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MELATONIN ve MELATONIN RESEPTORLERININ AORTA ve HUVEC
UZERINDEKI ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

Ozet

Zamanla insanlarda pineal bezden salgis1 azalan melatonin, serebral ve periferik etkiler
gosterdigi gibi vaskiler etkiler de gostermektedir. Bu ¢alismada melatoninin etkisi melatonin
reseptOr antagonistleri ile kiyaslanarak ortaya gikan vaskiiler cevaplar ve hiicre i¢i yanitlar
sigan aortu ve Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) hicre dizisi (zerinde
degerlendirilmistir.

Bu amacla saglikli erkek albino Wistar siganlardan (350-400g), endoteli saglam torakal
aortalar ¢ikarildi ve aorta halkalar1 inkiibasyon materyaline gore dort gruba ayrildi. Birinci
grup olan, kontrol grubu aortalara higbir inkiibasyon yapilmads. Ikinci grup non-selektif MT
reseptor agonisti (10° M) melatonin (MLT), Giciincii grup nonselektif MT reseptor antagonisti
(10° M) luzindol (LZL), dérdiincii grup (10° M) MLT ve (10° M) LZL kombinasyonu ile
inkiibe edildi. Inkiibasyon periodunun ardindan kiimiilatif KCI (10-50mM) veya Phe (3x10°-
10°M) ile elde edilen vazokonstriktif cevaplar, ayrica Ach (10%°-10° M) veya SNP (3x107°-
10° M) ile elde edilen vazorelaksan cevaplar kiyaslands. Veriler iki yonlii varyans analizi ve
ardindan Bonferroni testi (n:5) (Graph Pad) uygulanarak degerlendirildi. Endotel hicresi
deneyleri igin ise HUVEC hicre dizisi F12 medyumunda kiltire alindi ve inkiibasyon
materyaline gdére 5 gruba ayrildi. Birinci grup hicbir inkiibasyon yapilmayan kontrol
hiicrelerden olusmaktadur. ikinci grup (10-107 M) MLT ile, ticlincii grup (10-107 M) MLT ve
(10, 10° M) LZL ile, dordiincii grup (10-107 M) MLT ve (10®°, 10° M) 4P-PDOT ile,
besinci grup (10-107 M) MLT ve (10°, 10° M) GR135531 ile 24 saat inkiibe edilmistir. Bu
gruplara daha sonra MTT, kalsiyum miktar tayini ve total nitrat/nitrit miktar tayini
yapilmistir. Sonuglar kontrole goére ylizde olarak verilmis, iki yonli varyans analizi ve
ardindan Bonferroni testi (n:3) yapilarak degerlendirilmistir (Graph Pad).

(10°M) MLT inkiibasyonu (3x107-10° M) Phe ve (20mM) KCI ile elde edilen
vazokonstriiktif yamitlar1 anlamli olarak arttird1 ve bu artis (10° M) LZL veya (10° M) MLT
ve LZL kombinasyonunda goriillmedi. Ayrica 10° M MLT, Phe ve KCI egrilerinden elde
edilen ECsy degerlerini belirgin olarak arttirds, bu sonuglara uygun olarak 10° M LZL ve 10”
M MLT ve LZL kombinasyonunda bu artis goriilmedi. Fakat higbir grupta Ach ile elde edilen
vazorelaksan cevaplarda belirgin bir degisiklik olmadi. 10° M MLT ile inkiibasyon (3x10”
and 107 M) SNP ile elde edilen vazorelaksan cevaplari artirds, bu sonuglara uygun olarak 10
M LZL veya 10° M MLT ve LZL kombinasyonunda bu artmis cevaplar kontrol seviyelerine
kadar azaldi. Melatoninin MT reseptorleri araciligiyla ortaya ¢ikan sitotoksik etkileri olup
olmadigin1 anlamak i¢in HUVEC hiicre dizisi kullanarak MTT testi gerceklestirildi. 10-107
M MLT hiicre canliligin1 yiizde olarak belirgin bi¢cimde diisiirdu (sirasiyla % 60+4, 66+2,
55+1, 651, 64+4). fakat 10-10”7 M konsantrasyonlarda ise MLT hiicre canliligimi kontrole
gore hafif bir sekilde artird. 102 ve 10° M MLT’e 10° M LZL or 10° M 4P-PDOT
eklenmesi hiicre canliligini belirgin olarak artirdi ve kontrol seviyelerine ulastirdi. Benzer
sonuclar 10%-10° M MLT'e 10° M LZL veya 10° M 4P-PDOT eklenerek de elde edilmistir.
Buna ragmen MLT (10-107 M) ile 10®° veya 10° M GR135531 inkiibasyonu, MLT (10-10"
M)’e gore sitotoksisite Uzerinde higbir fark ortaya ¢ikarmamustir. MLT (10%-107 M)
inkiibasyonu hiicre ici kalsiyum miktar: yiizdesini ise artirdi ve MLT ile 10 veya 10° M
LZL ve 10 M veya 10 M 4P-PDOT kombinasyonu intraseliiler kalsiyum seviyesini belirgin
olarak azaltt1i fakat MT3 reseptor agonisti GR135531 kombinasyonu ise MLT ile
kiyaslandiginda hiicre i¢i kalsiyum miktar1 bakimindan higbir degisiklik gostermedi. HUVEC
hicreleri ile melatonin ve melatonin reseptorlerinin NO uzerindeki etkisini anlamak amaciyla
NO miktarinim bir gdstergesi olan total nitrit/nitrat miktar tayini yapilmustir. 10* mM MLT ile



azalan total nitrit/nitrat miktar, 10°> M 4P-PDOT veya 10° M GR135531 ile birlikte
inkiibasyon yapildiginda anlamli artis gostermistir. 10° mM MLT ile 10° M luzindol
kombine olarak inkiibe edildiginde total nitrit nitrat miktarmn 10° M MLT’ye gére anlamli
olarak azaldig1 goriilmektedir.

MT reseptorlerinin vaskiiler etkilerinin degerlendirildigi ¢aligmalarin ¢ogu ya sican kaudal
arteri yada sigan serebral arteri kullanilarak yapilmistir. Kaudal arter (kuyruk arteri) siganda
onemli gorevler ifa ederken insanda kaudal ater hem ¢ok kisa hem de etkisi ¢ok smirlidir,
serebral arter ise genel vaskiiler basincin bir gostergesi olarak kabul edilmekten uzaktir.
Dolayisiyla serebral arter veya kaudal arterde goriilen etkilerin, aorta gibi 6zel fonksiyonlar1
olan damarlarda dahil olmak (izere, biitiin damar yataklarinda ayni sekilde olmasi gerekir gibi
bir genelleme yapmak dogru olmayabilir. Bu sebepten aortada melatonin ve melatonin
reseptorlerinin etkileri ayrica incelenmelidir. Sican torakal aortasinda protein ve mRNA
seviyesinde yanliz MT1 reseptorii bulunmasi; bu reseptorlerin de endotelde (Tunica
adventitia) yogunlasmasi sebebiyle, bu ¢alismada 10° M MLT, KCI veya Phe ile elde edilen
vazokonstriktor cevaplar ve SNP ile elde edilen vazorelaksan cevaplar, endoteli saglam
aortada MT1 rese};térﬁ aracihigiyla ortaya ¢ikmaktadir. HUVEC kullanarak elde ettigimiz
sonuglar ise 10-10” M MLT'in daha gok MT2 reseptdrleri araciligiyla olmak tizere MT1/MT2
reseptorleri Ustiinden sitotoksik etkiler ortaya ¢ikardiklar1 sonucuna ulagilmistir. Ayrica MLT
hiicre ici Ca®* seviyelerini MT1/MT2 reseptorleri aracihigiyla artirmaktadir, MT3 reseptorii
ise hiicre i¢i Ca®* miktarma etki etmemektedir. Total nitrit nitrat miktari 6lgiilerek yapilan
deneylerden elde edilen sonuglara dayanarak MLT nin HUVEC hiicrelerinde NO miktarini
baskiladig1 ve bu etkiyi baglica MT2 reseptorleri aracilifiyla yaptigi sonucuna ulasilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, melatonin reseptorleri, HUVEC, aorta, vazoreaktivite, nitrik
oksit, kalsiyum, sitotoksisite



ABSTRACT

Melatonin which its secretion from pineal gland decreases gradually in human, has not only
interserebral and pheripheral impacts but also has vascular effects. In this study the vascular
responces and intracellular mechanisms of melatonin were evaluated by comparing melatonin
and melatonin receptor antagonists using rat aortae and HUVEC cell line.

For this purpose we extracted the thoracal aortae of healhty male Wistar albino rats (350-
400g) which has intact endothelia. We divided the aortic rings into four groups due their
incubation material. 1st group was control aortae without any incubation, 2nd group was
incubated in nonselective MT receptor agonist 10° M Melatonin (MLT), 3rd group was
incubated in nonselective MT receptor antagonist 10° M Luzindol (LZL), 4th group was
incubated in combination of 10° M MLT and 10° M LZL. After the incubation period, we
evaluated the vasoconstrictive responces of cumulative potassium chlorure (KCI;10-50mM)
or phenylephrine (Phe; 3x10°-10°M) and vasorelaxant responces of cumulative acetylcholine
(Ach; 10™°-10° M) or sodyum nitroprussid (SNP; 3x10°-10° M). Data were analysed by
using two way ANOVA and Bonferroni Post Test (n:5) (Graph Pad). For endothelial
experiments HUVEC cell line was cultured in F12 medium, and then, was divided into 5
groups depending on the incubation material: 1st group was control HUVECs without any
incubation, 2nd group incubated in (10-107 M) MLT, 3rd group incubated in (10-107 M)
MLT and (10° or 10° M) LZL, 4th group incubated in (10-10" M) MLT and (10or 10°® M)
4P-PDOT, 5th group incubated in (10-107 M) MLT and (10° or 10° M) GR135531 for 24
hours. Then MTT, calcium assay and total nitrate/nitrit assays were carried out using these
groups. Results were compared by using two way ANOVA and Bonferroni Post test (n:3)
(Graph Pad).

The vasoconstrictive responses of (3x107-10° M) Phe and (20mM) KCI were increased
significantly by incubation of 10° M MLT and this increase was not observed by incubation
of 10° M LZL or combination of 10° M MLT and 10®° M LZL . Also, the ECs, values of KCI
and Phe curves inreased significantly in the presence of 10° M MLT, in accordance with that,
not in the presence of 10° M LZL or combination of 10° M MLT and 10° M LZL . But, there
were no significant changes on vasorelaxant responces of Ach in any group. Incubation of 10°
® M MLT increased the vasorelaxant responses of (3x10” and 107 M) SNP in accordance to
that 10° M LZL or both combination of 10" > M MLT and 10° M LZL reduced these
increased responses to control levels. We performed MTT test on HUVEC cell line to find out
if these is MT receptor-mediated cytotoxic effects of MLT. 10-0,001 mM concentrations of
MLT reduced the percentage of cell viability significantly (60+4, 66+2, 55+1, 65+1, 64+4 %,
respectively) but 10“-107 mM concentrations of MLT slightly increased the percentage of
cell viability compared to control cells. 10°M LZL or 10°M 4P-PDOT addition to 0,01 and
0,001 mM MLT increased the percentage of cell viability significantly to control levels.
Similar results were obtained when 10® M LZL or 4P-PDOT were added to 0,1-0,001 mM
MLT. However, incubation of (10®° or 10° M) GR135531 with MLT (10-10" mM) did not
make any difference when compared to only MLT. We have also observed that MLT (0,1-107
mM) incubation increased percentage of intracellular calcium (Ca®*) concentration and 10° M
or 10° M LZL or 10° M or 10® M 4P-PDOT reduced intracellular Ca** levels significantly,
but MT3 receptor agonist GR135531 did not exhibits any change when its compared to MLT.

HUVEC were used to evaluate the effects of melatonin and melatonin receptors on NO
production by total nitrite/nitrate amount assay. The reduction of total nitrite/nitrate amount
by 10* mM MLT were increased by combined incubation of 10° M 4P-PDOT and 10° M
GR135531. 10° mM MLT and 10 M luzindole incubation total nitrite/nitrate amount were
reduced when it was compared with 10° mM MLT.

Vi



Most of the studies that evaluate the vascular effects of MT receptors have done by using
either rat caudal or cerebral arteries. It seems likely to oversimplify generalizing these effects
to all blood vessels. In conclusion, 10° M MLT was increased the vasoconstrictive responces
of KCI or Phe and the vasorelaxant responces of SNP through MT1 receptors in endothelium
intact rat aortae.These data indicates that 10-10° mM MLT exhibits cytotoxic effects through
MT1/MT2 receptors. Also MLT increased the intracellular Ca?* levels through MT1/MT2
receptors. MLT was increased intercellular Ca** concentration by MT1/MT2 receptors but
MTS3 receptor did not change intercellular Ca?* concentration. Due to the results that we got
from the total nitrite nitrate assays, MLT slightly decreased NO by using MT2 receptors.

Key Words: Melatonin, melatonin receptors, HUVEC, aortae, vasoreactivity, nitrik oksit,
calcium.
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GIRIS ve AMAC

Bagslica pineal bezde sentezlenen melatonin, serebral etkileri yaninda periferik
etkiler de gostermektedir (Wiswanathan ve ark., 1990). Melatonine ait periferik
etkiler okuler, immunolojik ve reproduktif sistemler (zerinde gOrildigi gibi
vaskuler sistemde de gorilmektedir ancak melatoninin vaskiler etkilerinin
degerlendirildigi detayli caligmalar kaudal arter ve serebral arter gibi belirli damar
yataklartyla sinirli kalmugtir.

Melatonin hticre igi etkilerini, sitozolik membranda yer alan G protein bagl
melatonin reseptorleri MT1 ve MT2 reseptori (zerinden gostermektedir.
Melatonin lipofilik yapisina bagh olarak hiicre i¢ine difiize oldugu durumlarda ise
retinoid Z receptor (RZR) ve retinoid acid receptor-related orphan receptor
(ROR) ailesinden olan niikleer reseptorler araciligiyla transkripsiyonel etkiler
ortaya ¢ikarmaktadir (Chowdhury ve ark., 2008). Melatonin ayrica, daha onceleri
MT3 reseptoOri olarak adlandirilmis olan ancak daha sonra bir ¢esit kinon rediktaz
oldugu anlagilan; kinon rediktaz Il (QR2) enzimine kofaktor olarak baglanir
(Slominski 2012). Gun iginde melatonin verildikten sonra vicudun distal
bolgelerinde vazodilatasyon olugmasi sebebiyle, viicut sicakligi diismektedir,
ayrica pinealektomi deneysel hipertansiyon olusmasina neden olmaktadir. Tam
olarak hangi reseptdrlerin melatonin ile olusan vaskiiler etkilere aracilik ettigi
arastirtlmasi gereken konulardan biridir (Pandi-Perumala ve ark., 2008).

Sican aortasinda MRNA ve protein diizeyinde yalniz MT1 reseptorinun
bulunmas: ve MT2 reseptorunin bulunmamasi, yine sigan aortasinda MT1
reseptoruniin protein diizeyinde yalniz Tunica aventida’da yani damar yataginda
en i¢ tabakada olan endotelde yogunlagmas: (Schepelmann ve ark., 2011)
sebebiyle ayrica MT1 selektif bir antagonistin bulunmadigi da disiiniilecek olursa
endoteli saglam sigan aortast melatoninin MT1 reseptOru Uzerinden meydana
getirdigi etkilerin degerlendirilmesi bakimindan ¢ok glzel bir model
olusturmaktadir. Bu amacla endoteli saglam sican aortasinda melatonin (10° M)
inkiibasyonu, potasyum Klorir (KCI), fenilefrin (Phe), asetilkolin (Ach) ve
sodyum nitro prussid (SNP) ile olusan yanitlar bakimindan kontrol ile
kiyaslanarak degerlendirilmistir. Melatoninin etkisi endotelsiz aortada gevseme
yanitlari bakimindan da arastirilmistir.  Endotelsiz  aortada, melatonin
inklibasyonundan sonra Ach ve SNP yanitlar1 kontrol ile kiyaslanmistir. Bu
deneylerde melatoninin etkisinin ortaya ¢ikmasinda rol oynamasi muhtemel
antioksidan etkileri bertaraf edip yalniz MT1 reseptorinin roliinl arastirmak
amaciyla, MT1 reseptor antagonisti luzindol ile ayni deneyler tekrarlanarak
sonuclar karsilagtirilmistir. Melatoninin etkisinin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol
oynadigimi diisiindiigiimiiz endotel tabaka iizerinde deney yapabilmek amaciyla
HUVEC hiicresi temin edilmistir. HUVEC hucreleri ile yaptigimiz arastirmalarda
melatonin; sitotoksisite, nitrik oksit (NO) miktarinin bir gostergesi olan total
nitrit/nitrat  miktar1 ve kalsiyum miktar1 bakimmdan degerlendirilmistir.
Melatoninin bu etkilerine hangi melatonin reseptdrlerinin aracilik ettigini bulmak
amaciyla melatoninin yani sra MT1/MT2 reseptor antagonisti luzindol; selektif
MT2 reseptor antagonisti 4P-PDOT; ve MT3 reseptor agonisti (veya QR2 enzim
ligand1) olan GR135531 (5-MCA-NAT) ile inkiibasyonlar yapilarak ayni deney
prosediirii tekrarlanmis ve sonuglar melatoninin tek bagina gosterdigi etki ile
kiyaslanmis ve hangi melatonin reseptorlerinin bu etkilerden sorumlu oldugu
gosterilmistir.



KAYNAK BILGISi

Melatoninin Kesfi
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Sekil 1. Melatoninin Kimyasal Yapis.. Kimyasal Olarak N-[2-(5-Metoksi-1H-indol-3-
il Etil]Ethanamid Olarak Adlandirilmaktadir (IUPAC), Kapah Formiilii
C13H16N2O, ve Molekiil Agirhigi 232.278 g/mol’diir (http-1)

1917°de McCord ve Allen isimli iki bilim cilt hastaliklarina c¢are olabilecegini
diistinerek sigir pineal bezinden elde ettikleri bir ekstreyi Rana pipiens
iribaglarinin bulundugu suya eklemis ve iribaslarin deri renklerinin agildigmi
gozlemlemislerdir (McCord ve Allen, 1917). Lerner ve ark., (1959) ise melatonini
sigir pineal bezinden izole etmis ve kurbaga derisinin parlamasina bu maddenin
neden oldugunu gostermislerdir. Ayni y1l melatoninin kimyasal bilesimi N-asetil-
5-metoksitripamin olarak aydmlatilmis ve bir a-melanosit stimule edici hormon
(a-MSH) antagonisti olarak davrandigi gosterilmistir (Lerner ve ark., 1960).
Melatoninin ilk 6nce tanimi “melanophore contracting hormon” olarak yapilmis
fakat daha sonra melatonin ismi; kurbaga derisindeki melanoforlarin beyaz
goriiniisiine neden oldugu i¢in “mela-" On eki ile, serotoninden tiiredigi igin -
tonin” son eki birlestirilerek olusturulmustur (Sener, 2010).

Karanh@in Hormonu: Melatonin

Karanligin hormonu olarak bilinen melatonin, sirkadien bir ritimde geceleri
yiiksek miktarda olacak sekilde pineal bezde sentezlenir (Dubocovich ve ark.,
2003). insan serum seviyeleri karanlikta 3,2 x10™° M, aydinlikta ise 8.2x 10™ M
civarindadir. Insanlar gibi diurnal (giindiiz aktif) canlilarda da, siganlar gibi
nokturnal (gece aktif) canlilarda da salgilanmasi karanlikta artar, 1518a maruziyette
azalir (Omroe ve ark., 1998).

Melatoninin yasayan sistemlerde ¢ok yaygin olusu, diinyadaki en primitif ve en
temel biyolojik sinyallerden biri oldugu fikrini uyandirmaktadir. Bakteriler, tek
hiicreliler, 6karyotlar, bitkilerin kok, govde, ¢icek ve tohum gibi farkli boliimleri
dahil canli organizmalara ait biitiin major taksonlarda tanimlanmustir. Insanlarda
baslica pineal bezde sentezlenen melatonin, c¢esitli hayvan tiirlerinin farkl
dokularinda; harderian bezinde, ekstraorbital lakrimal bezde, retinada, kemik
iliginde, plateletlerde, lenfositlerde, deride, gastrointestinal bdlgenin
enterokromafin hiicrelerinde ve safrada bulunur (Chowdhury ve ark., 2008).

Melatoninin karanlikta daha fazla salgilanmasi uyku ile baglantisin1 ortaya
koymaktadir. Uyku biitliin biyolojik prosesler arasinda en evrensel olanlardan
biridir ve canlilar arasinda biiyiik 6lgiide korunmustur. Drosophila melanogaster
ve Caenorhabditis elegans’dan insana kadar olan biitiin canlilar, en azindan
uykunun bir ¢esidini duyumsamaktadir. Bir organizmayi tamamen uykudan
yoksun birakmak son derece tehlikeli hatta 6liimciildiir. Uykunun canlilik i¢in
gerekli oldugu son derece kabul gordiigii halde pek az aydnlatilabilmis bir
durumdur (Mitchell, 2010). Uyku beynin bir¢cok bdlgesi arasindaki karmasik


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Melatonin2.svg

iletisimler ve ndromodiilatorler tarafindan diizenlenen bir biyolojik islemdir. Uyku
bozukluklari, saglik ve yasam kalitesi izerinde yikici etkiler gostermektedir. Uyku
bir¢ok diizenleyici sistem tarafindan siki sekilde diizenlendigi halde sekonder
kosullarin veya modern yasam bi¢iminin bir sonucu olarak uyku bozukluklar1
olusabilmektedir. Nitekim uyku sikayetleri, agridan sonra en fazla ila¢ arayigina
yonelten rahatsizliktir. Uyku bozukluklar1 olarak adlandirilan rahatsizliklar
uykuda gegirilen slireye dayanmaktadir; asir1 uykusuzluk (insomnia) veya asiri
uyku hali (narkolepsi). Bu durumlar bireyin islerligini veya konsantrasyon
gerektiren islevlerini yerine getirmesine engel olmaktadir. Isiga bagl olarak

uyarilan melatonin biyosentezi uyku uyaniklik ritmini diizenleyen en Onemli
faktordur (Mitchell, 2010).

