olusan gevseme yanitlar1 kontrollere gore anlamli anlamli bir

degisiklik gostermedi.

36



._—&;

2 20-

=

E 40-

5

S 604

s -e- Kontrol

g 801 .= MGO

4 -+ MGO + Melatonin

o 1004

o -+ MGO + Tasliyici
| I I I ) ) ] 1
13 12 1 10 9 8 7 6

-log[SNP](M)

Sekil 4.3. Torasik aort halkalarinda SNP ile olusan konsantrasyona bagli gevseme yaniti.

4.4. KCI ve Fenilefrin ile Olusan Kasilma Yamtlarinin Degerlendirilmesi

Kontrol grubu siganlardan elde edilen torasik aort preparatlarinda hem KCI hem de Fe
konsantrasyona bagimli bir kasilma yanit1 olusturdu (Sekil 4.4 ve 4.5). 12 hafta siireyle
MGO maruziyeti olan hayvanlardan elde edilen damarlarda her iki kasilma yanitinin da
anlamli olarak degismedigi goriildii. MGO ile birlikte melatonin uygulanan veya MGO ve
tasiyici alan gruplarda da kasilma yanitlar1 kontrollere gore anlamli anlamli bir degisim

gostermedi.
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Sekil 4.4. Torasik aort halkalarinda 20-80 mM KCl ile olusan kasilma yanat.
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Sekil 4.5. Torasik aort halkalarinda Fe ile olusan konsantrasyona bagli kasilma yanit.
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4.5. Iimmunohistokimya Analizlerinin Degerlendirilmesi
Calismada eNOS, p-eNOS ve Cleaved kaspaz-3 ekspresyonlari torasik aortun 6zellikle

tunika intima alaninda degerlendirildi ve ekspresyonlar gruplar arasinda kiyaslanda.

4.5.1. eNOS ve p-eNOS Immunohistokimyasi

Kontrol grubuna ait aort kesitlerinin endotellerinde yogun eNOS ekspresyonunu
goriilmekteydi (Sekil 4.6). MGO ile endotel disfonksiyonu gelisen grubun aort
kesitlerinde ise eNOS ekspresyonunun anlamli olarak azaldigi goriildii. MGO ile birlikte
melatonin uygulanan MGO + Melatonin gruplarinda; endotelde eNOS ekspresyonunun
kontrol hayvanlarinin ekspresyonlarina yaklagsmasi melatoninin koruyucu etkisi belirgin

sekilde gostermekteydi.

Kontrol grubuna ait aort kesitlerinde e-NOS ekspresyonlarinda oldugu gibi p-eNOS (Ser
1177) ekspresyonlarinda da yogun bir immunoreaktivite gériilmekteydi (Sekil 4.6). MGO
grubunda endotel disfonksiyonu sonucu p-eNOS ekspresyonunun anlamli olarak azaldigi
goriildii. MGO + Melatonin grubunda ise p-eNOS ekspresyonunun MGO grubuna gore
anlamli sekilde arttigi goriildi. Bu bulgular Image J ile istatistiksel olarak da
degerlendirildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Torasik aort halkalarinda eNOS ve p-eNOS ekspresyonunun Image J analizi ile degerlendirilmesi
(*p<0.05 kontrole gore, **p<0.05 MGO’ya gore anlamli).

4.5.2. Cleaved kaspaz-3 Immunohistokimyasi
Kontrol, MGO, MGO + melatonin ve MGO + tasiyici gruplarmin torasik aort tunika

intima tabakasinda Cleaved kaspaz-3 ekspresyonu goriilememistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Torasik aort kesitlerinde Cleaved kaspaz-3 ekspresyonu. Skala bar; 100pm’dir.

4.5.3. Tunel Reaksiyonu

Cleaved kaspaz-3 immunoreaktivitesi damar endotelinde secilemediginden, apoptotik
hiicreleri belirlemek igin DNA kiriklarini tayin etmede TUNEL yontemine gecilmistir.
TUNEL, apoptotik hiicreleri tanimlamak, 6lgmek ve apoptotik DNA fragmantasyonunu
tespit etmek ig¢in kullanilan bir yontemdir (Lozano ve ark., 2009). TUNEL pozitif
hiicrelerin kitin kullanim sartlar1 geregince yesil floresan 1s1ma vermesi gerekmektedir.
Fakat yaptigimiz TUNEL deneyinde DAPI ile ¢iftli floresan 1s1ma veren apoptotik

hiicrelere rastlanmamistir (Sekil 4.9).

DAPI Green Fluorescent MERGE
:,‘ b et .

MGO

MGO+MELATONIN

MGO+TASIYICI

Sekil 4.9. Torasik aort kesitlerinde TUNEL degerlendirmesi. Skala bar; 200 um’dir.