Melatoninin kesfinden bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda, melatoninin sentezi ve
salgilanmasinda yer alan diizenleyici mekanizmalar, vertebralardaki o6zellikle
insanlardaki farkli viicut fonksiyonlarmnin diizenlenmesi iizerindeki etkilerinin
cesitli boyutlar1 iizerinde durulmustur. Ozellikle insanlarda olmak iizere farkli
canli tiirlerinde yapilan ¢aligmalar, melatoninin, yaglanmadan agresyona, kis
uykusundan sirkadien ritime, uykudan strese, doku yenilenmesinden serbest
radikallerin  yakalanmasma kadar olan bir¢ok fizyolojik fonksiyonun
senkronizasyonunda 6nemli rol oynadigmi gostermistir (Chowdhury ve ark.,
2008).

Pineal Bez (Epiphysis cerebri)

Melatoninin baslica sentezlendigi organ olan pineal bezin kesfi Isa’dan dnce
300’Li yillara dayanmaktadir. O donemde farkli isimler verilmis olan bu bez,
simdiki adin1 sekil olarak ¢am kozalagina (latince pinealis) benzemesinden dolay1
almistir. Rene Descartes pineal bezi ‘ruhun oturdugu koltuk’ olarak tanimlamis ve
akil ve bedenin baglant1 noktasi olarak diisiinmiis, cam kozalag1 seklinde heykeli
Vatikan’da yer bulmustur (http 2). Pineal bez bircok kaynakta Uglincti goz, akil
g0zl veya chakra olarak da adlandirilmistir (Reiter, 1981).

Pineal bez, neredeyse beynin ortasinda yer alan bir salgi bezi ve hemostatik
regulatordiir. Yapisal olarak kirmizi-gri renkte, yetigkinlerde yaklasik 150 mg
agirhikta, 8 mm boyunda ve pia mater ile ¢evrilidir, beyinin ii¢iincii odaciginin
(third ventricle) posterior kismida yer alan, corpus callosum’un arka bitis
kisminda bulunan bir organdir (Sekil 1; Standring ve ark., 2008; Palaoglu, 1998).
Cokca kan damariyla gevrili olan pineal bez, bdbrekten sonra ikinci en fazla
kanlanan organdir (Palaoglu, 1998; Standring ve ark., 2008). Pineal bezin yas ile
birlikte kalsifikasyona ugramasi sik karsilasilan bir durumdur. insanlarda pineal
bezin kalsifikasyonu erken yaslarda baslayabilir ve yas ilerledik¢e artar. 30’lu
yaslarda %70°den fazla oranda kalsifiye olmus durumdadir (Reiter, 1985). Insan
Oomriiniin ikinci on yilinda pineal bezin ekstraseliiler matriksinde olusan kalkerik
depolar ‘beyin kumu’ (acervilus cerebri) olarak adlandirilir (Standring ve ark.,
2008; Kus ve ark., 2002). Insanda pineal bezin kalsifikasyonu arttikca,
fonksiyonel pinealosit sayis1 diismekte, pineal bezin melatonin (retebilme
kapasitesi azalmakta, giin i¢i yorgunluk ve uyku bozukluklar1 artmaktadir (Kunz
ve ark., 1999).
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Sekil 2. Pineal Bezin Serebral Konumu (Standring, 2008)

Melatonin Biyosentezi ve Norepinefrin ile Baglantis1

Vicutta baslica pineal bezde sentezlenen melatonin 1s1ga bagl olarak dalgalanan
bir salim ritmi gosterir. Bu hormonun pineal bez disinda, retinada bulunan
noroendokrin htcrelerinde, harderian bezlerinde, gastrointestinal bdlgede ve
pankreasda sentezlendigini gosteren ¢aligmalar da bulunmaktadir (Espino ve ark.,
2002).

Pineal bezde yer alan, postganglionik adrenerjik sinir ug¢larmdaki en Gnemli
norotransmitter norepinefrin’dir. Gun icinde, 1s1ga maruziyette nucleus
suprachiasmaticus pineal beze ulasan sinir uglarindan norepinefrin salinimini
etkin olarak durdurur (Kus ve Sarsilmaz, 2002). Karanlikta ise sinir uglarindan
norepinefrin salinim1 baglar. Norepinefrin, pinealosit membranindaki B adrenerjik
reseptorleri uyarwr. B adrenerjik reseptorlerin uyarilmasi ile dnce adenilat siklaz
aktive olur ve CAMP miktari artar. Daha sonra AA-NAT ve dolayisiyla melatonin
sentezi artar. Aydmlikta ise CAMP ve AA-NAT diizeylerinde hizli bir azalma
gbzlenir. Pinealosit membraninda NE baslica  adrenerjik reseptorler iizerinden
etki etse de, a-adrenerjik reseptorler de B adrenerjik reseptorlerin uyarimini
artirarak NE’in etkisini potansiyelize eder (Kus ve Sarsilmaz, 2002).

Melatonin biyosentezi sirasinda bir aminoasit olan triptofan iki basamakta
serotonine  (5-hidroksitriptamin, 5-HT) c¢evrilir, daha sonra melatonin
biyosentezinde hiz kisitlayici basamak olan arilalkilamin N-asetiltransferaz (AA-
NAT) araciligiyla asetillenir ve olusan N-asetilserotonin, hidroksiindol-O-
metiltransferaz (HIOMT) ile melatonine doniistiiriiliir (Sekil 3) (Espino ve ark.,
2011).

NE’in uzun zaman genel uyaniklik ile ilgili rolii bilinirken, artik uyku
farmakolojisinde de 6nemli bir rolii oldugu goriilmektedir (Mitchell, 2010). Pineal
bezde yer alan pinealositlerin membraninda bulunan beta ve alfa reseptorler NE
araciligiyla uyarilmakta, daha sonra AANAT ve HIOMT enzimleri aktive olmakta
ve melatonin sentezini baslatmaktadir (Chowdhury ve ark., 2008). Norepinefrin
(NE) bir ndrotransmiter olarak uyaniklik sisteminde yer alsa da uykuyu yada
uyanikligi artiran bir¢ok ilacin etkinligini degistirir. Amfetamin gibi uyaniklig:
destekleyen ilaglar ekstraselller NE seviyesini ve uyanikligi artiran yolak boyunca



iletimi artirir. Benzodiazepin ve benzodiazepin benzeri uykuyu artiran GABAerjik
droglar ise daha spesifik olarak benzodiazepin reseptorlerine etki ederek
GABA’nin aktivitesini artirir ki bu da NE transmisyonunu ve uyaniklig1 artiran
yolag1 inhibe eder. NE pinealositler {iizerinden uykuyu artirict 6zellik
gostermektedir. Histaminlerin uyaniklig1 artirict  etkileri antihistaminikler
tarafindan bloke olur. Dolayisiyla histamin NE ile birbirlerine ters sinyaller
gondermektedir. NE sinyalini etkileyen bircok antidepresan ilag uykusuzluk
tedavisinde de kullanilmaktadir. Melatonin ve benzeri bilesikler de NE uyarimi
araciligiyla beyinde bulunan uyaniklik islevini yerine getiren ndronlarmin
aktivitesini baskilar ve uykuyu artiran bir rol oynar (Mitchell, 2010).
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Sekil 3. Pineal Bezde Melatonin Sentez Yolag (Reiter, 1998)

Melatoninin Biyoeliminasyonu

1. Klasik hepatik yikim yolagi olan ve CYP P4so enzimleri CYP1ai, CYP1a, ve
CYPig1 ile melatoninin 6-hidroksimelatonine doniismesidir. Bu iiriin de siilfat
veya glukiironid baglandiktan sonra iire igine atilir. Karacigerde melatonin
demetilasyon yapan CYP2ci9 ve CYP1a enzimleriyle N-asetilseratonine de
dontstiiriilebilir .

2. Alternatif indolik yolak kullanilarak 5-metoksiindol asetik asit (5-MIAA) veya
5-metoksitriptofol (5-MTOL) olusumu gergeklesir.

3. Kinurik yolak kullanilarak NZ1-asetil-N2-formil-5-metoksikinuramin (AFMK)
olusumu gerceklesir (Slominski ve ark., 2012). Melatoninin yikim iiriinleri
serum melatonin miktarinin bir gdstergesi olarak kabul edilmektedir.

Melatonininin Fizyolojik Sistemlere Etkisi

Birgok c¢alisma sonucunda elde edilen bilgiler melatoninin merkezi sinir
sisteminin birgok bdlgesinde fizyolojik aktiviteyi etkiledigini gostermektedir.
Bunlar suprachiasmic nucleus (SCN), hipokampils, dopaminerjik yolaklar,
prefrontal korteks ve serebellumdur. Burda goriilen etkileri G protein bagh
membran reseptorleri MT1 ve MT2 aracilifiyla ortaya ¢ikmaktadir. MT1 ve MT2
reseptorlerinin  SCN, hipokampis ve bu bdolgelerdeki fizyolojik aktiviteleri



uykunun diizenlenmesini, sirkadien ritimlerin olugmasini ve belki hafizay1 takviye
eden etkilerini i¢ine almaktadir. Alzheimer hastaliginda beyinde MT1 veya MT2
reseptorlerinin ekspresyonundaki degisiklikler, bu norodejeneratif bozuklugun
patogeneziyle iligkili olabilir ancak bu hipotez daha fazla klinik ve fizyolojik
caligmayla desteklenmelidir. Mezolimbik dopaminerjik sistemde melatonine bagl
reseptor aracii cAMP {izerinde olusan etki bagimlilik davranislarinin
dizenlenmesinde yer alabilir. Melatonin reseptorlerinin parkinsonizm ve
depresyondaki fizyopatolojik Onemi arastirma konularindan biridir (Pandi-
Perumala ve ark., 2008).

Gozde MTI1 reseptorleri fototransdiiksiyonda rol oynamaktadir. Fonksiyonel
melatonin reseptorlerinin gézde yaygin olarak dagilmis olmasi, melatoninin
okiiler gelisim, akéz hiimdr sekresyonu ve daha ileri seviyede glokomdaki
onemine isaret etmektedir (Pandi-Perumala ve ark., 2008).

Her iki melatonin reseptori hem saglikli insan koroner damarlarinda hem de kalp
hastaligi olan hastalarin koroner damarlarinda bulunmaktadir. Buna ilaveten
periferik damar yataklarinda da bulunur, insanlarda melatonin kan basincini
diigiiriici etkilere aracilik ettigi diisiinilmektdir fakat bu konu aydinlatiimay1
beklemektedir (Pandi-Perumala ve ark., 2008).

Meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7), melatonin ile gorulen onkostatik etkilere
MT1, MT2 ve RORa reseptorleri aracilik etmekte ayrica melatonin ile gézlenen in
vivo immunomodulator ve antioksidan etkiler antikanser etkiyi pekistirmektedir.
Melatoninin prostat kanserinde onkostatik etkilerinin oldugu one siiriilmiistiir.
Melatonin androjen reseptorleri ile ortaya ¢ikan etkileri, hiicre ¢ekirdeginden bu
reseptorleri uzaklastirarak gostermektedir (Pandi-Perumala ve ark., 2008).

Melatoninin baglandigi membran ve ¢ekirdek reseptorlerinin hepsi hiicresel ve
hiimoral immiin sistem i¢inde yer almaktadir. Melatonin lenfo-monositlerde IL-2
ve inflamatuar sitokin iiretimini melatonin reseptdrleri araciligiyla artirmakta, bu
yolak melatonine bagli onkostatik etkilerde de yer almaktadir (Pandi-Perumala ve
ark., 2008).

Melatonerjik reseptorlerinin insan derisinde dagilimi deriyi koruyucu bir rol
istlenmektedir. Bazi veriler melatonin reseptorlerinin melanoma ve sag
blylimesini kontrol ettigini gostermektedir (Pandi-Perumala ve ark., 2008).

Melatonerjik sistemde gorilen disfonksiyonlarin, eriskinlerde Alzheimer,
parkinson, glokom, depresyon, meme ve prostat kanseri, hepatoma, melanoma ve
hipertansiyon gibi bircok rahatsizligin olugsmasina katki saglayabilir (Pandi-
Perumala ve ark., 2008).

Bu hormon biyolojik ritimlerin olusmasma yardimci olur, terapotik
konsantrasyonlarda uyku bozukluklar1 ve jetlag gibi durumlarin onarilmasinda,
korlik ve vardiyali calisanlarda goriilen sirkadian ritim senkronizasyon
bozukluklarini diizelmek amaciyla, kanser gelisimini onleyen etkileri dolayisiyla
kanser tedavisine ek olarak, Alzheimer’m ve diger nérodejeneratif bozukluklarin
ilerlemesini engellemek amaciyla kullanilmaktadir (Kostoglou-Athanassiou,
2013).
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Sekil 4: Melatonin ile Olusan Hiicre I¢ci Cevaplar (Carlberg, 2006)

Melatoninin biyolojik fonksiyonlarini ve muhtemel kullanim alanlarini tespit i¢in
yapilmig arastirmalar temelde hiicre i¢cinde meydana gelen degisiklikler
neticesinde ortaya ¢ikmaktadir. Bunun i¢in melatoninin hiicre i¢i sinyal yolagini
aktive eden mekanizmada rol oynayan MT1 ve MT2 melatonin reseptorlerine,
ayrica lipofilik bir molekiil olarak hiicre i¢ine dogrudan girdikten sonra
baglanabilecegi kinon rediiktaz II enzimine ve ROR/RZR ¢ekirdek reseptorlerine
deginilmistir.

Melatonine Ait Antioksidan Ozellikler ve MT3 Reseptorii (Kinon Rediiktaz 2)

Melatoninin lipit ¢oziniirliigi yiiksek, suda ¢oziniirliigii disiiktiir. Melatonin
lipofilik bir molekiil olarak biitiin hiicrelere, dokulara ve organlara girebildigi i¢in
oksidatif stres durumunda reseptorden bagimsiz ve hormonal olmayan serbest
radikal yakalayici etkiler de gostermektedir (Chowdhury ve ark., 2008).

Melatonin hiicre i¢ine hizlica niifuz ederek, lipopolisakkarit (LPS) ile olusturulan
genetik hasardan DNA’y1r korumaktadir. Malondialdehit (MDA) ve 4-
hidroksialkenal (4-HDA) ve membran lipid peroksidasyon metabolitlerini
azaltarak, lipoperoksidatif hasara karsi koruyucu oOzellik gosterdigi iskemi
reperflizyon ¢aligmalariyla ortaya konmugstur (Ortiz ve ark., 2008).

Melatonine oksijen radikallerinin varliginda transfer olan bir elektronla indolil
katyon olusur ve metaboliti kinuramine doniisiir. LPS, paraquat ve diquat
verilmeden Once melatonin uygulamasinin karaciger hasarma karst koruyucu
oldugu, ayrica lipid peroksidasyonuna neden olan karbon tetraklorid (CCls)’in
etkisini onledigi in vivo olarak, rat beyin homojenizatlarina melatonin varliginda
kainat ve hidrojenperoksid verildiginde lipid hasarinin azaldigi in vitro olarak
goriilmiistiir. Melatoninin  bu etkisi konsantrasyon bagimli olarak ortaya
cikmaktadir (Ortiz ve ark., 2008).

Melatoninin lipid peroksidasyonunu Onlerken ortaya koydugu bazi karakteristik
ozellikler soyle siralanabilir:

1) Yagda ¢oziintirligi yiiksektir

2) Lipid peroksidasyonunu baslatabilecek diizeydeki OH radikallerini yakalar



3) Vitamin E ve C gibi antioksidanlarm etkinligini artirir

4) Singlet reaktif oksijeni ve peroksil radikallerini yakalayabilir

5) Glutatyon peroksidaz ve superoksit dismutaz aktivitesini artirir.

6) Baz1 diger durumlarda da melatoninin ndroprotektif etkileri gdriilmiistiir:
a)Hiperbarik oksijene maruziyetin oksidatif etkilerinde
b)Gegici serebral iskemi reperfiizyon durumlarinda
c)Morfolojik bariyerlerden ve subseluler komponentlerden kolayca
penetrasyonu saglamasi dolayisiyla
d)Siganlarda etanol, indometazin ve asetik asit ile olusturulan
gastrointestinal lezyonlarda
e)MPTP ile olusturulan hipokampus ve striatum lezyonlarinda.

Ayrica serumda bulunan melatonin seviyelesinin diismesine neden olan
pinealektomi, yaslilikta goriilen mikrozomal membran sertlesmesini artirmaktadir
(Ortiz ve ark., 2008). Gece 1s18a maruziyet sonucu melatonin seviyelerinin
azalmasma bagli olarak yaslilik belirtilerinin olusmasi, melatoninin anti-aging
Ozellik gosterdigini diistindiirmektedir (Carlberg, 2006).

Melatonin uygulamasindan sonra STZ verilmesi sicanlarda diabet olusumunu
onlememistir. Diabet olusumu saglikli kontrollere gore, sicanlarda serum GFAP
ve S-100B degerlerini artirr. Melatonin  uygulamasi diabetik si¢anlarin
serebellum, korteks ve hipokampuslerindeki GFAP ve S-100B degerlerindeki
artig1 azaltmistir. Bu sonuglar melatoninin diabette artan oksidatif strese bagli
etkileri engelledigini gostermektedir (Baydas ve ark., 2003a ve 2003b). Melatonin
STZ ile diabet olusturulduktan sonra artan plazma TBARS (lipit peroksidasyonu
icin bir belirteg) ve total sialik asit seviyeleri geri ¢evirmistir (Gorgiin ve ark.,
2002).

Melatonin ve onun preklrséri olan N-asetilserotoninin in vivo ve in vitro
caligmalarda demir ve LPS ile induklenen lipit peroksidasyonunu sican ve
farelerde azalttig1 gosterilmistir, ayrica bu etkiler melatonin antagonistleri olan
luzindol (yarigmalt MT1/MT2 antagonisti), DH 97 (MT2 antagonisti), prazosin
(MT3 antagonisti), and 4P-PDOT (MT2 antagonisti) varliginda tekrarlanmis ve
MDA seviyeleri degismedigi ortaya konmustur dolayisiyla melatonin ile goriilen
antioksidan etkiler melatonin reseptorlerine bagli olmadigi sonucuna ulasilmistir.
Ancak ilging olarak luzindol tek basma, 50 M konsantrasyonda demirle
olusturulan MDA seviyesini %80, LPS ile olusturulan MDA seviyesini %85
azaltmigtir. 800 M konsantrasyonda ise lipit peroksidasyonunu, MDA seviyesini
kontrol grubundaki miktara ¢ekerek dnlemistir. (Requintina ve Oxenkrug, 2007).

Melatoninin oksijen ve nitrojen kokenli radikalleri yakaladigina dair ¢ok fazla
kanit bulunmaktadir. Ayrica SOD ve GSH-Px gibi antioksidan 0Ozellikteki
enzimleri desteklemektedir. Melatoninin vitamin E ve sarimsak yagimdan daha iyi
antioksidan ozellikler gosterdigi bulunmustur. Hiperglisemik kosullarm olustugu
inflamatuar durumlarda, hticrenin kaderini belirlemede ONOO™ 6nemli rol
oynamaktadir. NO ve .O; bir kere ONOO' radikali olusturmak f{izere birlestiginde
vitamin E, vitamin C veya diger geleneksel antioksidan maddelerle yok edilmesi
miimkiin  olmamaktadir. Melatonin ve  metabolitlerinin ise  bilinen
antioksidanlardan farkli olarak iNOS inhibisyonu yapan ve ONOO" yakalayan
ozellikte oldugu gorilmiistiir. Merkaptoetilguanidin ve ebselen gibi molekiillerin
deneysel olarak iNOS baskilayict ve ONOO™ yakalayici 6zellikleri gosterilse de
melatoninden  farkli olarak insanda kullanilamamaktadir. Melatoninin



inflamasyonu TBF-a ve IL-1 gibi transkripsiyon faktorlerini bloke ederek de
hafiflettigi gosterilmistir (Korkmaz ve ark., 2008).

Melatoninin antioksidan 6zellik gostermesinin aydinlatilan sebeplerinden biri
QR2 enzimidir. Melatoninin sitozolik baglanma bdlgesi onceleri MT3 reseptorii
olarak adlandirilmig fakat daha sonra bu yapmin bir reseptérden ¢ok enzim
ozelligi gosterdigi goriilmiis ve kinin rediiktaz 2 enzimi (QR2, EC 1.6.99.2 daha
sonra EC kodu EC 1.6.5.2) olarak adlandirilmistir (Nosjean ve ark., 2000). Kinin
redilktaz 2; kininlere elektron transferini Onleyerek okdsidatif strese karsi
koruyucu 0zellik gosteren bir rediiktazdir. Melatonin ise bu enzimin kosubsturati
olarak diisiiniilmektedir. Melatonin kosubstrat baglanma bdlgesine baglandiktan
sonra enzimin kofaktort olan flavin adenin dinukleotid’e (FAD) bir elektron
vererek N1-asetil-N2-formil-5-metoksikiniramin ve/veya 3-hidroksimelatonine
doniisiir. QR2 detoksifiyan ve antioksidan bir enzim olarak diisiiniilmekte ve
kosubsturat mevcudiyetine bagli olarak davranisi degismektedir. Melatonin
viicutta sentezlenen fakat aydmnlik/karanlik, genglik/yashlik, hastalik/saglik
durumuna bagl olarak miktar1 degisen bir molekiildiir. Dolayisiyla degisen
melatonin miktart QR2 enziminin aktivitesini etkilemektedir .

Melatoninin Baglandigi Cekirdek Reseptorleri: RZR/RORa, RZR [

Melatonin ayrica retinoid baglantili niikleer hormon reseptorleri (RZR/RORa,
RZR B)’nin de ligandidir.

Melatonin birbirine ¢ok benzeyen iki niikleer reseptor olan RZR/RORa and
RZRp’e baglanir ve onlar1 aktive eder. Bu nlkleer reseptor slperailesi bugin
sirastyla NR1F1 ve NRI1F2 adiyla da anilmaktadir. Niikleer reseptorler gen
transkripsiyonunu, ‘cevap elementleri’ adi verilen hedef genlerinin promoter
bolgelerinde yer alan 6zel DNA dizilerine baglanarak diizenlerler. Bu ytizden her
bir nlkleer reseptore ait cevap elementinin karakterize edilmesi 6nemli bilgiler
elde edilmesini saglar. NuUkleer reseptorler superailesi iginde RZR/RORa ve
RZRB; DNA’ya monomer olarak baglanan az sayidaki reseptorden ikisidir
(Carlberg, 2006). (Baz1 kaynaklar dimer halinde de baglandigin1 gostermektedir).
Serumda yer alan bilesiklerin bir sekilde RZR/ROR’u etkiledigi bilinmektedir.
RZR/ROR’a ait yapisal aktivitenin diisiik oldugu durumlarda bir tiazolidindion
olan CGP52608 (1-[3-allil-4-okso-tiazolidin-2-iliden]-4-metil-
tiosemikarbazon)’un nanomolar konsantrasyonlarda RZR/RORa’y1 aktive ettigi
goriilmiistiir. Tiazolidindionlar gibi melatonin de nanomolar konsantrasyonlarda
RZR/RORa ve RZR B’y1 aktive etmektedir (Carlberg, 2006). Melatonin ile insulin
arasinda bir antagonizma oldugu da goriilmektedir (Peschke ve ark., 2007;
Peschke ve ark., 2010; Perschke ve ark., 2011).

Melatonine bagli gorilen antikanser ve antiproliferatif etkilerin bu reseptorler
araciligiyla ortaya ¢iktigina dair kamitlar bulunmaktadir (Carlberg, 2006). Ornegin
melatoninin antikanser etkisi, RZR/RORa antagonisiti ile bloke edilebilmektedir
(Winczyk ve ark., 2002).

ROR a, B ve v steriod hormon reseptorleri stiperailesine mensuptur.

RORa: Serebellumun gelisimi 6zellikle purkinje liflerinin farklilagmasi ve graniil
hiicre progenitdrlerinin proliferasyonu diizenlemektedir. Ayrica kemik dokusunun
devamliliginin saglanmasinda etkili oldugu belirtilmektedir. RORa eksik farelerin
aterosikleroza daha yatkin oldugu goriilmiistiir.



RORy: Lenf nodlarmin organogenezinde gereklidir ve lenfoid doku indiikleyici
(Lti) hiicrelerinin devamlilig1 ve rejenerasyonunda kilit rol oynamaktadir.

ROR reseptOrlerinin sirkadien ritime uygun olarak ekspresyonlarmin dalgalandig:
gorulmektedir. RORD yoksun farelerde sirkadien ritimin degistigi goriilmektedir.

RORy yoksun farelerde allerjen ile hava yolu inflamasyonu olusma ihtimali
azalmaktadir.

RORo yoksun farelerde ise lipopolisakkaritlere verilen inflamasyon cevabi
uzamistir.

RORa’ya kolestrol ve turevleri agonist gibi davranmakta, bazi retinoidler ise
RORP ve RORy’ye parsiyel antagonist gibi davranmaktadir (Jetten, 2004).

Melatonin Reseptorleri: MT1 ve MT2

Melatonine spesifik ve hiicre membraninda yer alan reseptérler MT1 ve MT2
olarak adlandirilmaktadir. MT1 ve MT?2 reseptorlerinin spesifik, yiksek afiniteli,
pertussin toksinine duyarli, Gi proteinine bagh yedi transmembranal segmentli
reseptorler oldugu gosterilmistir (Peschke ve ark., 2008). Memelilerde G protein
bagli melatonin reseptor alttipi olan MT1 ve MT2 klonlanmis ve karakterize
edilmistir. **I-melatonine karsi, insan MT2 reseptorii (Kq=160pmol/l), MT1
reseptorine (Ky=20-40 pmol/l) goére daha az afinite gostermektedir fakat
baglanma karakteristikleri genellikle benzerdir Ornegin ikisinde de agonist
baglanmast GTP duyarlidir. MT1 ve MT?2 reseptorleri tek tek veya birlikte viicutta
bir ¢ok dokuda bulunmaktadir. Fonksiyonel MT1 reseptorleri santral sinir
sisteminde, serebellumda, hipokampuste, santral dopaminerjik yolaklarda,
venlerde, testiste, meme bezinde, koroner damarlarda, aortada, karacigerde,
bobrekte, idrar torbasinda, deride ve bagisiklik sisteminde bulunurken, MT2
reseptorlerinin  dagilimi daha smrrhdir ve ozellikle beyinde yaygin olarak
bulunmaktadir, yine de akcigerde, kalpte, aortik ve koroner dokuda,
miyometriumda ve granulosa hicrelerinde, dudenumda ve adipozitlerde
bulunmaktadir. MT3 reseptorii yani kinin reduktaz 2 ise akcigerde, karacigerde,
beyinde, kalpte, bobrekte ve kahverengi yag dokusunda ve gozde bulunmaktadir
(Pandi-Perumala ve ark., 2008).

Yiiksek afiniteli MT1 ve MT2 reseptorleri pertussis toksinine duyarli G
proteinlere baglidir ve adenilil siklaz aktivitesini inhibe ederler. Yanlizca %60
oraninda aminoasit benzerligi gosteren ve farkli kromozomlardan kodlanan
reseptorlerdir. Bu reseptorler sirastyla 350 ve 362 aminoasit uzunlugundadir ve
hesaplanan molekiiler agirliklar1 39-40 kDa kadardir. MT1 ve MT2 reseptorlerinin
N terminallerinde sirasiyla iki ve bir potansiyel glikozilasyon bdlgeleri bulunur.
Aminoasit diziligleri ve protein-protein etkilesimleri incelendiginde ligand
algilamak i¢in farkli baglanma bolgelerinin olusmasina neden olan farkli yapisal
Ozellikler gosterdikleri gorilmektedir (Dubocovich ve ark., 2003).

Melatonin reseptorlerinin karakterlerinin tespit edilebilmesi igin bu reseptdre ait
ligandlarin  ve radyoligandlarin  farmakolojik  &zelliklerinin  bilinmesi
gerekmektedir. Ligand etkinligi; reseptoriin bulundugu hiicrede meydana getirdigi
degisiklikler olarak tanimlanabilir. Ligandlar etkinliklerine gore smiflandirilirlar
1) tam positif etkinlik gostererek hiicre i¢i cevaba yol acan agonistler 2) sifir
etkinlige sahip ve hiicre i¢i cevap olusturmayan nétr antagonist 3) agonistin
tersine, negatif etkinlik olusturan ters (inverse) agonistler. Ornegin istirahat
durumunda bir agonist radyoaktif G proteinlerine GTP baglanmasini artirirken
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inverse agonist ve antagonist GTP baglanmasini degistirmez, fakat yapisal olarak
aktif sistemde agonist GTP baglanmasini artirirken, antagonist GTP baglanmasini
degistirmez, inverse agonist ise GTP baglanmasini azaltir (Dobocovich ve ark.,
2003; Sekil 4)

A. lstirahat halinde B. Yapisal olarak aktif sistem
- i 1504
u A
: :
n 9 . .
N : i i Parsiyel agonist
8 Parsiyel agonist !
A
0= 100-
8 R 0= Antagonist
En qnoH a3
£ 2 Antagoni £EX3
" agonist f A
E ~ Ters agonist 8 Parsiyel ters agonist
0 B
- (L]
,,,5' 5. Ters agonist
w-12 -:EI -;i -I3 12 'g _'5 _'3
Log drag (M Log drag (M)
Sekil 5: Yapisal Aktivite Uzerindeki Ligand Etkinligi. Sematik Olarak G Proteinlerine

¥S.GTP-Gama-S Baglanmas1  Gosterilmistir. A. istirahat Halindeki
Sistemlerde B. Uzerinde Cahsilan Reseptoriin Yapisal Olarak Aktif Oldugu
Sistemlerde Ters Agonist ve Parsiyel Ters Agonistler Radyoaktif GTP
Baglanmasim1 Denge Durumundan Asagiya Cekerek Reseptdrden Radyoaktif
GTP’nin Ayrilmasina Neden Olur (Dubocovich ve Ark., 2003).

Melatoninin ligand olarak etkinliginin belirlendigi in vitro farmakolojik dlgtumler,
retinadan  kalsiyum bagimli  dopamin salimi, amfibiotiklerden deri
melanoforlarinda pigment birikiminin 6lgiilmesi, beyin kesitlerinde sirkadian
ritimdeki noronal ateslemelerin faz kaymalari, GTP-degisimi Olgiimleri,
radyoaktif GTP nin G proteinlere baglanmas1 seklinde siralanabilir (Dubocovich
ve ark., 2003).

Melatonin ~ ve luzindol MT1 ve MT2’ye selektivite bakimindan
degerlendirildiginde, luzindolin K; MT1 /K; MT2 selektivite oran1 15 ila 26
arasinda, melatoninin K; MT1 / K; MT2 selektivite oraninin 4,9 civarinda oldugu
gorulmektedir. Selektivite bir ilacin ayn1 siniftan bir reseptore digerine gore daha
fazla afiniteyle baglanmasidir ve bir reseptorle digeri arasindaki fark ortaya
konmak istendiginde o reseptore selektif ligand veya antagonist secilir. Bir ligand,
oran olarak bir reseptore digerinden 100 veya daha fazla kat afiniteyle
baglaniyorsa o ligand selektif kabul edilir. Ornegin 4P-PDOT MT2 reseptoriine
selektiftir cunki K; MT1 / K; MT2 selektivite orant 300 ila 1500 arasindadir
(Dubocovich ve ark., 2003). Bu tezde melatonin reseptorlerinin vazoreaktif
yanitlara etkisi degerlendirilirken melatonin ve luzindol kiyaslanmigtir. Sigan
aortasinda yalniz MT1 reseptorii varligi gosterildiginden aorta deneylerinde 4P-
PDOT kullanilmamis (Schepelmann ve ark., 2011) ancak HUVEC ile yaptigimiz
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hicre kiltirt deneylerinde luzindoliin yani sira 4P-PDOT da kullanilarak MT2
reseptoriiniin etkinligi degerlendirilmeye ¢aligilmistur.

A. CHO hiicre membran B. COS-7 hiicrelerinde
¥ insan MT1 reseptdrii
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c oy 100 e oW |
o LUZINDOLE L E :1\ \ & 6-Cl4delatonin
oE § \ VS
[T} [i[i] ..q.,:' v mzsa, - . [ Yo
E E ™ E -E E Mthlﬂ.l!‘l: |\ i;‘
B M L, § ¢ - 8:MPDOT
.3*? g 22 5 |4 s
! . [=] f@ I
= E .i“_n »
8 o = « H |
— MT, o
o ,E - . E\I,
~ 520098 H\\j,
s :-'lb Ki=21.5 - ol \_3_ \.\"‘\ﬁ
w08 & ® 42 40 8 6 &
K S EEROOEEIN) LOG [ inhibitar] (M)
C. CO5-7 hiicrelerinde D. CHO hiicre membram
insan MTz2 reseptdrii N
1005 SO0
x
8-M PDOT r\[j
c / £ . 4PPDOT
e e
=]
‘r_% y S2008 ;3 5 100-—0;}/...-.-..5;.,__3.__‘3
a v
EE 5 8-ClMelatonin EE kY
o & - = "
2 g 2 M
6 - L 50 i
- Melatonin by MT > 1
. .
ols %
2 o & b L L, S
LOG[ inhibitsr 1(M) w10 5 %
Log[4PPDOT](M}
Sekil 6. Radyoaktif Iyodomelatonin Baglanmasim Azaltan Ligand Aktiviteleri A.

Luzindoliin Rekombinant insan MT1 veya MT2 Reseptorii Eksprese Eden
CHO (Chienese Hamster Ovary) Hicrelerinde MT1 ve MT2 Reseptorlerine
Baglanma Sirasinda 2-(*’I) iyodomelatonini Kovma Yiizdeleri, B. ve C. Cesitli
Antagonistlerin Rekombinant insan MT1 veya MT2 Reseptorii Eksprese Eden
COS-7 Hicrelerinde 2-(**I) iyodomelatonini Kovma Yiizdeleri, D. 4P-
PDOT’un Rekombinant insan MT1 veya MT2 Reseptorii Eksprese Eden CHO
Hiicrelerinde MT1 ve MT2 Reseptorlerine Baglanma Sirasinda 2-(*°l)
Iyodomelatonini Kovma Yiizdeleri (Dubocovich ve ark., 2003).

Melatonin reseptorlerine ait sinyal iletim yolaklari rekombinant MT1 ve MT2
reseptorleri sentezleyen memeli hiicrelerinde ortaya konmustur.

MT1 reseptorleri hem pertussis toksinine duyarli hem de pertussis toksinine
duyarli olmayan yolaklarla bir¢ok hiicre i¢i cevap olusturur. MT1 reseptorii
uyarildiginda G; (Gj; ve Gis) proteinleri vasitasiyla forskolinle uyarilan cAMP
olusumu, protein kinaz A aktivitesi ve CAMP cevap elementinin (CREB)
fosforilasyonu baskilanir. MT1 ayrica G4 proteinleri vasitasiyla fosfotidil inositol
dongiisiinii ve hiicre i¢i kalsiyumu artirir. Ayrica MT1 reseptoriiniin aktivasyonu
hem pertussis toksnine duyarli (Gj) hem de duyarli olmayan (Gs, G, ve Gis)
proteinler araciligiyla c-jun N-terminal kinaz aktivitesini artirir. Bunun disinda
MTI1 reseptorlerinin aktivasyonu, bu reseptore bagli beta-gama alt biriminin
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ayrilmasi yoluyla prostaglandin F», ve ATP aracili fosfolipaz C stimiilasyonunu
artirir. MT1 reseptorii G-protein bagli igeri dogru diizeltici potasyum kanalindan
(GIRK) potasyum tasinmasini artirir. [laveten MT1 aktivasyonu MEK;., ve ERK.
2 fosforilasyonunu ve fosfoinosit hidrolizini artirir (Dubocovich ve ark., 2003).

Memeli hicrelerinde sentezlenen rekombinant MT2 aktivasyonu ise forskolin ile
uyarilan cAMP olusumunu ve cGMP birikimini baskilar, fosfoinosit hidrolizini
artirir. Insan MT2 reseptorii sentezleyen COS-7 hiicrelerinde melatonin pertusis
toksinine duyarl (G;) ve duyarsiz (Gig) proteinleri araciligiyla c-Jun N-terminal
kinazi uyarrr. MT1 knockout fare merkezi sinir sisteminde CREB
fosforilasyonunun inhibisyonunun MT2 reseptorleri aracilifiyla olustugu
goriilmiistiir fakat mekanizma tam olarak aydmlatilamamistir (Dubocovich ve
ark., 2003).

K Ca

vDCC

&)

PEA ——3 Raf-1or Raf B
1 O le

1 /_i.* MEK1/2 ERK1/2

CREB P-CREB
Ca 2+
MLT
B
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Cvclase
ATP %
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s I X
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Protein kinase (gt
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Sekil 7. MT1 ve MT2 Melatonin Reseptorleri ile Aktive Edildigi Diisiiniilen Sinyal
Yolaklari, A: G; And Gg1 ile Bagh MT1 Melatonin Reseptorlerine Ait Coklu
Sinyal Yolaklari, B: MT2 Melatonin Reseptor Aktivasyonu ile Harekete Gegen
Sinyal Yolaklar: (Dubocovich ve ark., 2003)
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Cizelge 1.  Melatonin Reseptorleri, Agonist ve Antagonistleri ve Sinyal fletim Yolaklar
(Omar ve ark., 2010)
Gunumuzdeki ismi MT1 MT2 MT3?
Onceden kullamlan ismi Mella Mellb ML2
ML1A ML1B
MELLA MEL1B
Yapaisal bilgi 350 aa (insan) 363aa (insan) Bilinmiyor

Tam agonistler

Melatonin (M5250),

Melatonin (M5250),

2-Iyodomelatonin (11899),

2-Iyodomelatonin (11899),

2-Iyodomelatonin (11899),

6-Kloromelatonin (C0331),

N-propionil melatonin,

N-propionil melatonin,

Melatonin (M5250),

N-butanoil melatonin,

N-butanoil melatonin,

N-Asetilserotonin (A1824),

6-Kloromelatonin (C0331)

6-Kloromelatonin (C0331)

B-MCA-NAT (GR135531)

2-Metil-6,7-
dikloromelatonin,

2-Metil-6,7-
dikloromelatonin,

S20098, GR 196429, 8M-
PDOT,

S20098, GR 196429, 8M-
PDOT,

(-)-AMMTC, $26131

(-)-AMMTC, 11K7 (15531)

Parsiyel agonistler

5-Metoksiluzindol,

5-Metoksiluzindol,

Bilinmiyor

N-asetiltriptamin (A7342)

N-asetiltriptamin (A7342)

Antagonistler

Luzindol (L2407), S20928

Luzindol (L2407), S20928,

Luzindol (L2407),

4P-PDOT, 4P-ADOT,

Prazosin (P7791),

K185 (K1888)

Prazosin (P7791)

Sinyal transdiiksiyon
mekanizmalari

Gi (cAMP degisimi)

Gi (cAMP degisimi)

Ggq/11 (IP3/DAG artist)

Gg/11 (IP3/DAG artist)

c¢GMP degisimi

Radyoligandlar

2-[1251]-iyodomelatonin

2-[1251]-iyodomelatonin

2-[1251]-iyodomelatonin

[3H]-Melatonin

[3H]-Melatonin

2-[1251]-MCA-NAT

Doku ekspresyonlari

Suprasiasmatik niikleus,

Suprasiasmatik ¢ekirdek,

beyin, bobrek, testis

retina, serebellum,

retina, serebellum, arterler

arterler, pars tuberalis

14




Melatonin ve Kardiovaskduler Sistem

Uyku/uyaniklik dongiisiinii ayarlayan bir biyolojik saat olan melatonin pineal
bezde sentezlenir ve ritmik olarak geceleri dolasim sistemine salinir (Jones ve
ark., 2012). Uykusuzlugun koroner kalp hastaligi ve hipertansiyonla baglantili
oldugu gosterilmistir. Artmis sempatik sinir sistemi aktivitesinin bu hastaliklarin
patofizyolojisinde etken oldugu diisiiniilmektedir. (Hoshide ve Kario, 2010).
Yasla birlikte melatonin konsantrasyonu serumda azaldigi gibi, iirede de
metaboliti olan 6-siilfatoksimelatonin miktar1 da azalir. Yaslanma sirasinda akut
veya kronik kalp damar hastaliklarmin sikliginda artis gézlenmektedir. Son on
yilda elde edilen veriler melatoninin kardiovaskiiler sistemi etkiledigini
gostermektedir. Vaskiiler sistemde yer alan melatonerjik reseptorler ve baglanma
bolgelerinin varligi, melatonin reseptorlerinin fonksiyonel olarak melatoninin
vazokonstruktor veya vazodilator etkileriyle baglantili oldugunu gostermektedir.

Hipotalamus

pineal bez

3

Melatonin
salgist |

h

uyku yoksunlugu
uyamkhk

h

nokturnal
sempatik sinir sistemi
aktivitesi |

Diurnal kan basinc
degisiklikleri

insiilin resistans: |

Diabetes mellitus

hastaliklar
Sekil 8: Uyku Bozuklugu ve Hipertansiyon Arasindaki iliski (Hoshide ve Kario, 2010)

Sigan damar sisteminde melatoninin baglanma bdlgeleri radyoaktif 2-
iyodomelatonin ile belirlenmis ve sadece kaudal arter ve Willis cemberinde yer
aldigi, baglanmanin stabil, saturabil ve reversible oldugu goriilmistiir. Kaudal
arterde NE ile kontraksiyon melatoninin ile konsantrasyona bagl sekilde artmustir.
Diiz kas kasilmasmin ne ilk basamaklar1 (inositol fosfolipit hidrolizi) ne de diiz
kas gevsemesi (adenilat siklaz aktivasyonu) melatoninden etkilenmemistir. Bu
caligmada melatoninin termoregiilasyonda yer alabilecegi diisiiniilmiistiir
(Wiswanathan ve ark., 1990). Daha sonra yapilan bir ¢alismada RT-PCR ve
immunohistokimyasal kullanilan yapilan deneylerde sigan aortasinda MT]I
reseptorinin mRNA ve protein dlzeyinde varlig: tespit edilmistir (Schepelmann
ve ark., 2011).
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Melatoninin sentetik tiirevi ramelteon, yasl, orta yasli ve geng¢ sicanlarda
metabolik sendromun iki 6nemli 6zelligi olan hipertansiyona ve viicut agirligina
etkisi bakimindan degerlendirilmistir. Spontan hipertansif (SHR) ve normotensif
Wistar-Kyoto erkek fareler kullanilmistir. SHR siganlarda (8-10 haftalik) akut
degil ama kronik ramelteon (8 mg/kg/giin, 4 -12 hafta) uygulamasi yasa bagl
sistolik damar basmcimi (tail cuff method) %45, viicut agirhigmi %30 azaltmistir.
Akut ve kronik ramelteon normotensif ratlarda viicut agirligini ve tansiyonu
degistirmemistir (Oxenkrug ve Summergrad, 2010).