4.6. Biyokimya Parametrelerinin Degerlendirilmesi
Tim gruplardan elde edilen kan 6rneklerinde total kolesterol, TG, LDL-kolesterol ve
HDL-kolesterol diizeyleri arasinda gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir fark

gozlenmedi (Sekil 4.10-13).

] Kontrd M3O+ Melatonin
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Sekil 4.10. Tiim gruplarda total kolesterol diizeylerinin karsilastiriimasi.
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Sekil 4.11. Tiim gruplarda LDL - kolesterol diizeylerinin karsilastirilmasi.
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5. TARTISMA

Bu calismanin amact; uzun siireli melatonin uygulamasinin MGO ile olusan endotel
disfonksiyonuna kars1 koruyucu etkisinin olup olmadiginin incelenmesi ve melatoninin
olas1 koruyucu etkisinde eNOS ekspresyonu ve/veya aktivitesindeki degisikliklerin
roliiniin degerlendirilmesidir. Kontrol grubu sicanlara 3 ay siireyle MGO uygulamast
endotel disfonksiyonuna yol a¢gmistir. MGO ile indiiklenen endotel disfonksiyonu
melatonin tedavisi ile anlamli olarak diizelmistir. Bu ¢alisma, bildigimiz kadariyla, MGO
ile indiiklenen endotel disfonksiyonuna kars1 melatonin’in koruyucu etkisini ve bu etkide

eNOS-aracili bir mekanizmanin roliinii gosteren literatiirdeki ilk ¢alismadir.

Calismamizda 3 ay siireyle MGO uygulanan siganlardan elde edilen torasik aort
halkalarinda ACh konsantrasyon-yanit egrileri olusturulmus ve ACh’e bagli olusan
endotel bagimli gevseme yanitlarinin MGO’ya maruz kalan si¢anlarda anlamli olarak
azaldig1 bulunmustur. Gevseme yanitlarinda gézlenen bu azalmanin endotele bagli olup
olmadigini test etmek i¢in ayni damarlarda endotelden bagimsiz gevseme yanitlart SNP
konsantrasyon yanit-egrileri ile degerlendirilmistir. MGO uygulanan sican aortunda SNP
aracilt gevgeme yanitlarinin diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli farkli olmamast,
MGO aracili damar gevseme yanitlarindaki bozulmanin temel olarak endotel

fonksiyonlarinda azalmayla iligkili olduguna isaret etmektedir.

Endotel disfonksiyonu ¢esitli mekanizmalarla ortaya ¢ikabilirse de bu mekanizmalarin en
onemlisi endotelden salinan NO’in azalmasidir (Endemann ve Schiffrin, 2004).
Endotelyal NO iiretiminde temel rol oynayan enzim olan eNOS ekspresyonu ve/veya
aktivitesindeki degisiklik MGO aracili endotel disfonksiyonuna neden olmus olabilir. Bu
hipotezi degerlendirmek i¢in, izole torasik aort preparatlart NOS inhibitorii L-NAME ile
inkiibe edilmis ve asetilkolin ile endotel bagimli gevseme yanitlart bu gruplar arasinda
yeniden degerlendirilmistir. L-NAME gibi arginin analoglar1 NO {iretimini bloke
edebildiklerinden, L-NAME varliginda NO etkileri ayrintili olarak ¢alisilabilmektedir. L-
NAME varliginda kontrol ve MGO grubu arasinda asetilkolin gevseme yanitlari arasinda

gozlenen anlamli farkin kayboldugu goriilmiistiir. Bu sonug, MGO aracili endotel

44



disfonksiyonuna eNOS enzimi aracili NO iiretiminde azalmanin aracilik edebilecegine

isaret etmektedir.

Bu olasiligi aragtirmak ig¢in; torasik aort preparatlarinda eNOS enzimi
immiinohistokimyasal analizlerle de yapisal olarak degerlendirilmis ve MGO uygulanan
sican aort dokusunda eNOS ekspresyonunun anlamli olarak azaldigi saptanmistir. eNOS
aktivitesi enzimin serin 1177 bolgesinden fosforilasyonu ile iligkili oldugundan (Fleming
ve Busse, 2003), eNOS ekspresyonu yanisira p-eNOS (1177) ekspresyonlart da
immiinohistokimyasal olarak gruplar arasinda degerlendirilmistir. Calismamizin
sonuclart MGO uygulalan sigan aort kesitlerinde p-eNOS ekspresyonlarinin anlamli
olarak azaldigini gostermistir. Bu sonuglar sigan izole mezenterik arter (Mukohda ve ark.,
2013) ve torasik aort halkalarinin (Turkseven ve ark., 2014; Tasatargil ve ark., 2019) uzun
siireli MGO maruziyeti sonrasinda eNOS ve p-eNOS (serin 1177) ekspresyonlarinin

azaldiginin gosterildigi diger ¢aligmalarla da uyumludur.