Bir ¢aligmada saglikl insanlarda ¢esitli kan damarlarinda oral verilen melatoninin
kan akimi {izerindeki etkisi degerlendirilmistir. Renal (Doppler ultrasound), 6n
kol (venous occlusion plethysmography), serebral kan akimi (transcranial
Doppler), arterial kan basinci ve kalp hizi, 10 saglhkli goniilliide (29 + 1 yas; 5
erkek ve 5 kadmn) yatar pozisyonda 3 dakika boyunca &lgiilmiistiir. Olgtimler, (3
mg) melatonin veya plasebo (agiz yoluyla, emme) verildikten 45 dakika sonra
uygulanmistir. Ayni 6lciimler melatonin ve plasebo verildikten 2 guin sonra tekrar
uygulanmistir. Melatonin kalp hizin1 ve ortalama kan basincini degistirmemistir.
Renal kan akim hizi (RKAH) ve renal vaskiiler kondiiktans (RVK) melatonin
verilen grupta plaseboya daha diisiik bulunmustur (sirasiyla; RKAH, 40.5 £2.9 ile
45.4 + 1.5 cm/s; ve RVK, 0.47 + 0.02 ile 0.54 + 0.01 cm-s '-mmHg™'). Tam tersi
on kol kan akimi ve 6n kol vaskiiler kondiiktans melatonin uygulamasindan sonra
plaseboya gore daha fazla bulunmustur (FBF, 2.4 + 0.2 vs. 1.9 + 0.1 ml-100
ml™'-min""; and FVC, 0.029 + 0.003 vs. 0.023 + 0.002 U). Melatonin serebral kan
akimini plaseboya gore degistirmemistir. Ayrica 5 mg bolus fentolamin melatonin
ile azalan renal kan akimi geri cevrilmistir. Bu yiizden melatoninin renal
vazokonstriksiyona neden olan sempatik etkiyi artrmakta oldugu yorumu
yapilmistir (Cook ve ark., 2010).

Melatoninin tek basina sigan kaudal arterinde vazoaktif etkili olmadigimi gosteren
caligmalar bulunmaktadir (Evans ve ark.,, 1992; Krause ve ark., 1995;
Viswanathan ve ark., 1990; Monroe ve Watts, 1998). Ancak kaudal artere
maksimum kasilmanin %10’u kadar kasilma yanitina yol acan Phe verildikten
sonra artan konsantrasyonda melatonin uygulanmis 10"%dan 107’ye kadar
kasilma yamitini artmis fakat 107°den 10°’e kadar azalma goriilmiistiir. 4P-ADOT
inkiibasyonundan sonra ise 10™° ile 10® M aras1 kasilma yanit1 degismemis, 10"
8 den 10®° M’a kadar artma gdzlenmistir. Ozet olarak 10”7 M ila 10° M melatonin
kasilmayr artwrmig, MT, antagonisti varliginda ise azalma gozlenmistir (Bu
caligmada endotel onceden ¢ikarilmistir). Dolayisiyla melatoninin sigan kaudal
arterinde diz kasta MT, reseptorii araciligiyla adrenerjik kasilmayi azalttig
sonucuna ulagilmistir (Doolen ve ark., 1998). Ayni arastirma grubu tarafindan
melatoninin kaudal arterde cift ve birbirine ters etkisinin oldugu; melatoninin
MT1 reseptoruniin aktivasyonu ile vazokonstrilksiyona, MT2 reseptori
araciligryla vazodilatasyona neden oldugu gozlenmistir (Masana ve ark., 2002).

Melatoninin sican kuyruk arterinde meydana getirdigi kasilma mekanizmasi
incelendiginde, artan konsantrasyonlarda melatoninin tek basma go6zlenebilir
kasilma yanitlarina neden olmadigr goriilmiistiir. Yalniz vazopressinle
preaktivasyon sonrasi verilen melatonin, maksimum kasilma yanitinin %50’sini
olusturacak sekilde vazokontraksiyon olusturmustur. Melatonin ile olusan kasilma
cevaplar1 gozlenirken meydana gelen dalgalanmalar nifedipin (0.3uM) ilavesiyle
kaybolmus ve kasilma yanitlar1 diigmiistiir. Potasyum kanal blokeri karibdotoksin
ilavesiyle melatonin ile gozlenen maksimum kasilma yanit1 degismemis fakat
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dalgalanmalarin biiyiikliigi artmistir. cAMP’yi uyararak adenilat siklazi aktive
eden forskolin (0.6uM) ile 6n inkiibasyondan sonra kontrole gére melatonin ile
olusan kasilma yanitlarinin arttig1 goriilmiistiir. Forskolin ve nitroprussid ile 6n
uygulama yapildiginda, melatonin ile cevap elde etmek icin kullanilan AVP
konsantrasyonu 10 kat artirilmistir. Melatonin reseptdr agonistlerinin etkinlik
siras1  biiyiikten kiiciige 2-iyodomelatonin, melatonin, S20098, GR196429
seklinde siralanmigtir. MT2 selektif antagonisti olan luzindol ile melatoninin
etkisi antagonize edilmistir (Lew ve Flanders, 1999).

Melatoninin tek basina sigan aortasinda vazoaktif etkili olmadigini gosteren
caligmalar bulunmaktadir (Monroe ve Watts, 1998). Fakat melatoninin 30mM
KCl ile 0n kasilma saglanan aortada konsantrasyon bagimli bir sekilde gevsemeye
neden oldugu ve bu yanitlar endotel tabakanin varligindan etkilenmemekte oldugu
belirtilmektedir. Bu ¢alisgmada melatonin (10 nm) metoksamin ve klonidin ile
olusan kasilmanin potansiyelini degil ama efikasisini diisiirdiigi fakat
isopreterenol ile olusan P adrenerjik cevabi degistirmedigi goriilmiistiir. Vaskiiler
halkalarm lityum siilfat (0.1mM) ile muamelesi ile melatonin ile olusan
gevsemenin tamamen bloke oldugu, bu yiizden inositol fosfat yolagi gevsemede
rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir. Bundan baska bir protein kinaz C aktivatorii
olan forbol 12-miristat 13-asetat ile damar halkalar1 muamele edildiginde,
melatonin ile gevseme antagonize olmaktadir. Melatonin farmakolojik
konsantrasyonlarda (10 M) vaskiiler diiz kas hiicrelerinin kalsiyuma cevabin1
bozmustur (Weekley, 1991). Bu c¢alismada, melatonin reseptor antagonistleri
kullanilmamig,  dolayisiyla  reseptdor  araciligila  gergeklestirilen  etki
degerlendirilememistir.

Melatonin 107 ila 10! M gibi fizyolojik konsantrasyonlarda KCl ile olusturulan
kasilma yamitinda bir degisim ortaya koymadigmi fakat 10° ila 10° M
konsantrasyonda KCl ilavesinden 10 dakika dnce eklendiginde KCl ile elde edilen
kasilmada azalmaya neden oldugu, 2x10® M luzindoliin azalan KCl kasilmasinda
bir degisiklige neden olmadig1 sonucu elde edilmistir Ayni ¢aligmada fenilefrin ile
yar1 maksimal 6n kasilma saglanan sigan aortasinda melatonin (10 M) asetilkolin
(10°-10* M) ile elde edilen gevsemeyi degistirmemistir (Monroe ve Watts, 1998).
Ancak bu calismanin sonuglari incelenirse melatonin ve N-asetilserotonin igin
kullanilan ¢6ziiclnin de gevsemeyi artirdigi goriillmektedir.

Melatoninin tavsan aortasinda, iliak ve renal arterde 5-HT, NE ve (Anjiotensin 1)
AT-1 ile olusturulan kasilma yanitlarina etkisinin arastirildigi ¢alismada, 10* ve
10 M, 5-HT’nin aorta, iliak ve renal arterlerde olusturdugu kasiima yamtlarmi
diigiirmiistiir fakat 10° M melatonin NE ve AT-1 ile olusan kasilmaya etki
etmemistir. Her U¢ preparatta da, 10° M melatonin KCI kasilmasinda hafif bir
inhibisyon yapmistir. EGTA (0.01mM) igeren kalsiyumsuz medyumda, 5-HT (10°
® 10" M) ile olusan cevap melatonin (10, 10®) ile inhibe olmustur. EGTA
(0.01mM), nifedipin (10° M), 5-HT (5x107 M) iceren medyuma Ca** (2mM)
ilave edildiginde tonik kasilma gozlenmistir. Bu kalsiyum bagimli, nifedipine
duyarsiz kasilma melatonin ile azalmistir. Sonu¢ olarak melatonin, NE ve AT1 ile
olusan kontraksiyonu degil 5-HT ile olusan kontraksiyonu inhibe etmis bunu da
daha cok hiicre ici depolardan Ca?* salinimina degil hiicre digindan Ca** girisine
etki ederek yapmustir (Satake ve ark.,1986).

Bu tez calismasinda melatoninin KCI1 ve phe ile kasilma yanit1 izerindeki etkisi
arastirilirken, luzindol tek basma ve melatonin ile kombine edilerek olusturdugu
etki bakimindan degerlendirme yapilmistir. Ayni sekilde Ach ve SNP ile gevseme
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yanitlart da luzindoliin tek basina ve melatonin ile birlikte gosterdigi etki ile
kiyaslanmustir.

Sican cremaster kast mikrovaskiiler endotel hicrelerde MT2 reseptorleri tespit
edilememistir. Dinlenme durumundaki endotel hiicrelerde yapisal endotelial NO
sentaz, plazmalemmal kaveolede, inhibitor protein kaveolin ile bagl sekilde
bulunur, intraseliiler kalsiyum artis1 ile kaveolin/eNOS kompleksi ayrilir ve eNOS
plazma membranima go¢ eder ve ikinci bir uyartyla substrati1 L-arjinini, L-sitrullin
ve NO’e doniistiiriir. Baz1 damar yataklarinda ise endotel bagimli gevseme pul pul
yirtilma stresi (laminar shear stress) veya Ca** mobilizasyonu yoluyla G-protein
bagl reseptorler araciligiyla NO iiretimi sonucu olmaktadir. eNOS un vaskiiler
permeabilitede de rol oynadigi goriilmiistiir. Sigan cremaster kasi mikrovaskiler
endotel hiicrelerde  AANAT ve HIOMT ekspresyonuna da rastlanmamustir.
Melatonin, L-NAME’e duyarli damarlarda bradikinin, histamin, karbakol, 2-
metiltiyo ATP (metabotropik P2Y reseptorlerini aktive eden agonist) ile uyarilan
NO iiretimini inhibe etmis fakat ATP ve a,b-metilen ATP (ligand-kapili iyon
kanali P2X receptorlerini aktive eden agonist) ile uyarilan NO iiretimini inhibe
etmemistir. Bu inhibisyonlardan higbiri luzindol ile 6nlenememistir. Melatonin,
bradikinin (%40) ve 2-metiltiyo ATP (%62) ile olusturulan intraseliiler Ca®*
mobilizasyonunu azaltmis fakat ATP ile olusturulan Ca®* mobilizasyonunu
degistirmemistir. Sonug¢ olarak sigan cremaster kasindan izole edilen endotel
hiicrelerinde melatonin in  vitro etkisini intraseliiler depolardan Ca**
mobilizasyonunun inhibisyonu ile gostermekte ve metabotropik reseptdrler bu
etkiye aracilik etmektedir sonucuna varilabilir. Melatoninin metabotropik P2Y
reseptor agonisti 2-metiltiyo ATP ile olusan NO sentezini bloke etmesi, hiicre igi
depolardan  Ca®*  mobilizasyonunun  inhibisyonuyla  baglantihi  oldugu
gorulmektedir (Silva ve ark., 2007).

Bagka bir calismada ise melatoninin domuz koroner arterinde NO aracili
gevsemeyi baskilayict etkisinin MT2 reseptorleri araciligiyla oldugu ortaya
konmaktadir (Tunstall ve ark., 2010)

Melatoninin vaskuler permeabilite Uzerine etkisi proinflamatuar ajanlar ve
melatoninin birlikte sican dorsal derisine enjekte edildikten sonra Evans blue
boyasiyla kanin figkirmasi dlgiilerek degerlendirilmistir. Karragen (bir nonspesifik
proinflamatuvar ajan), histamin, seratonin ve bradikinin (endotel hticreler izerine
etkili ajanlar), lokotrien B4 ve N-formil-metionil-16sil-fenilalanin (FMLP)
(notrofil toplanmasini artiran droglar) arasindan melatonin yanlizca 16kotren B4
ile artan vaskuler gecirgenligi azaltmustir (Lotufo ve ark., 2006).

In vitro sartlarda bradikinin ile uyarilan NO iiretimi iizerine melatoninin etkisinin
degerlendirildigi bir c¢alismada sican cremaster kasindan izole edilen
mikrovaskiiler endotel hiicreleri kullanilmistir. Mikrovaskiiler hiicreler NO veya
Ca’*’u tespit etmek i¢in kullanilan floresan boyalarla inkiibe edilmistir.
Bradikinin(1-100nm) tek basina beklenen sekilde hem sitosolik Ca®* hem de NO
miktarin1 artirmistir.  Melatonin ise 1nm konsantrasyonda bradikinin ile
indiiklenen NO (retimini azalttigi fakat Ca** artisin1 degistirmedigi goriilmiistiir.
Bu ¢aligmada nonselektif MT reseptor antagonisti luzindolun veya MT2 selektif
antagonist 4P-PDOT ’un melatonin bu etkisini geri ¢evirmedigi goriilmistiir. Ayni
calismada MT3 reseptor agonisti 5S-MCA-NAT (1nm) in ise hi¢ etkisinin olmadigi
goriilmiistiir. Bu c¢aligmada melatonin etkisi NO’in alt yolaklarinda ortaya
cikabilecek bozulmaya baglanmistir ¢iinkii melatoninin 1uM bradikinin ile artan
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cGMP fiiretimini azalttig1 goriilmiistiir. Bu ¢aligmada melatoninin bradikinin ile
aktive olan NO iiretimini azaltmasi; Ca**-calmodulin ¢ifti ile NOS etkilesiminin
bozulmasmdan dolay1 olabilecegi belirtilmektedir (Tamura, 2006).

Vaskiler Sistemde Rol Oynayan Ajanlar

Potasyum Klortr: Potasyum iyon kanali aktivitesi, vaskiler kas hcrelerinin
membran potansiyelleri (En) ve dolayisiyla vaskiiler tonusun belirlenmesinde
onemli bir diizenleyicidir.

Vaskiiler diiz kas hiicre membraninda bulunan bir potasyum kanali agildiginda, K*
efluksu artar ve membran potansiyelinin hiperpolarize olmasina, voltaj bagimli
Ca®* kanallarmin kapanmasma, hiicre igine Ca’* girisinin azalmasma ve
vazodilatasyona sebep olur. Tam tersi K* kanali kapandiginda ise En, depolarize
olur, voltaj bagimli Ca®" kanallar agilir, sitozolik Ca?* konsantrasyonu artar ve
vazokonstriksiyona neden olur (Sobey 2001).

A} K* Kanal Akivasyenu B) K* Kanah inhibisvonu
/ ca™ / Ca**
@ ' o
]E —rlEma | — )
K+ ,/

Llca™] Tlca™]
4 +
Uﬂzml'am'ﬂﬂ'"l b‘ﬂzﬂ!cﬂﬁfuk’sl}lﬁﬁ
Sekil 9. K" Kanali Aktive Oldugunda (A), K" Kanali inhibe Oldugunda (B), Vaskiiler

Duz KasdaMeydana Gelen Degisiklikler.

A: hiicre zarindaki K* kanah aktive oldugunda (agildiginda), E’in azalmasma
(hiperpolarizasyona) neden olan K* kanali, K™’ un hiicre disina ¢ikmasma izin
verir ve sonra voltaj bagiml Ca”" kanallar1 inhibe olur (kapanir) ve sitozolik ca®*
seviyesi azalir ve vaskiiler kasin gevsemesiyle sonuglanir. B: tam tersi bir olay
gerceklesir, vaskiiler kasdaki K' kanali inhibisyonu ve E, artmasma
(depolarizasyona) neden olur. artan En’ye cevap olarak voltaj bagimhi Ca*
kanallar1 acilir, Ca®* hiicre icine girer ve sitozolik Ca** seviyesi artar ve vaskiiler
kontraksiyona neden olur (Sobey, 2001).

Dort ana tip vaskiiler K™ kanali bulunmaktadir (Sobey, 2001).

Artan hiicre ici kalsiyum konsantrasyonu ile aktive olan K* kanallar1 (BKc,)
6zellikle damar diiz kas hiicrelerinde yogunlasmustir ve hiicre ici Ca** ile ve Ep,
depolarizasyonu ile aktive olur. Baz1 vazokonstriktor ajanlarin etkisiyle veya artan
damar i¢i basing dolayisiyla yikselen damar depolarizayonuna ve kasilmaya kars1
duran énemli bir tamponlama mekanizmasi olarak etki eder. Hucre ici CAMP veya
CGMP seviyelerini artiran vazodilatorler BK, kanallarii aktive edebilir (Sobey,
2001).

Voltaj bagimli K* kanallar1 (K,) damar diiz kas hiicrelerinde E, yaklasik -35 ila -
55 mV oldugu zaman aktive olur, depolarizasyon ve vazokonstriiksiyona karsi
onemli bir tamponlama mekanizmasi olarak hizmet eder. cAMP veya NO /cGMP,
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Ky kanallarmi aktive edebilir ve bu kanallar proteinkinaz C ile inhibe olabilir
(Sobey, 2001).

ATP duyarli K* kanallar: hiicre ici ATP ile inhibe olur ve normal kosullarda cogu
damar diiz kas hiicrelerinde genellikle kapalidir (Sobey, 2001).

Iceri yonlu dizeltici K kanallar1 (Kjgr) damar miyositlerinin  Ep’leri
elektrofizyolojik tekniklerle degistirilirse, bir tip K* kanali iceri yonli K* akimma
neden olarak dizeltici rol oynar. Hicre ici poliamidlerin ve magnezyum
iyonlarinin engelleyici etkisi nedeniyle bu iceri yonli dizeltici K kanallari, K*
iyonlarin1  disar1 ilettiginden daha fazla oranda igeri dogru iletir. K*
konsantrasyonu normal ektraseliiler K* konsantrasyonu olan 3 ila 5 mmol/L nin
biraz Ustline ¢ikarsa dinlenme durumundaki disar1 dogru K" akimi, Kir kanallari
araciligryla artar. Gergekten noron veya kas aktivasyonu sirasinda oldugu gibi
hiicre dis1 K™ hafifce artarsa (Ornegin <10mm/L) paradoksik olarak Kr kanallari
tarafindan K* efluksuna bagli olarak vaskiiler hiperpolarizasyon ve
vazorelaksasyon olusur (Sobey, 2001).

Endotele dayali hiperpolarizasyon: Vaskiiler diiz kasm i¢ yuzuni kaplayan
endotel’in stimiilasyonuna bagli olarak baslatilan bir sinyal olarak bilinen ‘endotel
bagimli gevseme’, endotelden kaynaklanan en az bir gevsetici faktoriin
salimmasimi igerir. Birgok dnemli Endothelial-Derived Relaxing Factor (EDRF)
bulunmaktadir bunlardan iki tane en ¢ok bilineni NO ve prostasiklindir. NO ve
prostasiklinin olusturdugu vaskiiler gevsemenin bir bolimii K* kanallarmin
aktivasyonu ile olmaktadir (Sobey 2001).

Fenilefrin bir selektif a3 adrenerjik reseptor agonistidir, sadece yuksek
konsantrasyonlarda B reseptorleri de aktive eder. Bu drog intravendz inflizyon
boyunca belirgin arterial vazokonstriksiyona neden olur (Brunton ve ark., 2006).

Presinaptik olarak lokalize olmus a, ve P2 reseptOrleri sempatik uglarindan
norotransmitter salimini diizenlemede 6nemli rol oynarken, tam tersi a; ve B
reseptorler temel olarak periferal hedef organlardaki sempatik adrenerjik sinir
bitimlerinin hemen civarinda lokalize olmustur. Aortada bulunan ve
vazokonstriksiyona neden olan predominant reseptor aip oldugu kaydedilmistir
(Brunton ve ark., 2006).

oy reseptorler uyarildiktan sonra sinyal iletimi éncelikli olarak G4-PLCp-1P3s-Ca®*
yolagmni takip eder. Burdan CaM kinazlar gibi diger kalsiyum ve kalmodulin
duyarli yolaklar aktive olur. Bir ¢ok diiz kasta oldugu gibi hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunun artmasi, kalmodulin bagimli miyozin hafif zincir kinaz gibi
kalsiyum duyarli protein kinazlar1 aktive eder ve kasilma gelisir, gastrointastinal
diz kasta ise o1 reseptoriiniin uyarilmasina bagh artan hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonu, kalsiyum bagimli potasyum kanallarini1 aktive ederek gevsemeye
neden olur (Brunton ve ark., 2006).

Asetilkolin Reseptore baglh olarak muskarinik ve nikotinik etki gostermektedir.
Asetilkolin  bir norotransmitter olarak farkli organlarda farkli etkiler
gostermektedir. Damarlarda muskarinik reseptdrler bulundugu halde kolinerjik
innervasyon bulunmamaktadir. Asetilkolin arteriollerde vazodilatasyona neden
olur. Bu etkiye onceleri EDRF isimli bir maddenin neden oldugu diisiiniilse de
daha sonra bu maddenin NO oldugu anlasilmistir.

Bradikinin, anjiotensin I, serotonin ve asetilkolin gibi G protein bagli reseptor
agonistleri araciligiyla reseptoriin uyarilmasi endotel hiicrelerinde intraseliiler
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kalsiyum konsantrasyonunu artiran bir sinyal iletim mekanizmasidir. Asetilkolin
endotel hicresinin plazma membraninda yer alan muskarinik (M3) reseptorlerine
baglanarak, fosfoinosit fosfolipaz C-f’y1 aktive eder. Bu da daha sonra
fosfotidilinositol-4,5-bifosfat1 hidroliz eder ve inositol 1,4,5-trifosfat ve
diagilgliserole doniistiiriir. Burdan ¢ikan IP3, IP3 reseptorlerine (IPsR) baglanarak
endoplazmik retikulumdan kalsiyum salinmasma ve hiicre ic¢i kalsiyum
konsantrasyonunun artmasma neden olur. Endoplazmik retikulumun kalsiyum
igeriginin yeniden tamamlanmasi endotel hiicrelerinde sarkoplamik/endoplazmik
retikulum Ca** ATPaz (SERCA)’ya baghdir. Endoplazmik retikulumda bulunan
kalsiyum endotel hiucresinde bulunan toplam kalsiyumun %75’idir kalan %25
intraseliler kalsiyum ise mitokondride depo edilmektedir. Endoplazmik
retikulumdan sonra mitokondriden de kalsiyum sinyalini gii¢clendirmek amaciyla
kalsiyum salmabilir, bu kalsiyum ayni1 zamanda endoplamik retikulumdaki
kalsiyum depolarmnin yeniden dolmasmma da yardimcit olur (Socha 2011).
Asetilkolinin intikal ettirdigi hiperpolarizasyon orta ve kiigiik ve kalsiyumla
aktive olan potasyum kanallar1 sayesinde endotel boyunca olusur ve
miyoendotelial gap junction channels (GJC) araciligiyla diiz kas hiicrelerine
iletilir. Sitoplazmik kalsiyum, potent bir vazodilatdr olan NO {iretimini artirir
(Socha ve ark., 2011).
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Sekil 10.  Endotel Hicrelerde Asetilkolin (Ach) ile Olusan Vazorelaksan Cevap Yolag
(Sobey, 2001)

Sodyum nitroprussid (SNP): 1950’lerden beri bilinen fakat insanlarda hipotansif
etki gosterdigi 1929’da kesfedilen guvenilir, kisa etkili, hipertansiyonu kontrol
etmek i¢in kullanilan bir ajandir. Sodyum kismu viicuda alindiktan sonra ayrilir ve
nitroprussid nitrik oksit salarak etki eder. NO, guanilil siklaz- cGMP-PKG
yolagin1 aktive eder ve vazodilatasyona yol acar. Vaskiler endotel hiicrelerin
dogal olarak iirettigi NO’in aktivitesini taklit eder. NO guanilil siklazi aktive eder
ve hiicre i¢inde cGMP seviyesini artitir, cGMP PKG’yi (cyclic GMP-dependent
protein kinase) aktive eder ve PKG siklik nikleotid fosfodiesterazlarin aktiviteleri
dizenler. Duz kaslarda g0zlenen net sonu¢ miyozin hafif zincirinin
fosforilasyonunda diisme, sitozolde bulunan kalsiyum konsantrasyonunda azalma
ve gevsemedir. Artan hiicre ici cGMP’ nin aktive ettigi PKG diiz kasta bulunan
bircok proteinin fosforilasyonunu katalize eder. Ayrica PKG kendisine
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baglandiginda, miyozin hafif zincir fosfataz etkin hale gecer ve miyozin hafif
zincirinin defosforilasyonu ile vazorelaksasyon gozlenir (Brunton ve ark., 2006).

Nitrik oksit: Endotel hiicre fonksiyonu vaskuller tonus ve permeabiliteyi
diizenleme bakimindan 6nemli bir role sahiptir. Bradikinin ile nitrik oksit sentazin
uyarilarak endotelial nitrik oksit saliminm artirilmasi yoluyla saglanan vaskiiler
gevseme en 1yi bilinen fizyolojik yolaklardan biridir.

Nitrik oksit biyolojik sistemlerde nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi araciligiyla
sentezlenir. Nitrik oksit sentaz oldukca kompleks bir enzimdir ve molekiler
oksijen, arjinin ve NADPH (izerine etki ederek NO, sitriillin ve NADP” olusturur.
Bu islem ilave bes kofaktor (FMN, FAD, Hem, kalmodulin, tetrahidrobiyopterin)
ve iki tane divalent katyon (kalsiyum ve hem demiri) gerektirir. Ug¢ farkli NOS
izoformu karakterize edilmistir. Bunlar noéronal NOS, endotelial NOS,
indiiklenebilir NOS olarak adlandirilmaktadir. NO noéronlarda, endotelial
hicrelerde, plateletlerde ve notrofillerde homeostatik uyarilara verilen bir yanit
olarak olusur (Moncada, 1992; Nathan, 1992). NO c¢abukga (t12=4 sn) temizlenir
ve parakrin olarak hiicresel sinyale doniislir. NO, guanilat siklazin hem prostetik
grubuyla etkileserek enzimi aktive eder ve cGMP seviyesini artirir. NO makrofaj,
fibroblast, hepatositler gibi diger hiicrelerde de mikromolar konsantrasyonlarda
inflamatuar ve mitojenik uyarilara cevap olarak {iiretilir. Bu durumda biyolojik
roli disardan gelen patojenlere karsi oksidatif toksisite godstererek savunma
saglamaktir. Bu ¢ok yiiksek NO seviyesi peroksinitrit olusumuna, demir-sulfir
kiimelerinin tahribine, tiyol gruplarinin nitrozasyonuna ve proteinlerin tirozin
residiilerinin nitrasyonuna neden olur. Bu sebeple farkli biyolojik sistemlerde
iretilen NO miktar1 da farklidir ve sonugta ortaya cikacak olan kimyasal
reaksiyonda farkli olmaktadir (Nathan, 1992).

GERECLER

Vaskiiler Fonksiyon Deneylerinde Model Olarak Kullanilan Sican Aortasi

Erkek Wistar sicanlar Anadolu Universitesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nden etik
kurul onayr alinarak temin edilmistir. Ayni yasta 250-300 g agirhginda erkek
albino Wistar siganlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik dongiisiinde (1siklar 8.00-
20.00 arasinda ag¢ik kalmaktadir), 24+1°C sicaklikta, havalandirmali odalarda

bulundurulmus ve yem ve su kisitlamasi olmaksizin beslenmistir.
Endotel Deneylerinde Model Olarak Kullanilan HUVEC Hucre Dizisi

Hicre kultird deneylerinde ise HUVEC-C (ATCC) hiicreleri kullanilmistir.
Hiicreler %5 karbokdioksit inkiibatoriinde 37°C sicaklikta gogaltilmustir.

HUVEC ve Aorta Deneylerinde Ortak Kullanilan Kimyasallar
Melatonin (Merck)

Luzindol (Santa Cruz)

Aorta Deneylerinde Kullamlan Kimyasal Maddeler

SNP (Sigma)

DMSO (Merck)

Distile su (Bibam)

Fenilefrin (Sigma)
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Asetilkolin (Sigma)

Eldiven

NaCl (Sigma)

KCI (Sigma)

CaCl;, (Sigma)

MgSO, (Sigma)

KH,PO, (Sigma)

NaHCOj; (Sigma)

D-Glucoz (Sigma)

Aorta Deneylerinde Kullanmilan Malzemeler

CO,/0, tupl

Magnet

Petri kab1

Pens

Mikrocerrahi makasi

Kiint buyiik makas

Cesitli hacimdeki otomatik mikropipetler (10, 20, 200, 1000ul ) (Nichipet EX)
Apendorf tupler

Pipet uglar1

Aorta Deneylerinde Kullanilan Cihazlar

Ikili organ banyosu sistemi

Organ banyosu Data Acquisition System yiklu dizistu bilgisayar (Dell)
Hassas terazi

Vorteks

Manyetik karistirici

HUVEC Deneylerinde Kullanilan Kimyasal Maddeler
DMSO (Merck)

FBS (Sigma)

MTT (Sigma)

PBS (Sigma)

EGF supplement (Sigma 0760)

Penisilin-streptomisin Solusyonu (Gibco)

Nutrient Mixture F-12 Ham medyumu (Sigma N6760-10x1L)
Steril distile su (BIBAM)

%9,2 NaHCOj3 ¢Ozeltisi (¢oziicu su)

1 N HCI ¢0zeltisi
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Total Nitrit/Nitrat Olgiim Kiti (Cayman)

Kalsiyum Olgiim Kiti (BioVision)

HUVEC Deneylerinde Kullanilan Malzemeler
Otoklavlanabilir cam sise (Isolab)

5 ve 10 mI’lik cam pipet (isolab)

1, 10, 100 ve 1000 plI’lik pipet ucu (Eppendorf)

1, 10, 100 ve 1000 pl’lik otomatik pipetor (Nichipet EX)
Neubauer lami (Isolab)

pH indikator kagidi (Merck)

Lamel (Isolab)

25 ve 75 cm?’lik kiiltiir flasklar1 (doku kiiltiirii uygulanmus) (Thermo Scientific)
96 kuyucuklu plakalar (Costar 3599)

Cok kanalli 100 mI’lik pipetor (Eppendorf)

5 ve 10 mlI’lik enjektor (Ayset)

45 um steril filtre (Gema Medical S.L.)

Parafilm

HUVEC Deneylerinde Kullanilan Cihazlar

Steril karbondioksit inkubatort (Heraeus D6450))
Otoklav (Eryigit T1ibbi Cihazlar)

Kuru hava Sterilazatort (Heraeus C6420)

Inverted mikroskop (Olympus CKX41)

ELISA okuyucu (ELx 808 1 Ultra microplate reader)
Laminar Flow Kabin (Holten LaminAir)

Su banyosu (Nive BM 402)

Sogutmali santriftij (Heraecus Megafuge)

Hassas Terazi (And)

YONTEMLER

Bu tez ¢alismasinda iki grup deney yapilmistir, bunlar aorta deneyleri ve hiicre
kiltart deneyleri olarak ayrilmistir. Aorta deneyleri melatonin ve luzindol
kullanilarak sigan torakal aortasinda yapilan fonksiyonel in vitro damar yanit1
calismalarini ve HUVEC kullanilarak yapilan MTT, total nitrit ve nitrat miktart ile
kalsiyum miktar tayini ¢alismalarmi igermektedir. Elde edilen verilere ait grafikler
cizilirken Microsoft Excel® ve Graph Pad Prism® bilgisayar programlari
kullanilmigtir. ~ Sonuglar  degerlendirilirken  gruplar  aras1  anlamlilig1
degerlendirmek iizere istatistiksel analizler Graph Pad Prism® programu ile
yapilmustir.
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Aorta Deneyleri
Kimyasal Maddelerin Hazirlanmast

Deney sirasinda kullanilan kimyasal maddeler, %2 etil alkol iceren su iginde
coziilerek konsantrasyonu 107 M olan stok cozeltileri biciminde hazirlanip.
Alikuatlarina ayrilarak deneyler i¢in kullanilana kadar -20°C dondorucuda
saklandi. Kullanilacagi zaman ¢Ozillip, 1:9 oranda su ile dilie edilerek
konsantrasyonlari onda bir oraninda azalan seri ¢ozeltileri hazirlandi. Elde bulnan
cozelti konsantrasyonu, banyo i¢indeki 10ml krebs c¢ozeltisine ilave edildiginde
olusacak banyo konsantrasyonu hesaplanarak organ banyosuna eklendi.

Cizelge 2. Standart Krebs Cozeltisi (Barron ve ark., 2002)

MADDE MIKTAR (mM)
NaCl 118
KCI 4.7
NaH,PO, 1.2
NaHCO, 25
MgS0,.7H,0 1.2
Glukoz 11.2
CaCl, 25

Sican Torakal Aortasinin Izolasyonu

Servikal dislokasyon yontemiyle oldirtlen saglikli erkek siganlarin gogiis
kafesleri agilarak kalpleri ¢ikarildi ve torasik aortalar1 endotellerine hasar
vermeden izole edildi. Izole aortalar, oksijenlendirilmis standart krebs
¢ozeltisi’nin bulundugu petri i¢ine alindi, yag ve bag dokularindan arindirilarak,
4mm’lik halkalar halinde kesildi. Her deneyde ayni segmentler kullanilmasina
dikkat edildi. izometrik transdiiserin ayarlar1 her deneyden &nce, bir ucuna 2 g’lik
agirlik asilarak kontrol edildi. Aorta kesitleri bir ucu trandusere bagl kancaya
diger ucu doku tutucu kancaya tespit edilecek bigcimde kancalar aorta kesitlerinin
icinden gegcirilerek, iginde standart krebs ¢6zeltisi bulunan, organ banyosu igine
kondu. Deney siiresince organ banyosunun sicakligmin 37HC olmast sagland1 ve
cozelti %95 O, - %5 CO; iceren gaz karisimi ile havalandirildi. Preparat, izole
organ banyosu ortamina uyum saglamasi igin, 2 g’lik agirligin olusturdugu
gerilim diizeyine kadar kastirildi ve 1 saat boyunca, her 15 dakikada bir ortam
stvisi yenilenerek Krebs ¢ozeltisi iginde inkiibasyonda birakildi. Deneysel islemler
bir saatin sonunda baglatildi.

Deney Gruplari ve Inkiibasyon Islemleri

Aorta yanitlar1 i¢in kullanilmak iizere saglikli erkek albino Wistar siganlar
kullanilmistir. Yem ya da su kisitlamasi yapilmaksizin, deney hayvanlarina
Anadolu Universitesi Deney Hayvanlar1 Birimi personeli tarafindan bakilmistir.

[zometrik transdiiser bagh organ banyosu sistemine asina aorta halka kesitlerine
asagida yer alan maddeler uygulanmaigtir.
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1. Kontrol grubu: Saglikli erkek si¢an torasik aortasma higbir madde
uygulanmamustir.

2. MLT grubu: Yalniz melatonin (10° M) organ banyosuna eklenerek 5
dakika inkiibasyon siiresince bekletilmis ve deney boyunca ortamda
bulunmustur.

3. MLT+LZL grubu: luzindol (10° M) organ banyosuna eklendikten sonra
20 dakika inkiibe edilmis ve son 5 dakikada Melatonin (10° M) ilave
edilerek 5 dakika sonunda deneylere baglanmaistir.

4. LZL grubu: Yalmz luzindol (10° M) organ banyosuna eklenerek 20
dakika inkiibasyon siiresince bekletilmis ve deney boyunca ortamda
bulunmustur.

Vaskuler Fonksiyon Testleri

Aorta Dokularimin Standardizasyonu ve 40mM KCI ile Konsantrasyon Cevap
Deneyleri

Bir saatlik inkiibasyon periyodunun ardindan, tek konsantrasyon KCI (40mM) ile
sabit bir kasilma yanit1 veren aortalarin gerimi kaydedildi. Bu islemin ardindan
dokunun bazal tonusunun saglanabilmesi igin, yarim saat siireyle dinlenmeye
birakildi ve dokunun igcinde bulundugu standart krebs ¢Ozeltisi, her 15 dakikada
bir degistirildi.

Endotel Varliginin Tespiti

Endotel varliginin saptanabilmesi amaciyla, fenilefrin (phe) submaksimal
konsantrasyonu (10®° M) kullanilarak, én kasilma sagland: ve platoya erisilince,
asetilkolin (Ach) 10° M konsantrasyonuyla gevseme yanitlar1 6lciildi. Deney
sonunda doku, yarim saat siireyle, dinlenmeye birakildi ve dokunun iginde
bulundugu ¢Ozelti, her 10 dakikada bir degistirildi. Deneylerde yalniz Ach ile %95
ve daha fazla gevseme yanit1 olusturan dokular kullanildi.

Kumdalatif Phe Konsantrasyon Cevap Deneyleri

Bu grup deneylerde, kontrol gurubunda aorta dokusunun, Phe yanit verirliginin
arastirilmas1 amaciyla, Phe’in 3x10°-10° M aras1 konsantrasyonlar1 kullanilarak,
kimulatif konsantrasyon-yanit egrileri ¢ikarildi. Elde edilen egriden, maksimum
kasilmanin  %90’inin gergeklestigi  konsantrasyon (ECg) saptandi ve bu
konsantrasyon, sonraki deneylerde, on kasilma saglamak amaciyla kullanildi.
Deney sonunda, yarim saatlik dinlenme periyodu boyunca, her 15 dakikada bir
dokunun i¢inde bulundugu ¢ozelti degistirilerek bazal tonus saglandi.

Kumdalatif Ach Konsantrasyon Cevap Deneyleri

Bu grup deneylerde, aorta dokusunun, Ach yanit verirliginin aragtirilmasi
amaciyla, Phe ile %90 kasilma saglandiktan sonra Ach’in 108-10° M arasi
konsantrasyonlar1 kullanilarak, kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrileri ¢ikarildi.
Deney sonunda, yarim saatlik dinlenme periyodu boyunca, her 15 dakikada bir
dokunun i¢inde bulundugu ¢ozelti degistirildi, bazal tonus saglandi. Bu deneyler
ayr1 bir grup endotelsiz aorta kullanilarak tekrarlandi.

Kumdalatif SNP Konsantrasyon Cevap Deneyleri

Bu grup deneylerde, aorta dokusunun, SNP yanit verirliginin arastirilmasi
amaciyla, Phe ile %90 kasilma saglandiktan sonra SNP’in 10°-10° M arasi
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konsantrasyonlar1 kullanilarak, kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrileri ¢ikarildi.
Deney sonunda, yarim saatlik dinlenme periyodu boyunca, her 15 dakikada bir
dokunun icinde bulundugu c¢ozelti degistirilerek, bazal tonus saglandi Bu
deneyler ayr1 bir grup endotelsiz aorta kullanirak tekrarlandi.

HUVEC Deneyleri

Hiicrelerin Cogaltilmasi

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan HUVEC hiicreleri sayin Prof. Dr. Tansu Koparal’dan
temin edilmistir. Hicreler %5 karbondioksit ve %10 nem iceren hiicre kiltirine
uygun (Heraeus) inkiibatér icinde 25 cm?’lik flasklarda ¢ogalmaya birakildi.

Deney Gruplar1
1. Kontrol HUVEC

2. MLT: Artan konsantrasyonda melatonin (10- 107 mM) ile inkiibe edilen
HUVEC hiicreleri

3. MLT ve LZL: Artan konsantrasyonda melatonin (10- 107 m M) ve 10° M
veya 10° M LZL ile inkiibe edilen HUVEC hiicreleri

4. MLT ve 4P-PDOT: Artan konsantrasyonda melatonin (10- 107 m M) ve
10° M veya 10° M 4P-PDOT ile inkiibe edilen HUVEC hiicreleri

5. MLT ve GR135531: Artan konsantrasyonda melatonin (10- 107 m M) ve
10 M veya 10° M GR135531 ile inkiibe edilen HUVEC hiicreleri

Hiicre Sayimi

HUVEC’ler yeterli sayiya eristikleri zaman Uzerlerindeki medyum uzaklastirildi
ve bir kez 2 ml tripsin ile yikandiktan sonra 2 ml tripsin ile 1 dakika inkubatorde
bekletildi ve flasktan hiicreler kaldirilarak, (0,92 g/l NaHCO3;, 30 mg/l EGF
supplement (sigma 0760), %20 FBS igeren) ham’s F12 medyum ile yikanarak
toplandi. Nuebauer lamma 10 pl hiicre siispansiyonundan konularak inverted
mikroskopta sayildi. Bir imm®de bulunan hiicreler sayilip, 1 ml’deki hacmi
bulmak amaciyla 10* ile ¢arpildi. Deney icin gerekli sayida hiicre hesaplandiktan
sonra (96 kuyu, 2x10° hiicre/kuyu), yeterli miktarda hiicreyi iceren hacim
stispansiyondan alinip 10 ml’ye medyumla tamamlandi. 96 kuyucuklu plakada her
kuyucuga hiicre siispansiyonundan 0,1 ml ekildi. Luzindol (10° ila 10 M),
melatoninden 30 dakika 6nce eklendi daha sonra melatonin (10 M) eklendi ve 24
saat inkiibatorde birakilmigtir. Bu siire sonunda asagida belirtilen Olgiimler
yapild1

MTT Sitotoksisite Olguimleri

MTT 5 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde PBS i¢inde ¢oziilerek stok MTT
solugyonu hazirlanmigtir. Caligsma solusyonu ise stok ¢ozeltiden 1:9 oraninda FBS
ile seyreltilerek elde edilmistir. Plakalara ekilen HUVEC hicreleri 24 saat test
maddeleri ile inkibasyon periodunun ardindan, hazirlanan 0,5 mg/ml MTT
caligma ¢ozeltisiden 96 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 100 pl olacak sekilde
eklendi ve 4 saat inkiibasyona birakildi. Stre sonunda plakalardaki kuyucuklarda
dibe ¢okmiis olan formazan kristalleri goriildii. Kuyucuklardan ¢okeltinin tstiinde
kalan medyum kismi uzaklastirildi. Dipte kalan mor renkli formazan kristallerini
¢ozmek amaciyla her kuyuya 200 ul DMSO eklendi. Eklenen DMSO ¢ok kanalli
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pipetor ile homojen hale getirildi. Daha sonra ELISA’da 540 nm dalga boyunda
optik dansiteleri okutuldu (Horakova 2001).

Total Nitrit+ Nitrat Miktar Tayini

Plakalara ekilen HUVEC huicreleri 24 saat test maddeleri eklenerek bekletildikten
sonra, nitrit+nitrat miktar tayini yapildi, bunun icin Nitrit/Nitrat Colorimetric
Assay Kit (Cayman) kullanildi, iireticinin onerdigi prosedir izlendi. Bunun igin
sirayla nitrat/nitrit 0lgim tamponu, nitrat rediiktaz enzim preparati, nitrat rediiktaz
kofaktdr preparati, nitrat standardi, Griess reaktifi R1 ve R2 soliisyonlar1
deneyden 6nce hazirlandi. 96 kuyucuklu plakada iki kuyucuk kor (blank) olarak
ayrildt ve bu kuyucuklara yalniz 200 pl 6lgiim tamponu konmustur. Kor
kuyucuklarin diginda 16 kuyucuk; 2 tekrar olacak sekilde nitrat standardi
hazirlamak tizere kullanildi. Daha sonra nitrat standartlarina ait grafik, asagidaki
tabloya uygun sekilde elde edildi.