eNOS endotel fonksiyonu i¢in gereklidir ve eNOS'un upregiilasyonu, kan akisini arttirarak
endotelin koruyucu mekanizmasina destek olur (Marletta, 1994; Albrecht ve ark., 2003).
Yiiksek yagl diyetle beslenen sicanlar ve diyabetik sicanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda
da melatonin’in endotel disfonksiyonu iizerine olumlu etkileri oldugu bildirilmistir
(Salmanoglu ve ark., 2016). Melatoninin endotel vaskiiler fonksiyon iizerindeki koruyucu
etkisi, yliksek yagli diyetle beslenen insiiline direngli fare aortunda da (Sartori ve ark.,
2009) gosterilmistir. Melatonin NO seviyesini ve eNOS ekspresyonunu arttirip endotel
disfonksiyonu gelisimini 6nler (Rodella ve ark., 2013). Tiim bu ¢aligmalar, melatonin’in
endotelyal hiicrelerde eNOS'un upregiilasyonu aracilifiyla koruyucu etkilerini
gosterdigine dair kanitlar sunmaktadir. Bizim ¢alismamizda ise; siganlarda MGO aracili
azalan eNOS ve p-eNOS ekspresyon diizeyleri melatonin tedavisi ile artmis ve kontrollere
yakin bir diizeye yaklagsmistir. MGO uygulanan si¢anlarin torasik aortunda goézlenen
endotel bagimli gevseme yanitlarindaki bozulma da bu grup hayvanlara birlikte eszamanl
olarak melatonin uygulanmasi ile anlamli olarak diizelmistir. MGO + melatonin grubu
sicanlardan elde edilen aort dokusunda ACh aracili gevseme yanitlarinin kontrollere
benzer oldugu goriilmiistiir. Endotel bagimli gevseme yanitlarindaki diizelmeye paralel

olarak eNOS ve p-eNOS ekspresyonunda gézlenen artis, melatonin tedavisinin MGO
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aracili endotel disfonksiyonunu anlamli olarak diizelttigini ve bu olumlu etkisine eNOS
ve p-eNOS ekspresyonlarinda artisin katkisi olabilecegini gostermektedir. Bu sonuglar;
MGO maruziyetinin hem eNOS ekspresyonu hem de aktivitesini etkileyerek endotel
disfonksiyonuna katkida bulunabilecegini ve melatonin uygulamasinin her iki proteinin
ekspresyon  oranlarmi1  arttirarak  endotel  fonksiyonlarmi  koruyabilecegini
desteklemektedir. Calismamizin sonuglart melatonin’in eNOS ekspresyonu iizerine olan
olumlu etkilerinin bildirildigi diger ¢alismalarla da (Koh, 2008; Sonmez ve ark., 2012;
Hung ve ark., 2013; Nakao ve ark., 2013; Rodella ve ark., 2013) uyumludur.

Sicanlarin aort dokusunda ACh aracili gevseme yanitlarinda MGO nedeniyle olusan
bozulmanin N-asetil-sistein (NAC) (A. Dhar ve ark., 2010) ile ve NADPH oksidazin
inhibisyonu (Mukohda ve ark., 2013) araciligiyla hafifletilebilecegi gosterilmistir. Fare
korpus kavernozum dokusunda MGO aracilt NO salinimindaki bozulmanin polifenol gibi
anti-oksidanlarlarla azaltilabilecegi ve endotel kaynakli gevsemenin arttirilabilecegi
bildirilmistir (Boydens ve ark., 2016). Ayrica, MGO'nun apoptotik siireci ilerleten ROS’u
arttirdigy ileri siiriilmistiir (Oba ve ark., 2012). MGO uygulanan si¢an torasik aortunda
endotel-bagimli gevseme yanitlarinda gozlenen bu azalmanin olasi bir mekanizmasi,
MGO aracili artan oksidatif strese bagli apoptotik endotel hiicre kaybinin artmasi olabilir.
Bununla birlikte; bu hipotezini degerlendirmek i¢in kontrol, MGO, MGO + melatonin ve
MGO + tasiyict gruplarinin aort kesitlerinde yapilan ve apoptotik siirecin ortak belirteci
olan cleaved kaspaz-3 ekspresyonunun immiinohistokimyasal olarak degerlendirildigi
calismalarimiz sonucunda cleaved Caspase-3 immunoreaktivitesi damar endotelinde

secilememistir.