Cizelge 3:  Nitrat Standart Seri Cozeltileri Olusturulurken Kullamlan Nitrat Standard: ve
Olgim Tamponu Miktari

Kuyucuk Nitrat Standard: (ul) | Olgim Tamponu (ul) Final Nitrat Derigimi (UM)
Al, A2 0 80 0

B1, B2 5 75 5

C1,C2 10 70 10

D1, D2 15 65 15

El, E2 20 60 20

F1, F2 25 55 25

Gl, G2 30 50 30

H1, H2 35 45 35

Nitrat Standardi

1,200 y=0,148x - 0,125
o R?=0,999

1,000 / —o— Nitrat std
0,800

—— Dogrusal
0,600 (Nitrat std)
0,400
0,200 //
0,000 N T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35

Absorbans (540nm)

Nitrat (UM)

Sekil 11. Artan Konsantrasyonda Nitrat Standard ile Elde Edilen Absorbans Degerleri
ve Grafige Ait Dogru Denklemi
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Daha sonra diger kuyucuklara, 6nceden test maddeleri ile inkiibe edilmis olan
HUVEC hiicreleri i¢eren kuyucuklardan alinan 80 pl medyum konuldu. Standart
nitrat iceren kuyucuklar ve test kuyucuklarma 10 pl enzim kofaktdr karisimmdan
ve 10 pl nitrat reduktaz karisimindan eklendi. Plaka 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. Stre sonunda kuyulara 50 ul Griess R1 reaktifi ve hemen arkasindan
Griess R2 reaktifi eklendi. Renk olusumu igin 10 dakika oda sicakliginda beklendi
ve ELISA’da 540nm’de okutuldu. Nitrat miktarlar: standart egrisi kullanilarak
hesaplandi.

Kalsiyum (Ca?*) Miktar Tayini

Kalsiyum miktar tayini BioVision Calcium Colorimetric Assay Kit kullanilarak
yapildi ve ireticiye ait protokol izlendi. Bu kit kullanilarak yapilan 6lgiimler
kalsiyum iyonlariyla O-cresolphthalein arasinda olusan kromojenik kompleks
olusumuna dayanmaktadir. Nitrat Olgiimiinde oldugu gibi burda da bir standart
olusturulmaktadir.

Cizelge 4: Kalsiyum Standart Seri Cozeltileri Olusturulurken Kullamlan Kalsiyum
Standard: ve Final Kalsiyum Derisimi

Kuyucuk Dilue edilmis Kalsiyum | Distile su (ul) Final Kalsiyum Derigimi
Standardi1 5 mM (pul) (ng)

Al, A2 0 50 0

B1, B2 2 48 0,4

C1,C2 4 46 0,8

D1, D2 6 44 1,2

El, E2 8 42 1,6

F1, F2 10 40 2,0

Kalsiyum Standardi

'g 2,5
s P y =0,799x - 0,282
B _— R2=0,996
% ' / —o— Kalsiyum Std
2 1 /' Dogrusal (Kalsiyum Std)
o
8 05
<

0

0
Kalsiyum (ug)

Sekil 12. Artan Konsantrasyonda Kalsiyum Standardiyla Elde Edilen Absorbans
Degerleri ve Grafige Ait Dogru Denklemi

29



Kalsiyum standartlar1 yukardaki tabloya gore hazirlandi. Test kuyucuklarma ise
50 ul medyum kondu. Daha sonra 90 pl kromojenik reajan 6rneklere, standartlara
ve kontrollere eklendi ve hafifce karistirildi. 60 pl kalsiyum 6lglim tamponu her
kuyuya eklendi ve hafif¢ce karistirildi. Oda sicakliginda 10 dakika beklendi.OD
575 nm’de okundu.

Sonuclarin Analizi

Calisma sonucu elde edilen bulgular, aorta deneylerinde en az 6 kere tekrarlanmis
deney sonucunun ortalamasi, HUVEC deneylerinde ise en az 3 deney sonucunun
ortalamasi olarak sunuldu. O.D. + SEM (ortalama deger *+ Standart hatanin
ortalamasi) ile birlikte gosterildi. Damar yanitlarmin degerlendirilmesinde deney
gruplarinin  birbirinden farklarinin istatistiksel analizi, 40mM KCI ile tek
konsantrasyon elde edilen cevaplar icin tek yonli ANOVA varyans analizi ve
ardindan Tukey testi gerceklestirildi; Diger kiimiilatif konsantrasyon yanit egrileri
icinse ¢ift yonlu varyans analizi ve ardindan Bonferroni Coklu Karsilastirma Testi
yapildi. HUVEC ile gergeklestirdigimiz deneylerde ise ¢ift yonll varyans analizi
ve ardindan Bonferroni Coklu Karsilastirma Testi yapildi. Istatistiksel analizlerde
elde edilen anlamlilik degerleri p<0,05; p<0,01 ve p<0,001 olacak sekilde verildi.

Deneyler Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinin,
Deney hayvanlar1 biriminin ve Bitki Ilag ve Bilimsel Arastrma Merkezi’ne
(BIBAM’a) ait laboratuvar imkanlarindan ve alt yapisindan faydalanarak yapildu.

BULGULAR ve TARTISMA

Melatonin, baslica pineal bezde sentezlenen ve serumdaki miktar1 fotoperiodik
olarak degisen bir hormondur. Serumda bulunan melatonin damarlar yoluyla
organizma i¢inde dagilirken, vaskiiler sistemin kendisini de etkilemektedir.

Endotelli Sican Torasik Aortasinda Yapilan Calismalardan Elde Edilen
Bulgular

Potasyum Klorir (40 mM) Kasilma Y anitlart Y(zdeleri
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© a aa
£ -
» 1004
£
K
g so-
R
0] T
N
(&) \:\/
\F

Sekil 13.  Melatonin (10° M) ve/veya Luzindol (10° M) Varhgnda KCI (40mm) ile
Kasilma Yamtlar1 Yiizdesi. Kontrole Gore Anlamhhik Farkhhk, ***p<0,001;
MLT Grubuna Gére Anlamhhk Farkhlik ? p<0,05; * p<0,05 ; (n:6). O.D. +
S.H.O. Tek Yoénli Varyans Analizi, Takiben Tukey’in Coklu Karsilastirma
Testi
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Bu deneylerde kontrol grubuna nazaran yalniz melatonin, yalniz luzindol ve
melatonin ve luzindol birlikte kombinasyonuyla inkibasyonun 40mM KCI
yanitlarina etkisi incelenmistir. Aortada protein ve reseptor seviyesinde varligi
kanitlanan tek melatonin reseptor alt tipi MT1 reseptoriidir. MT1 reseptOrine
selektif bir antagonist bulunmamaktadir fakat MT1/MT?2 reseptOr antagonist olan
luzindol bilinmektedir. MT2 reseptoriiniin bulunmadigr bu durumda luzindol
yalniz MT1 reseptor antagonisti olarak davranmaktadir.

Yalniz melatonin (10° M) ile inkiibasyon yapilan aorta MLT olarak, melatonin
(10®° M) ve luzindol (10 M) ile 6n inkiibasyon yapilan aorta MLT+LZL olarak,
yalniz luzindol ile inkiibasyon yapilan aorta LZL olarak adlandirilmistir. 40mm
KCl ile goriilen kasilma yanit1 bakimimmdan MLT grubunda kontrole gére anlamli
farklilik gozlenmistir (*** p<0,001). Yine MLT+LZL grubunda kontrole gore
anlamli farklilik gozlenmistir (* p<0,05). Tek konsantrasyon verilen KCI, LZL
grubunda kontrole gore anlamli farklilik olusturmustur (* p<0,05). MLT+LZL
grubunda da MLT grubuna gére anlaml farklilik goriilmiistiir (* p<0,05). Ayni
sekilde LZL grubunda MLT grubuna goére anlaml farklilk gdzlenmistir (*
p<0,05).

Bu deneylerde MT1 reseptoriinin KCI ile kasilma yanitlarinda etkili olup
olmadigini anlamak amaciyla luzindol kullanilmistir. Kontrole nazaran melatonin
uygulanan aorta kesitlerinde 40mM KCI ile olusan kasilma yanitlarinin %25
arttig1 goriilmektedir. Kontrol grubuna ait maksimum kasilma yanitlar1 1564+74
g, melatonin inklbasyonu yapilan grupta maksimum kasilma 2257477 g olarak
bulunmugtur. Luzindol tek basma KCI uygulamasindan 20 dakika 6nce banyoya
eklenmistir ve KCl ile kontrol grubundaki kasilmadan fazla fakat yalniz melatonin
ile olan kasilmadan daha az bir kasilma yanitina neden olmustur. Luzindol ve
melatonin birlikte uygulandiginda (luzindol KCI’den 20 dakika once, melatonin
KCl’den 5 dakika once) ise tek basma luzindol ile elde edilen sonuca benzer bir
kasilma elde edilmistir. Sonuclar istatistiksel olarak tek yonli varyans analizi ve
ardindan Tukey ¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu
sonuclar Lartaud ve arkadaslarimin 2007°de yaptiklar1 benzer bir calisma ile
celismektedir (Lartaud ve ark., 2007), 40mM KCI uyguladigi endotelsiz aorta
halkalarmi 20 dakika tek bagina melatonin ile ve melatonin arti luzindol ile inklbe
etmis ve kontrole gore bir fark gdzlememistir. Bizim ¢alismamizda ise melatonin
KCl uygulamasmndan hemen once organ banyosuna eklenmis ayrica endotelli
aorta kesitleri kullanmistir. Bu sonuclar arasindaki fark endotelle iligkili olabilir
cunkii MTT1 reseptorlerinin ¢ogunlukla Tunica aventida’da yani endotelde yer
almaktadir (Schepelmann ve ark., 2011).
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Kumulatif Potasyum Klortr (10-50mM) ile Kasitlma Yanitlar: Ylzdeleri

150 -
100
9
£ 50 -
'3 -@- Kontrol
i MLT
—4A MLT+LZL
V¥ LZL
O ] 1 1
10 20 30 40 50 60
KCI mM
_50 -

Sekil 14. Melatonin (10° M) ve/veya Luzindol (10° M) Varhgmnda Yiizde KCI
Konsantrasyon Yamt Egrisi. Kontrole Gore Anlamlihk Farkhhk, **%p<0,001;
MLT Grubuna Gére Anlamhihk Farkhilik ® p<0,05;. Veriler: O.D. + S.H.O. Tek
YOnlu Varyans Analizi, Takiben Tukey’in Coklu Karsilastirma Testi (n:6).

Kontrol, yalniz melatonin (10 M), yalniz luzindol (10 M) ve melatonin (10 M)
ve luzindol (10° M) kombine grubuna KCI 10-50 mM konsantrasyonda
uygulanmistir. Bu deneyler sonucunda 20mM KCIl ile elde edilen yanitlarda
melatonin ile inkiibe edilen grup kontrole goére KCl ile kasilma yanitinda anlamli
artis gostermistir (*** p<0,001). Melatonin ve luzindol birlikte verilen grup
kontrole gore anlamli fark ortaya koymamistir ancak yalniz melatonin verilen
gruba gore KCI kasilma yanitinda anlamli azalmaya neden olmustur (%, p<0,05).
Yalniz luzindol verilen grupta ayni sekilde yalniz melatonin verilen gruba kiyasla
daha az kasilma yanitma neden olmustur (%, p<0,05). Kuimulatif postasyun klor(r
uygulanan aortadan elde ettigimiz veriler, tek konsantrasyon potasyum Klorir ile
elde edilen verilerle uygunluk gostermektedir ancak KCl miktar1 arttikga gruplar
aras1 anlamlilik farklar1 kaybolmaktadir.

Melatoninin kaudal arterde ve sigan aortasinda tek basmma vazoaktif etkili
olmadigini gosteren caligmalar bulunmaktadir (Evans ve ark., 1992; Krause ve
ark. 1995; Viswanathan ve ark., 1990; Monroe ve Watts, 1998). Kaudal arterde ise
adrenerjik stimiilasyonla olusan kasilma yanitlarint MT1 reseptorleri araciligiyla
artirdigr ve MT2 reseptorleri araciligiyla baskiladigi gosterilmistir (Evans ve ark.
1992; Krause ve ark., 1995; Masana ve ark., 2002; Dubocovich ve ark., 2010).
Ancak melatoninin tavsan ana arterinde (10 ila 10°® M) ve sigan aortasinda (10
ila 10° M) KCl ile olusan kasilmay1 azalttig1 gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir
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(Satake ve ark., 1991a; Weekley ve ark. 1991).). KClI ile prekontraksiyondan énce
verilen melatonin ile olusan gevsemenin, luzindol ile geri ¢evrilemedigini
gOsteren bir ¢alisma bulunmaktadir fakat bu ¢alismanin grafiklerinde ¢oziicii ile
de gevseme olustugu goriilmektedir (Monroe ve Watts, 1998). Ayrica ¢ok sayida
caligma melatoninin INOS ekspresyonunu baskiladigint gostermektedir (Tamura
ve ark., 2006; Lartaud ve ark., 2007; Silva ve ark. 2007).

Cizelge 5.  Melatonin (10° M) ve/veya Luzindol (10° M) Varhginda KCI Konsantrasyon
Yamt Egrisinden Elde Edilen LogECs, Degerleri

KCI Kontrol MLT MLT+LZL LZL

ECso 29,43+0,138 20,190,071 20,520,182 20,530,203

Anlamhhk - Fkk falalal¥:| falalal¥:|

Kontrol: kontrol aortasi, MLT: yalniz melatonin (10° M) ile én inkiibasyon
yapilan aorta, MLT+LZL: melatonin (10° M) ve luzindol (10° M) ile 6n
inkiibasyon yapilan aorta, LZL: yalniz luzindol ile inkiibasyon yapilan aorta.
Kontrole gore anlaml farklilik *** p<0,01; MLT grubuna gére anlamli farklihk
p<0,05 (n:6) Veriler O.D. = S.H.O. olarak verilmistir. Tek yonlii varyans analizi,
takiben Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi.

Kumdilatif Fenilefrin (3x10%- 10° M) Kasilma Yanitlar: Yizdeleri

Bu deneylerde kontrol grubu ile MLT, LZL ve MLT+LZL inkiibasyonu yapilan
gruplar, kiimiilatif Phe yanitlar1 bakimindan karsilagtirilmastir.

Saglikli Wistar sicanlardan cikarilan endotelli torakal aortalar organ banyosuna
asililarak  bu deneyler gerceklestirilmistir. Melatonin (10° M) Phe
uygulamasindan 5 dakika dnce banyoya eklenmis ve deney siiresince ortamda
bulunmustur. Grafikten elde edilen anlamhliklar sdyle siralanabilir: 3x107 M
konsantrasyonda kontrole gére MLT grubunda anlamli farklilik * p<0,05; 107,
3x10°®, 10®, 3x10®°, 10° M konsantrasyonlarda kontrole gére MLT grubunda
anlamhi farklilk *** p<0,001; 3x107, 107, 3x10°, 10° 3x10®°, 10° M
konsantrasyonlarda MLT+LZL grubunda MLT grubuna gére anlaml farklilik 2
p<0,001; 107 M konsantrasyonda MLT+LZL grubunda kontrol grubuna gore
anlamli farkhlik ** p<0,01; 3x10° M konsantrasyonda MLT+LZL grubunda
kontrol grubuna gére anlamli farklilik * p<0,05; 3x10”, 107, 3x10°, 10°, 3x10~,
10®° M konsantrasyonlarda LZL grubunda MLT grubuna gére anlamli farklilik *
p<0,001; 107, 3x10°, 10° M konsantrasyonda LZL grubunda kontrol grubuna
gore anlamhi farkhhk **p<0,01; 10° 3x10® M konsantrasyonlarda LZL
grubunda kontrol grubuna gore anlamli farklilik *** p<0,001.
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Sekil 15. Melatonin (10° M) velveya Luzindol (10° M) Varhginda Kimilatif Phe
Konsantrasyon Yamit Egrisi. Kontrole Gore Anlamhihik Farkhhk, * p<0,05; **
p<0,01; ***p<0,001; MLT Grubuna Gére Anlamhhk Farkhhk * p<0,05;. *
p<0,01; ** p<0,001. Veriler: O.D. = S.H.O. Tek Yonlu Varyans Analizi,
Takiben Tukey’in Coklu Karsilagtirma Testi (n:6).

Kimialatif konsantrasyon yanit egrisinde melatonin inkiibasyonu adrenerjik
stimiilasyonla olusan kontraksiyonu (Phe 107, 3x10®, 10°® 3x10° M, 10° M)
kontrole gore anlamli sekilde artrmustir (*** p<0,001, ** p<0,01). Yapilan bir
caligmada, endoteli ¢ikartilmis sigan aortasinim bir kultir medyumunda (DMEM)
inklibasyon yaslanmaya benzer etkiler ortaya cikarmaktadir bunlar oksidatif
stresin  artmasi, NO aracili gevsemenin artisina bagl inflamasyon,
vazokonstriiktor ajanlara arterial duyarliligin azalmasi olarak siralanmaktadir
(Lartaud ve ark., 2007). Ug giin DMEM iginde bekletilen aorta kesitlerinde iNOS
ekspresyonun arttig1 ve NE ile kontraksiyonun azaldig1 gozlenmistir (Lartaud ve
ark., 2007). Ug giin DMEM ve 10 M melatonin ile inkiibe edilen endotelsiz sigan
aortasinda NE aracili kasiima kontrole gdre tamamen diizelmistir. 2x10° M
luzindol varliginda ise melatonin ile diizelen kasilma yanitlar1 yeniden
bozulmustur. Ug giin DMEM ile inkiibe edilen aortalarda iNOS ekspresyonu
artmig, li¢ glin melatonin ve DMEM iginde inkiibasyon edildiginde ise INOS
ekspresyonu azalmistir. 10° M Melatonin ayrica katalaz aktivitesini artirmustir.
Sonu¢ olarak melatonin DMEM inkiibasyonu ile ortaya ¢ikan NE aracili
kontraksiyon kaybini reseptorleri iizerinden etki gostererek diizeltmistir (Lartaud
ve ark., 2007). Endotelsiz si¢an aortasi kullanarak yapilmig bu ¢alismada DMEM
icinde inkiibasyon yapilmayan kontrol aortasinda 10® M veya 10° M melatonin
inkiibasyonundan sonra 3x10° M Phe ile kontraksiyon yanitlari kontrole gére bir
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artig ortaya ¢ikarmig ama anlamli fark elde edilememistir (Lartaud ve ark., 2007).
Bizim c¢alismamiz ile Lartaud ve ark. (2007) yaptig1 bu ¢aligma arasindaki en
biiyiik fark, bizim ¢alismamizda aortanin endotelli olmasidir. Endotel tabakasi
cikarildiginda melatoninin sigan aortasinda Phe kasilmasini potansiyelize eden
etkisi azalmig olabilir, ¢iinkii MT1 reseptorleri sican aortasinda ozellikle
endotelde yogunlagsmaktadir.

Doolen ve ark. (1998) yaptig1 bir ¢alismada ise, Phe ile kontrakte edilen endoteli
cikarilmis olan izole sican kaudal aterlerine artan konsantrasyonda (10" jla 10°
M) melatonin eklemistir. Melatonin 10™° ila 107 M konsantrasyonda Phe ile
olusturulan kontraksiyonu konsantrasyona bagimli sekilde potansiyelize etmis, 10
" ila 10° M arasindaki daha vyiiksek melatonin konsantrasyonunda ise
potansiyelize edici azalmistir. Phe ile On kontraksiyon saglandiktan sonra ortama
4P-PDOT (3x10® M) eklenmis ve artan konsantrasyonda melatonin verilmistir.
4P-PDOT melatoninin diisiik konsantrasyonlarinda 10™° ila 10" M kontraksiyonu
hafifce artrmus, fakat yiiksek konsantrasyonlarinda 107 ila 10°M tam tersi
kasilmay1 azaltmistir. Bu sonuglara dayanarak endotelsiz sican kaudal arterinde
MT2 reseptoruniin melatonin ile gozlenen vazodilator etkiye aracilik ettigi
sonucuna ulagilmistir (Doolen ve ark., 1998).

Sewerynek (2002) hazirladigi review’de sistemik olarak verilen melatonin ile
gozlenen kan basincii diisiirlicii etkinin kaynaklanabilecegi mekanizmalar sdyle
siralanmaktadir:

1) melatoninin hipotalamus tizerinde direkt etkisi

2) antioksidan 6zelligine bagl olarak kan basmcini diistiriicii etki

3) melatoninin katekolaminlerin miktarini azaltici etkisi veya

4) aorta duvarinda yer alan diiz kaslarin gevsemesine bagl goriilen etki
(Sewerynek, 2002).

Melatoninin sistemik olarak verilisinden sonra gozlenen kan basincini diisiiriicii
etkinin aortada bulunan MT1 reseptoriine bagl olmadigi, aksine MT1 reseptori
araciligiyla melatoninin aortada adrenerjik vazokonstriiksiyonu artiran bir etki
gosterdigi calismamizin sonuglaria dayali olarak soylenebilir.

Cizelge 6. Melatonin (10° M) ve/veya Luzindol (10° M) Varhginda Kiimiilatif Phe
Konsantrasyon Yamt Egrisinden Elde Edilen pD, Degerleri.

Phe Kontrol MLT MLT+LZL LZL

pD2 7,161+0,093 |7,34+0,049 6,922+0,071 6,915+0,14

Anlamhhk * ** aaa ** aaa

Kontrol: kontrol aortasi, MLT:yalniz melatonin (10° M) ile 6n inkiibasyon
yapilan aorta, MLT+LZL: melatonin (10° M) ve luzindol (10° M) ile 6n
inkiibasyon yapilan aorta, LZL: yalniz luzindol ile inkiibasyon yapilan aorta.
Kontrole gore anlamh farklilik * p<0,05; ** p<0,01, MLT grubuna gore anlaml1
farklilik % ® p<0,001.Veriler O.D. + S.H.O. Tek yonli varyans analizi, Tukey’in
¢oklu karsilastirma testi (n:6).

LZL ilavesiyle kontrol grubuna gore daha da diisen ECso degerlerinin ortaya
cikmasinda rol olan mekanizmalar ise daha fazla ¢aligma yapilarak
aydinlatilmalidir.
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Kumdilatif Ach (3x10%°%-10°M) Gevseme Yamitlar: Yiizdeleri
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Sekil 16. Melatonin (10° M) ve/veya Luzindol (10° M) Varhiginda Phe (10° M) ile On
Kasilmanin Ardindan Uygulanan Kumdilatif Ach ile Gevseme Yamtlar Y Uzdeleri.
Veriler O.D. + S.H.O Olarak Verilmistir. Iki Yénlii Varyans Analizi, Takiben
Bonferroni Coklu Karsilastirma Testi.

Saglikli Wistar sicanlardan c¢ikarilan endotelli torasik aorta kullanilarak bu
deneyler gerceklestirilmistir. Melatonin (10° M), Phe uygulamasindan hemen
6nce banyoya eklenmis ve deney siiresince ortamda bulunmustur. 10° M Phe ile
on kasilma %100 kabul edilerek gevsemeler bu kasilmaya gore % olarak
hesaplanmigtir. Paskaloglu ve ark. (2004) yaptigi, saglikli Wistar siganlarla,
instilin verilen diyabetik siganlar ve insiilin ve melatonin (8 hafta boyunca;
10mg/kg/glin; i.p.) verilen diyabetik sicanlardan elde edilen kiimiilatif Ach
gevsemesi bakimindan bizim calismamizla uyumlu sekilde hi¢bir anlamlilik elde
edilmemistir. Giraourd ve ark. (2001) yaptig1 bir ¢alismada hipertansif (HS) ve
normotansif sicanlara (NS) 4 hafta boyunca 30 mg/kg/glin melatonin verilip
ortama arter basinglar1 (OAB), kalp atim hizlar1 (KH), Sistolik (SKB) ve diastolik
kan basinglar1 (DKB) oOl¢iilmiistiir. HS’larda OAB, SKB, DKB ve KH anlamli
olarak azalmistir. Melatonin tedavisi HS ve NS larda Ach ile olusan gevsemede
hafif bir artis oldugu belirtilmistir (Girouard ve ark., 2001).
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Cizelge 7. Melatonin (10° M) ve/veya Luzindol (10° M) Varhginda Fenilefrin ile On
Kasilmanin Ardindan Kimulatif Ach Konsantrasyon Yanit Egrisinden Elde
Edilen pD, Degerleri

Ach Kontrol MLT MLT + LZL LZL

pD, 7,93+0,04 7,87+0,05 7,85+0,05 7,83+0,06

Kontrol: kontrol aortasi (n:8), MLT:yalniz melatonin (10° M) ile 6n inkiibasyon
yapilan aorta (n:6), MLT+LZL: melatonin (10° M) ve luzindol (10° M) ile &n
inkiibasyon yapilan aorta (n:5), LZL: yalniz luzindol ile inkiibasyon yapilan aorta
(n:5). Veriler O.D. £ S.H.O. olarak verilmistir. Tek yonlii varyans analizi ardindan
Tukey’in ¢oklu karsilagtirma testi.

Kumdulatif SNP (3x10'9-10'5M) Gevseme Yanitlar Yiizdeleri
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Sekil 17.  Melatonin (10° M) ve/veya Luzindol (10° M) Varhgnda (10° M) Phe ile On
Kasilmanin Ardindan kiimiilatif SNP Yamtlarnmn Y{zdeleri. Kontrole Gore
Anlamhhk Farkhhk, * p<0,05; ** p<0,01; MLT Grubuna Goére Anlamhhk
Farkhlik * p<0,05;. * p<0,01; *® p<0,001. Veriler: O.D. + S.H.O. Tek Yonlu
Varyans Analizi, Takiben Tukey’in Coklu Karsilagtirma Testi (n:6).

Saglikli Wistar sicanlardan c¢ikarilan endotelli torasik aorta kullanilarak bu
deneyler gerceklestirilmistir. Melatonin (10° M) Phe uygulamasindan hemen 6nce
banyoya eklenmis ve deney siiresince ortamda bulunmustur. 10°M Phe ile 6n
kasilma %100 kabul edilerek gevsemeler bu kasilmaya gore % olarak
hesaplanmigtir. Phe ile ©n kasilma saglandiktan sonra inkiibasyonlar
geroeklestirilmistir.

37



Elde edilen sonuclar soyledir: 3x10'M SNP ile MLT grubunda kontrole gére
anlamli farklilik ** p<0,01; 10"M SNP ile MLT grubunda kontrol grubuna gore
anlaml farklilik * p<0,05; 3x10® 10® SNP ile LZL grubunda kontrole gore
anlamh farklilk ** p<0,01; 3x10" M SNP ile LZL grubunda kontrole gore
anlamli farklilik *p<0,05; 3x10®, 10® ve 3x10" M SNP ile LZL grubunda MLT
grubuna gére anlamh farklilik ®* p<0,001; 10" M SNP ile LZL grubunda MLT
grubuna gore anlamh farkhhik ? p<0,01; 10° 3x10® Ve 10® M SNP ile
MLT+LZL grubunda MLT grubuna gére anlamli farklilik * p<0,05.

SNP’in 10°, 10® 10° 3x107 M, 107 ve 3x10° M konsantrasyonlarinda
melatonin varlig1 kontrole gore gevsemede anlamli azalmaya neden olmustur. Bu
sonu¢ Paskaloglu ve ark. (2004) yaptigi ve saglikli Wistar sicanlara sistemik
olarak 10mg/kg/gun konsantrasyonda melatoninin ip. uygulandigi g¢alismada
bulunan sonuglarla uyumludur. Hiicre disindan verilen nitrik oksitin damar
gevsemesini artiran etkisi melatonin tarafindan artirilmistir ve bu artig luzindol ile
ortadan kalkmustir.

Cizelge 8. Melatonin (10° M) ve/veya Luzindol (10° M) Varhgnda Fenilefrin ile On
Kasilmanin Ardindan Kiimiilatif SNP Konsantrasyon Yamt Egrisinden
Elde Edilen pD2 Degerleri.

SNP Kontrol MLT MLT+LZL LZL
pD2 8,18+0,03 8,28+0,06 8,15+0,05 7,94+0,05
Anlamhhk ** aaa aa, bbb

Kontrol: kontrol aortast (n:8), MLT:yalniz melatonin (10° m) ile 6n inkiibasyon
yapilan aorta (n:6), MLT+LZL: melatonin (10° m) ve luzindol (10° m) ile 6n
inkiibasyon yapilan aorta (n:5), LZL: yalniz luzindol ile inkiibasyon yapilan aorta
(n:5). MLT grubunda kontrol grubuna gore anlamli farklilik ** p<0,01;
MLT+LZL grubunda MLT grubuna gore anlamli farkhilik *** p<0,001; LZL
grubunda MLT grubuna gore anlamli farkhilik ** p<0,01; LZL grubunda
MLT+LZL grubuna gore anlamh farklilik *® p<0,001. Veriler O.D. + S.H.O.
olarak verilmistir. Tek yonli varyans analizi ardindan Tukey’in ¢oklu
karsilagtirma testi uygulanmustir.

Endotelsiz Sican Torasik Aortasinda Yapilan Cahsmalardan Elde Edilen
Bulgular

Bu deneylerde erkek albino Wistar siganlardan ¢ikarilan torakal aortalarin endotel
tabakas1 paslanmaz celik ¢ubukla damar i¢i siirtiilerek tahrip edilmistir. Daha
sonra endotel yoklugu 10° M Phe ve ardindan 10° M Ach verilerek
belirlenmistir, yaklagik % 20 gevseme cevabi alinan aortalar endotelsiz kabul
edilmistir.

Kumdilatif Ach (10, 3x10° M) Gevseme Yamtlar: Y (izdeleri

Endoteli tahrip edilmis aortalardan elde edilen kiimiilatif Ach (1070, 3x10° M)
gevseme cevaplart kiyaslandiginda, gruplar arasinda higbir konsantrasyonda
anlamli fark gozlenmemistir. Benzer sonuglar endoteli saglam aortalarda da
gozlendigi icin Ach ile elde edilen gevseme yanitlar1 iizerinde melatonin ve MT1
reseptoriiniin  etkisi olmadigr sonucuna varilabilir. Ayni sekilde NO aracili
gevsemenin melatonin ve MT1 reseptori ile araciligiyla olusan hiicre igi
cevaplarda etkili olmadig1 goriilmektedir.
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Sekil 18. Endotelsiz Aortada Yapilan Melatonin (10° M) ve/veya Luzindol (10° M)

Varhginda 10° M Phe ile On Kasilmamin Ardindan Verilen Kimiilatif Ach
Yamt Yilzdeleri. Iki yonlii varyans analizi ardindan Bonferroni
coklu karsilastirma testi.

Cizelge 9. Endotelsiz Aortada Melatonin (10° M) ve/veya Luzindol (10° M) Varhgmnda
Fenilefrin ile On Kasilmanin Ardindan Kimilatif Ach Konsantrasyon
Yanit EgrisindenElde Edilen pD, Degerleri.

End.siz Ach | Kontrol MLT MLT + LZL LZL

pD2 7,02+0,17 7,14+0,41 7,12+0,39 7,02+0,40

Kontrol: kontrol aortasi, MLT:yalniz melatonin (10° M) ile 6n inkibasyon
yapilan aorta, MLT+LZL: melatonin (10° M) ve luzindol (10° M) ile 6n
inkiibasyon yapilan aorta (N:5), LZL: yalniz luzindol ile inkiibasyon yapilan aorta
(n:5). Veriler O.D. £ S.H.O. olarak verilmistir. Tek yonli varyans analizi ardindan
Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmstir.

Kiimiilatif SNP (10°-10° M) Gevseme Yamitlar: Yiizdeleri

Bu grup deneylerde endotelsiz aortalar kullanilarak kiimiilatif SNP (10°-10° M)
ile konsantrasyon yanit egrileri ¢ikarilmustir. 3x10%, 10®, 3x107 M SNP ile elde
edilen gevseme cevaplarmin kontrol grubunda diger gruplardan daha az oldugu
gorulmektedir. Endotelsiz aortada melatonin SNP ile elde edilen gevseme
yanitlarini artrmis fakat luzindol ile bu etki geri gevrilememistir. Endotel tabaka
cikartildiginda, luzindol ile melatonin etkisini antagonize eden durum ortadan
kalkmaktadir. Endoteli saglam aortada melatonin varliginda SNP ile gozlenen
gevseme artist luzindol ile engellenebilirken, endoteli ¢ikarilmis aortada
melatonin varliginda SNP ile gbzlenen vazorelaksan etki artist luzindol ile ortadan
kaldirilamamaktadir dolayisiyla vazorelaksan cevabin luzindol ile ortadan kalktig1
veya MT1 reseptOriinin gevseme yanitina engel oldugu diisiiniilebilir.
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Sekil 19. Endotelsiz Aortada Melatonin (10° M) ve/veya Luzindol (10° M) Varhgnda

10° M Phe ile On Kasilmanin Ardindan Verilen Kiimilatif SNP
Konsantrasyon Yamt Yiizdesi. Kontrole Goére Anlamhilik Farkhhk, *
p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,01. Veriler O.D. = S.H.O. Olarak Verilmistir. Iki
Yonli Varyans Analizi, Takiben Bonferroni Coklu Karsilasirma Testi,
(n=6).
Grafikten elde edilen anlamliliklar soyle siralabilir: 3x10® M SNP ile MLT
grubunda kontrole gore anlamlhi farkhilik *** p<0,001; 3x10% M SNP ile
MLT+LZL grubunda kontrole gére anlamli farklihk *** p<0,001; 3x10® M SNP
ile LZL grubunda kontrole gére anlamli farkhilik *** p<0,001; 10° M SNP ile
MLT grubunda kontrole gére anlamli farklilik ** p<0,01; 10 M SNP ile
MLT+LZL grubunda kontrole gére Anlamli Farklilik ** p<0,01; 10® M SNP ile
LZL grubunda kontrole gore anlamli farklilik ** p<0,01; 3x10" M SNP ile MLT
grubunda kontrole gére anlaml farklilik ** p<0,01; 3x10”" M SNP ile MLT+LZL
grubunda kontrole gére anlamh farklilik ** p<0,01; 3x107 M SNP ile LZL
grubunda kontrole gore anlaml farklilik ** p<0,01.

Cizelge 10. Endotelsiz Aortada Melatonin (10° M) ve/veya Luzindol (10° M)
Varhginda Fenilefrin ile On Kasilmamin Ardindan Kiimiilatif SNP
Konsantrasyon Yanit Egrisinden Elde Edilen pD2 Degerleri.

End.siz SNP Kontrol MLT MLT + LZL LZL
pD2 7,77+0,07 8,10+0,06 8,26+0,04 8,21+0,04
Anlamhhk Hokk Hkk Hhk
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Cizelge 10’da elde edilen bulgulara gore MLT grubunda kontrole gore anlamli
farklilik (*** p<0,001); MLT + LZL grubunda kontrole gore anlamli farklilik
(*** p<0,001); MLT+LZL grubunda MLT grubuna gore anlamh farklilik (*
P<0,05); LZL grubunda kontrole gore anlamli farklilik (*** p<0,001); LZL
grubunda MLT grubuna gore anlamli farkhlik (* p<0,05); LZL grubunda
MLT+LZL grubuna gore anlamli farklilik (bbb p<0,001), Pd, anlamliliklar1 tek
yonlu varyans analizinin ardindan Tukey’in c¢oklu karsilastirma testi yapilarak
belirlenmistir (n=5).

HUVEC Hiicre Dizisi ile Yapilan Deneylerden Elde Edilen Bulgular

Daha oOnce yapilmis olan c¢alismalarda elde edilen sonuglara goére, HUVEC
hicrelerinde PCR analizleri yoluyla, DNA diizeyinde; western blot analizleri
yoluyla, protein diizeyinde MT1, MT2, ROR/RZRa ve ROR/RZRb varligi
gosterilmis ancak ROR/RZRc varligina rastlanmamistir. Analizler HUVEC
hiicrelerinde hem MT1 hem de MT2 reseptoriiniin belirgin olarak var oldugu fakat
ROR/RZR ailesine ait reseptorler arasindan yalniz ROR/RZRb’nin ayirt edilebilir
miktarda oldugu goriilmiistiir. Sonu¢ olarak HUVEC hiicrelerinin G-protein bagl
melatonin membran reseptorlerini (MT1 ve MT2) ayrica niikleer melatonin
reseptorlerini (RORa ve RORDb, oOzellikle RORb) bulundurdugu goriilmistiir
ancak belirgin bir RORc varligina rastlanmamistir (Cui ve ark. 2008).

Sican aortasinda phe ile kasilma deneylerinde ve SNP ile gevseme deneylerinde
endotel tabakanin Onemli roli oldugu goriilmektedir, endotel tabakanin
melatoninin etkileri bakimmdan 6nemini anlamak amaciyla, bir endotel hicresi
olan HUVEC iizerinde melatoninin etkileri degerlendirilmistir. Bu deneylerde
hicreler 5 farkli gruba ayrilmistir, bu gruplar soyle siralanabilir; kontrol,
melatonin, melatonin ve luzindol, melatonin ve 4P-PDOT, melatonin ve
GR135531. Bu gruplar tzerinde MTT sitotoksisite testleri, nitrit/nitrat miktar
tayini ve kalsiyum miktar tayini ¢aligmalar1 yapilmustir.

MTT Sitotoksisite Testi Yiizde Canlilik Degerleri

Melatoninin endotel fonksiyonlar1 tizerindeki etkisini incelemek amaciyla yapilan
deneylerde HUVEC hiicreleri kullanilmistr. Melatonin 10 ila 107 mM
konsantrasyonda 24 saatlik bir inkiibasyon siiresi boyunca uygulanmis, sitotoksik
veya proliferatif konsantrasyonlarini belirlemek amaciyla MTT testine tabi
tutulmustur ayrica gozlenen sitotoksik etkilerin hangi reseptorler aracilifiyla
ortaya ¢iktigmni bulabilmek amaciyla melatonin ile birlikte luzindol, 4P-Pdot ve
GR135531 kombine olarak 10°, 10® ve 107 M konsantrasyonlarda HUVEC
hiicrelerine uygulanmis ve sonuglar kontrole gére % olarak Sekil 19, 20 ve 21°de
sunulmustur.

10°M 4P-Pdot , GR135531 ve LZL ile gergeklestirilen MTT testleri

Melatonin ile MT1/MT?2 reseptorleri araciligiyla olusan etkiyi bloke eden luzindol
ve MT2 reseptorleri ile olusan etkiyi bloke eden 4P-PDOT ve QR2 enziminin
aktivasyonunu  saglayan GR135531 (MT3 reseptor agonisti) 10° M
konsantrasyonda Kkullamlmustir. 10 mM melatonin konsantrasyonunda yani
kullanilan antagonistlerle melatoninin konsantrasyonunun esit oldugu durumda
melatoninin sitotoksik etkisi biiyiik 6l¢lide engellenmistir. Bu konsantrasyonda
4P-PDOT ile goriilen sitotoksik etki blokaji luzindolden fazladir. Bu yiizden 107
mM konsantrasyonda HUVEC hucreleri Uzerinde melatoninin sitotoksik etkisi
MT2  reseptorleri iizerinden ortaya c¢ikmaktadir denilebilir.  Bitin
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konsantrasyonlarda MT2 ile olusan sitotoksik etkinin MT1 ile gozlenenden daha
fazla oldugu goriilmektedir.
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Sekil 20. HUVEC Hucre Dizisine Sirasiyla Melatonin ve Melatonine Eklenen GR
135531 (10° M), 4P-PDOT (10° M), Luzindol (10° M) inkiibasyonu ile Elde
Edilen % Canlihk. MLT Grubuna Goére Anlamh Farkhilhk * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001; MLT+GR135531 Grubuna Gére Anlamh Farklihk *
p<0,05; ™ p<0,01; ™" p<0,001; MLT+4P-Pdot Grubuna Gére Anlamh
Farkhhk * p<0,05; ™ p<0,01; ** p<0,001; iki Yénlii Varyans Analizinin
Ardindan Bonferroni Coklu Karsilastirma Testi Yapilmistir (n:3).

Sekil 20°da bulunan grafige gore anlamlilik degerleri sdyle siralanabilirlOM
konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+4P-Pdot grubunda anlamli farklilik *
p<0,05; 10M konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+LZL grubunda anlaml
farklilk ** p<0,01; 1M konsantrasyonda MLT+GR135531 grubuna gore
MLT+4P-Pdot grubunda anlamli farkliik ™ p<0,001; 1M Konsantrasyonda
MLT+4P-PDOT grubuna gére MLT+LZL grubunda anlaml farklilhik ** p<0,001;
1M konsantrasyonda MLT grubuna gore MLT+LZL grubunda anlamli farklilik *
p<0,05; 0,01M konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+4P-Pdot grubunda
anlamli1 farklilik *** p<0,001; 0,01M konsantrasyonda MLT+GR135531 grubuna
gore MLT+4P-Pdot grubunda anlamli farklilik i p<0,001; 0,01M
konsantrasyonda MLT+4P-Pdot grubuna gore MLT+LZL grubunda anlamli
farkhilik ™ p<0,001; ; 0,001M konsantrasyonda MLT grubuna gore MLT+4P-
Pdot grubunda anlamli farklilik *** p<0,001; 0,001M konsantrasyonda MLT
grubuna gore MLT+LZL grubunda anlamli farkliik *** p<0,001; 0,001M
konsantrasyonda MLT+GR135531 grubuna gére MLT+4P-Pdot grubunda anlaml1
farklilk ™" p<0,001; 0,0001M konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+4P-
Pdot grubunda anlamli farklilik ** p<0,01; 0,0001M konsantrasyonda MLT
grubuna gére MLT+LZL grubunda anlamli farklilik *** p<0,001; 0,00001M
MLT grubuna goére MLT+4P-Pdot grubunda anlamli farklilik * p<0,05;
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0,00001M konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+LZL grubunda anlamli
farklilik *** p<0,001. 0,000001 mM konsantrasyonda MLT grubuna gore
MLT+4P-PDOT grubunda anlamli farklibk * p<0,05; 0,000001 mM
konsantrasyonda MLT+GR135531 grubuna gore MLT+4P-PDOT grubunda
anlamli farklilik + p<0,05; 0,000001 mM konsantrasyonda MLT grubuna gore
MLT+LZL grubunda anlamh farkliik *** p<0,001; 0,000001 mM
konsantrasyonda MLT+GR135531 grubuna gére MLT+LZL grubunda anlamli
farklilik +++ p<0,001; 0,000001 mM konsantrasyonda MLT+4P-PDOT grubuna
géore MLT+LZL grubunda anlamhi farklihk +++ p<0,001;0,0000001 mM
konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+4P-PDOT grubunda anlamli farklilik
*** p<0,001; 0,0000001 mM konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+LZL
grubunda anlamli farklilik *** p<0,001; 0,0000001 mM konsantrasyonda
MLT+gR135531 grubuna gore MLT+4P-PDOT grubunda anlamli farklilik +
p<0,05; 0,0000001lmM konsantrasyonda MLT+P-PDOT grubuna gobre
MLT+LZL grubunda anlaml farklilik x p<0,05.