Gevseme yanitlari iizerine olan etkisi yanisira, uzun siireli MGO maruziyetinin torasik
aort kasilma yanitlar1 {izerine etkisi olup olmadigin1 degerlendirmek i¢in tiim gruplarda
KCI ve Fe ile kasilma yanitlar1 da degerlendirilmistir. KCl reseptor bagimsiz, voltaja
bagimli bir mekanizmayla depolarizasyon sonucu hiicre i¢i kalsiyum artisina bagli bir
kasilma yanitina neden olurken, Fe a-adrenerjik reseptdr aracili bir mekanizma
araciliiyla hiicre i¢i kalsiyum artisina ve damar diiz kas kasilmasina aracilik etmektedir.
Kronik MGO uygulanan si¢anlarin torasik aort halkalarinda hem KCl hem de Fe ile olusan

kasilma yanitlar1 anlamli olarak degismemistir. MGO + tasiyici veya MGO + melatonin
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gruplarindan elde edilen damar preparatlarinda da KCl ve Fe ile indiiklenen kasilma
yanitlarinin kontrollere benzer oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar ne MGO uygulamasinin
ne de melatonin veya tagiyicinin damar kasilma yanitlarinda anlamli bir degisiklige neden

olmadigini gostermektedir.

Deneysel ¢alismalar melatonin’in bazi metabolik etkileri olabilecegini ve glukoz
metabolizmasi tizerinde yararl etkileri oldugunu gostermektedir. Oral melatonin tiikketimi
hiperglisemi gelismesine kars1 korur (Prunet-Marcassus ve ark., 2003), instilin direncini
tersine gevirir ve glukoz metabolizmasini diizeltir (Cuesta ve ark., 2013). Insan pankreatik
adacik hiicreleri ile yapilan in vitro ¢alismalarda, melatonine uzun siire maruz kalan
adacik hiicrelerinde glukoz duyarliligimnin arttigir gozlenmistir (Kemp ve ark., 2002;
Ramracheya ve ark., 2008). MGO aracili hasara kars1 melatonin’in koruyucu etkisinde
metabolik etkilerini diglamak i¢in tiim gruplardan elde edilen kan Orneklerinde total
kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol ve TG diizeyleri degerlendirilmis ve bu
gruplar arasinda tiim paramatreler agisindan anlamli bir farkin olmadig1 goriilmiistiir. Bu
sonuclar, melatoninin MGO ile olusan endotel disfonksiyonuna kars1 koruyucu etkisinde

olas1 bir metabolik etkisinin rolii olmadigini telkin etmektedir.

Sonu¢ olarak, calismamiz uzun siireli MGO maruziyetine bagli gelisen endotel
disfonksiyonuna karsi melatonin tedavisinin koruyucu rolii oldugunu gosteren
literatiirdeki ilk calismadir. Melatonin aracili olusan bu olumlu etki eNOS ve p-eNOS
ekspresyonlarinda gozlenen etki ile agiklanabilir. Bu nedenle MGO maruziyetiyle iliskili
diyabet, hipertansiyon, obezite, hiperlipidemi, yaslilik ve yiiksek MGO igerikli beslenme
gibi kosullarda melatonin kullanim1 endotel hasarinin 6nlenmesi agisindan yararli bir
segenek olabilir. Bununla birlikte, bu ¢alisma bu konuyu degerlendiren literatiirdeki ilk

calismadir ve konun degerlendirilecegi yeni ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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6. SONUC ve ONERILER

Melatonin kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu 6zellikleri bilinen ve pleotropik
etkilere sahip O6nemli bir maddedir. Diyabet, hiperlipidemi, obezite, hipertansiyon,
yaslanma ve oksidatif stres gibi sik goriilen klinik durumlarda MGO ve onun olusturdugu
AGE’lerin arttig1 bilinmektedir (X. Wang, Desai, ve ark., 2005; Gaens ve ark., 2013). Bu
gibi klinik durumlarin yanisira insanlar besinlerle de yiiksek miktarlarda eksojen MGO’ya
maruz kalabilmektedir. Bat1 diyetinin AGE’lerden zengin oldugu ve besinlerin 6zellikle
yuksek 1silarda islem gormesi durumunda (kizartma, kavurma, 1zgara, pastorize siit,
peynirler, sosis, sucuk, islenmis etler, misir gevregi gibi) AGE igeriginin arttig
bilinmektedir. MGO maruziyetinin gittikce artmakta oldugunu ve ¢esitli klinik
durumlarda artan MGO’nun endotel disfonksiyonu gelisiminde ©6nemli bir ortak
mekanizma olabilecegini dikkate alindiginda, MGO aracili zararli etkileri 6nleme
potansiyeline sahip olan bilesikler, bu klinik durumlarda ortaya c¢ikabilecek endotel
disfonksiyonunun énlenmesinde yararli olabilir. Melatonin eNOS iizerinde olumlu etkiler

olusturabilir ve MGO aracili endotel hasarina kars1 koruyucu rol oynayabilir.
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