Melatonin 10-10° M konsantrasyonlarida canliligi yaklasik %50 oraninda
azaltmustir, 102 ila 107 M konsantrasyonlarda ise canlilik iizerine etkisi belirgin
degildir (Sekil 19). 102, 10° M melatonin konsantrasyonlarinda goriilen
sitotoksik etki, 10° M nonselektif melatonin reseptér antagonisti luzindol ve
Ozellikle MT2 selektif reseptor antagonisti 4P-PDOT tarafindan anlamli sekilde
bloke edilmis ve kontrol seviyelerine ulasmustir. 10* ila 107 M konsantrasyonda
melatonin ise canliligi kontrol seviyelerinde tutarken, 10°> M LZL veya 10° M
4P-PDOT ile kombine edildiginde canlilikta anlamli bir azalma goriilmektedir. Bu
durum melatoninin yiksek konsantrasyonlarda 0zellikle MT2 reseptori
araciligiyla sitotoksik etki gosterdigini ancak diigilk konsantrasyonlarda 6zellikle
MT1 reseptorleri araciligtyla proliferatif etki gdsterdigi seklinde yorumlanabilir.
Sekil 19, 20 ve 21’den elde edilen bilgilere dayanarak melatonin ile artan
konsantrasyona paralel olarak sitotoksikden proliferatife dogru degisen etkilerin
MT2’den MT1’e dogru degisen etkilerle paralel oldugu diisiiniilebilir.

10°M 4P-Pdot , GR135531 ve LZL ile gergeklestirilen MTT testleri

Melatonin ile MT1/MT?2 reseptorleri araciligiyla olusan etkiyi bloke eden luzindol
ve MT?2 reseptorleri ile olusan etkiyi bloke eden 4P-PDOT ve QR2 enziminin
aktivasyonunu  saglayan GR135531 (MT3 reseptor agonisti) 10° M
konsantrasyonda kullanilmistir. Melatoninin 10, 10° M konsantrasyonlarinda
sitotoksik etkisi 10° M nonselektif melatonin reseptor antagonisti luzindol ve
MT2 selektif reseptor antagonisti 4P-PDOT ve MT3 reseptor agonisti GR135531
tarafindan anlamli sekilde bloke edilmis ve kontrol seviyelerine yaklagmigtir
(Sekil 20). 10* ila 107 M konsantrasyonda melatonin ise canliligi kontrol
seviyelerinde tutmus, 1010 ve 107 M melatonin ile kombine edilen 10° M
LZL, 4P-PDOT veya GR135531 canlilik iizerine etki etmezken, 10 M melatonin
ile kombine edilen 10® M LZL, 4P-PDOT veya GR135531 canliligi anlamli bir
sekilde artirmistir. Sekil 19°da kullanilan antagonist konsantrasyonlart 10 iken,
sekil 20°de kullanilan antagonist konsantrasyonlar1 10%°dir. Bu iki grafik
arasindaki fark temel olarak 4P-Pdot, LZL ve GR135531 konsantrasyonlarindan
kaynaklanmaktadir.
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Sekil 21. HUVEC Hucre Dizisine 24 Saatlik Melatonin ve Sirayla Melatonine
Eklenen GR135531  (10° M), 4P-PDOT (10° M), Luzindol (10° M)
Inkiibasyonu Sonunda Elde Edilen % Canlilk. MLT Grubuna Goére Anlamh
Farkhlik * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; MLT+GR135531 Grubuna Gore
Anlamh Farkhihk * p<0,05; iki Yonlu Varyans Analizinin Ardindan Bonferroni
Coklu Karsilagtirma Testi (n:3).

Selik 21°de gorilen grafikten elde edilen anlamlilik degerleri sdyle siralanabilir:
10M konsantrasyonda MLT+GR135531 grubunda MLT grubuna goére anlamli
farklilik ** p<0,01; 1M konsantrasyonda MLT grubuna gore MLT+GR135531
grubunda anlaml farklilik *** p<0,001; 1M konsantrasyonda MLT grubuna gore
MLT+4P-Pdot grubunda anlamli farkliik *** p<0,001; 1M konsantrasyonda
MLT grubuna gére MLT+LZL grubunda anlamli farklihik * p<0,05; 0,1M
konsantrasyonda MLT grubuna goére MLT+GR135531 grubunda anlamli farklilik
*** p<0,001; ; 0,IM konsantrasyonda MLT grubuna gore MLT+4P-Pdot
grubunda anlaml farklilik *** p<0,001; ; 0,1M konsantrasyonda MLT grubuna
gore MLT+LZL grubunda anlamli farklilik *** p<0,001; 0,1M konsantrasyonda
MLT+GR135531 grubuna gére MLT+4P-Pdot grubunda anlamli farkliik *
P<0,05; 0,01M konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+GR135531 grubunda
anlamli farklibk *** p<0,001; 0,01M konsantrasyonda MLT grubuna goére
MLT+4P-Pdot grubunda anlamli farklilik *** p<0,001; 0,01M konsantrasyonda
MLT grubuna gore MLT+LZL grubunda anlaml farklilik *** p<0,001; 0,001M
konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+GR135531 grubunda anlaml farklilik
*** p<0,001; 0,001M konsantrasyonda MLT grubuna goére MLT+4P-Pdot
grubunda anlamli farklilik *** p<0,001; 0,001M konsantrasyonda MLT grubuna
gére MLT+LZL grubunda anlamli farklilikk *** P<0,001; 0,000001M
konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+GR135531 grubunda anlamli farklilik
** p<0,01; 0,000001M konsantrasyonda MLT grubuna goére MLT+4P-Pdot
grubunda anlaml farklilik ** p<0,01; 0,000001M MLT grubuna gére MLT+LZL
grubunda anlaml farkhilik ** p<0,01.
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107 M 4P-Pdot , GR135531 ve LZL ile Gergeklestirilen MTT testleri

Melatonin ile MT1/MT?2 reseptorleri araciligiyla olusan etkiyi bloke eden luzindol
ve MT?2 reseptorleri ile olusan etkiyi bloke eden 4P-PDOT ve QR2 enziminin
aktivasyonunu  saglayan GR135531 (MT3 reseptor agonisti) 107 M
konsantrasyonda kullanilmigtir.1 M konsantrasyonda melatoninin sitotoksik etkisi
107 M luz ve 10”7 M 4P-PDOT ile anlmali sekilde engellenmistir (Sekil 21). 107,
10° M melatonin konsantrasyonlarinda goriilen sitotoksik etki ise 107 M
nonselektif melatonin reseptdr antagonisti luzindol ve MT2 selektif reseptor
antagonisti 4P-PDOT ve MT3 reseptor agonisti GR135531 tarafindan anlamli
sekilde bloke edilmis ve kontrol seviyelerine yaklasmustr. 10™ ila 107 M
konsantrasyonda melatonin ise canliligi kontrol seviyelerinde tutmus, 10, 10° ve
107 M melatonin ile kombine edilen 10° M luz, 4P-PDOT veya GR135531
canlilik iizerine etki etmezken, 10° M melatonin 10° M LZL veya 4P-PDOT ile
kombine edildiginde canlilikta anlamli bir artig goriilmektedir.
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Sekil 22. HUVEC Hucre Dizisine 24 Saatlik Melatonin ve Sirayla Melatonine Eklenen
GR135531 (107 M), 4P-PDOT (107 M), Luzindol (107 M) inkiibasyonu
Sonunda Elde Edilen % Canliik. MLT Grubuna Goére Anlamh  Farkhhk *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; MLT+GR135531 Grubuna Gére Anlamh
Farkhhk * p<0,05; ** p<0,01; ™ p<0,001; MLT+4P-Pdot Grubuna Gore
Anlamh Farkhlik * p<0,05; ** p<0,001; iki Yénlii Varyans Analizinin Ardindan
Bonferroni Coklu Karsilastirma Testi Yapilmistir (n:3).

Sekil 22°de goriilen grafikte yer alan anlamliliklar sdyle swralanbilir: 10M
konsantrasyonda MLT+GR135531 grubunda MLT grubuna goére anlamli farklilik
*** n<0,001; 10M konsantrasyonda MLT+4P-Pdot grubunda MLT grubuna gére
anlamli farkliik * p<0,05; 10M konsantrasyonda MLT+LZL grubunda MLT
grubuna gore anlamli farklilik * p<0,05; 1M konsantrasyonda MLT grubuna gore
MLT+4P-Pdot grubunda anlamli farklilk * p<0,05; 1M konsantrasyonda
MLT+GR135531 grubuna gore MLT+4P-Pdot grubunda anlamli farkhlik ***
P<0,001; 1M konsantrasyonda MLT+4P-Pdot grubuna gére MLT+LZL grubunda
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anlamli farkhihk * p<0,05; 0,IM konsantrasyonda MLT grubuna gore
MLT+GR135531 grubunda anlaml: farklilik *** p<0,001; 0,1M konsantrasyonda
MLT+GR135531 grubuna gore MLT+4P-Pdot grubunda anlamli farkhlik ***
P<0,001; 0,1M konsantrasyonda MLT grubuna gdére MLT+LZL grubunda
anlamli farklilik *** p<0,001; 0,1M konsantrasyonda MLT+GR135531 grubuna
gore MLT+LZL grubunda anlaml farklilik i p<0,001; 0,1M konsantrasyonda
MLT+4P-Pdot grubuna gére MLT+LZL grubunda anlaml farklilik ** p<0,001;
0,01M konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+GR135531 grubunda anlamli
farklilik *** p<0,001; 0,01M konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+LZL
grubunda anlamli  farklilk  ***  p<0,001; 0,01M konsantrasyonda
MLT+GR135531 grubuna gore MLT+LZL grubunda anlaml farklilik * p<0,05;
0,01M konsantrasyonda MLT+4P-Pdot grubuna goére MLT+LZL grubunda
anlaml farklihk ** p<0,001; 0,001M konsantrasyonda MLT grubuna gore
MLT+GR135531 grubunda anlamh farklihk *** p<0,001; 0,001M
konsantrasyonda MLT+GR135531 grubuna gére MLT+4P-Pdot grubunda anlaml1
farklihk ™" p<0,001; 0,001M konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+LZL
grubunda anlamli  farklilk  *** p<0,001; 0,00lM konsantrasyonda
MLT+GR135531 grubuna gore MLT+LZL grubunda anlamli farkhlik **°
p<0,001; 0,001M konsantrasyonda MLT+4P-Pdot grubuna gére MLT+LZL
grubunda anlamhi farkhihik ** p<0,001; 0,0001 M konsantrasyonda
MLT+GR135531 grubunda gére MLT+4P-Pdot grubunda anlamli farklilik ++
p<0,01; 0,000001 M konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+4P-Pdot
grubunda anlaml farklilik * p<0,05; 0,000001 M konsantrasyonda MLT grubuna
gore MLT+LZL grubunda anlamli farklilik *** p<0,001

Total Nitrit/Nitrat Miktar:

NO biyolojik sivilarda bir¢ok molekiille bir seri reaksiyona girer. Bu reaksiyonlar
sOyledir:

NO + Oy —/8 ONO,™ + H* — NO;  + H*
2NO +0, — N,O4 + H,O — NO," + NOj3~
NO +NO, —> N,03 + H,O — 2NO,”

NO’in final Grunleri in vivo sartlarda nitrit (NO2-) ve nitrat (NO3-) olusumudur.
Nitrit ve nitratin birbirine orani degisebilmektedir ve bu oran bir kesinlik arz
etmez. Bu ylizden total NO Uretiminin en iyi gostergesi hem nitrit hem de nitrat
olusumunun toplamidir (Nims ve ark., 1995). Bu ¢alismamizda gercgeklestirilen
total nitrit nitrat tayini NO gostergesi olarak yapilmustir.

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda melatoninin NO iizerindeki etkisi hakkinda
elde edilen bulgular ¢esitlilik gdstermektedir.

Bir ¢aligmada in vitro kosullarda bradikinin ile indiiklenen NO iretiminin
melatonin varligindan etkilenip etkilenmedigi arastirilmistir. Bu ¢alismada sigan
mikrovaskiiler endotel hiicreleri, NO veya Ca®* varligini belirlemek iizere floresan
boya ile inkiibe edilmistir. Bradikininin (1-100 nm) sitozolik Ca** ve NO
iretimini artirdigi, melatonin varliginda (1 nm) ise NO {iretiminin kayboldugu
fakat sitozolik Ca** artisma etki etmedigi bulunmustur. N-asetilserotonin (0.1 ve 1
nm) ile ayn1 etki goriilmiis fakat MT3 selektif agonisti (5-MCA-NAT, 1 nm) ile
hi¢ etki elde edilmemistir. Nonselektif ve MT2 selektif antagonistler de melatonin
ile olusan etki degistirmemistir. Bu durum, melatoninin bradikinin ile indiiklenen
NO sentezini azaltma etkisinin MT reseptorleri iizerinden olmadigi sonucunu
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dogurmaktadir. Ayni ¢aligma melatoninin direkt kalmodulin inhibisyonu yapmasi
ihitimali olmadig1 yorumu yapilmakta ciinkii melatonin sitozolik Ca®* iizerine
kalmidazolium’un yaptig1 etkiye benzer bir etki yapmamadigi gosterilmektedir.
Melatonin ayrica 1M bradikinin ile indiiklenen c¢GMP {iretimini de
durdurmaktadir, burdan anlasildigr kadariyla NO iiretimindeki alt yolaklar
bozulmaktadir. Ozet olarak bradikinin ile indiiklenen NO iiretimi melatonin ile
azalmakta ve bu durum NO iiretiminde yolagm baslarinda Ca®*-kalmodulin ve
NOS etkilesmesi sirasinda meydana gelebilecegi ihtimalini diisiindiirmektedir
(Eduardo ve ark., 2006).

Diger bir ¢aligmada aorta halkalar1 kiiltir mediumu (DMEM) ile muamele
edildiginde; yaslanma, oksidatif stres ve inflamasyonda oldugu gibi, nitrik oksit
aracili gevseme artmakta, vazokonstriktor ajanlara arterial duyarlilik diismektedir.
Melatoninin bu uygulama sonucu azalan kasilma duyarliligint degistirip
degistirmedigi test edilmistir. 10® M melatonin ve 10° M melatonin olmak iizere
iki konsantrasyon kullanilmistir. 3 giin kiiltiir medyumunda bekletilen aortalarin
iNOS ekspresyonlar1 diigmiis, norepinefrin ile kasilma cevaplar1 azalmistir. Organ
banyosuna eklenen (10® M) melatonin bu cevaplar1 diizeltemese de , 3 giin
melatonin (10° M) ile inkiibasyon kasilma yamtlarmi diizeltmis ve iNOS
ekspresyonu artmugtir. Luzindol (2x10° M) varliginda bu kasilma yanitlari
bozulmustur. Ayrica melatonin (10" M) katalaz aktivitesini artirmustir (Lartaud ve
ark., 2007).

10° M 4P-Pdot , GR135531 ve LZL ile Gergeklestirilen Total Nitrit/Nitrat Miktari
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Sekil 23. HUVEC Hiicre Dizisine 24 Saatlik Melatonin ve Sirayla Melatonine Eklenen
GR135531 (10° M), 4P-PDOT (10° M), Luzindol (10° M) inkiibasyonu
Sonunda Elde Edilen % Total Nitrit+Nitrat Miktarr. MLT Grubuna Gore
Anlamh Farkhhk * p<0,05; *** p<0,001; iki Yonlii ~ Varyans  Analizinin
Ardindan Bonferroni Coklu Karsilastirma Testi Yapilmustir (n:2).
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Bu tez calismasinda Sekil 23°de goriilen grafikten elde ettigimiz sonuglara gore
10" mM melatonin ile inkiibasyondan sonra total nitrit nitrat miktar1 azalmustir.
10" mM melatonin ile 10° M 4P-Pdot kombine olarak inkiibe edildiginde anlamli
olarak total nitrit ve nitrat miktar1 yiikselmistir. Bu sonuca gore ¢zellikle MT2
reseptoriiniin  melatoninin NO miktarinini1 baskilayic1 etkisine aracilik ettigi
sOylenebilir. Bu bulgu kaudal arterde Dubocovich ve ark. (2003) yaptig1 ¢alisma
ile ¢elismekte iken Tunstall ve ark., (2010) domuz koroner arterinde yaptigi
calisma ile uyumludur.

10* mM Melatonin ve 10® M GR135531 birlikte inkiibe edildiginde, 10 mM
melatonine gore anlamli olarak daha yiiksek total nitrit ve nitrat miktari
Olglilmiistir. MT3 reseptor agonisti GR135531 ile gorilen bu etki daha cok
antioksidan mekanizma ile ilgilidir.

Ayrica sekil 23°de goriildiigii gibi luzindol ile total nitrit nitrat miktar1 daha da
azalmaktadir. Dolayisiyla MT1 reseptOriiniin total nitrit nitrat miktarmin
artmasinda roli olabilir, yine de bu bulgu daha detayli Olgiimlerle
desteklenmelidir.

0,0001 mM konsantrasyonda MLT grubuna gdore MLT+GR135531 grubunda
anlamli farklilik * p<0,05, 0,0001 mM konsantrasyonda MLT grubuna goére
MLT+4P-PDOT grubunda anlamli farkhilik *** p<0,001, 0,00001 mM
konsantrasyonda MLT+GR135531 grubuna gére MLT+LZL grubunda anlamli
farklilik + p<0,05.

10°M 4P-Pdot , GR135531 ve LZL ile Gergeklestirilen Total Nitrit/Nitrat Miktari
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Sekil 24. HUVEC Hicre Dizisi ile Melatonin ve Sirayla Melatonin ile kombine edilen
GR135531 (10° M), 4P-PDOT (10° M), Luzindol (10° M) ile 24 Saatlik
Inkiibasyonu Sonunda Elde Edilen % Total Nitrit+Nitrat Miktar. iki Yonlii
Varyans Analizinin Ardindan Bonferroni Coklu Karsilastirma Testi
Yapilmistir (n:2).

Sekil 24’den elde edilen anlamli fark elde edilememistir.
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Kalsiyum Miktar Tayini

Sican aortasi iizerinde yapilan deneylerde elde edilen sonuglardan 10° M
melatoninin adrenerjik stimulasyonu artirdigini, 10° M luzindol ile bu etkinin geri
cevrildigi goriilmiistiir. Vaskiiler kontraktilitede artisin temel olarak endotelden
kaynaklandig1 goriilmiistiir. Melatoninin endotelde kalsiyum miktarinda meydana
getirdigi degisiklikleri bulabilmek amaciyla Ca** miktar tayini yapilmustir.
Tamura ve ark. (2006) yaptigi ve cremaster (testislere bagl ince kas) kasindan
izole ettigi mikrovaskuler endotel hicrelerinde melatonin ve bradikinin
kombinasyonunun etkilerini  degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada endotel
hicresinde bradikininin (1-100 nm) NO ve kalsiyum miktarin1 artirdigr ve
melatonin (1 nm) ile bu degisimlerden yalniz NO miktarindaki artigin azaldigi
fakat sitozolik kalsiyum artiginda bir degisiklik olmadigi goriilmistiir. Selektif
MT3 reseptor agonisti 5-MCA-NAT (1 nm) ile ise higbir degisiklik
gozlenmemistir (Tamura ve ark., 2006). Bizim bulgularimiz ise Tamura ve ark.
(2006) yaptig1 ¢alisma ile NO miktar1 bakimindan uyumlu iken, kalsiyum miktar1
bakimmndan ¢elismektedir. 10 ila 107 M melatonin HUVEC hiicresinde kendi
basma verildiginde hiicre ici Ca®" miktarmi, 10° veya 10° M luzindol yada 4P-
Pdot ile kombine eldildiginde elde edilen Ca”* miktarma kiyasla artirdigmi
gostermektedir, fakat GR135531 ile melatonin kombinasyonunun kalsiyum
miktarin1 melatonine kiyasla etkilemedigi goriilmektedir. Bu tez calisgmamizdan
elde ettigimiz sonuglara gore melatonin HUVEC hicrelerinde hicre igine
kalsiyum girisini melatonin reseptorleri araciligiyla artirmaktadir, ancak hangi
reseptdr alt tipinin daha ¢ok bu etkide rol oynadigini sdylemek miimkiin degildir.

10° M 4P-Pdot , GR135531 ve LZL ile Gergeklestirilen % Kalsiyum Miktari
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Sekil 25. HUVEC Hiicre Dizisine Artan Konsantrasyonda Uygulanan Melatonin (1-107
Mm) ve Melatonin ile Kombine Edilen GR135531 (10°M), 4P-PDOT (10°M),
Ve Luzindol (10°M) ile24 Saatlik Inkiibasyonun Ardindan Medyumda
Bulunan % Kalsiyum Miktari. MLT Grubuna Gére Anlamh Farkhhk ***
p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05; MLT+GR135531 Grubuna Gore Anlamh
Farkhhk *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05; MLT+4P-Pdot Grubuna Gore
Anlamh Farkhihk xxx p<0,001; xx p<0,01; x p<0,05;

Sekil 25°de yer alan grafikte gorilen anlamliliklar soyle siralanabilir: 1mM
konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+4P-Pdot grubunda anlamli farklilik *
p<0,05; 1ImM konsantrasyonda MLT+GR135531 grubuna gére MLT+4P-Pdot
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grubunda anlaml farklilik +++ p<0,001; 1M konsantrasyonda MLT+GR135531
grubuna goére MLT+LZL grubunda anlamh farkhilikk + p<0,05; 0,1M
konsantrasyonda MLT+GR135531 grubuna gére MLT+4P-Pdot grubunda anlaml1
farklilik + p<0,05; 0,01mM konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+4P-Pdot
grubunda anlamli farklilik *** P<0,001; 0,01mM konsantrasyonda MLT grubuna
gore MLTH+LZL grubunda anlamli farklilik ** p<0,01; 0,001M konsantrasyonda
MLT grubuna gére MLT+4P-Pdot grubunda anlaml farklilik ** p<0,01; 0,001M
konsantrasyonda MLT+GR135531 grubuna gére MLT+4P-Pdot grubunda anlaml1
farklilik ++ p<0,01; 0,001mM konsantrasyonda MLT grubuna gére MLT+LZL
grubunda anlamli  farklilk  *** p<0,001; 0,00lmM konsantrasyonda
MLT+GR135531 grubuna gore MLT+LZL grubunda anlamli farkhilik ***
p<0,001; 0,0001 mM konsantrasyonda MLT grubuna goére MLT+4P-Pdot
grubunda anlamh  farklilk * p<0,05; 0,0001 M konsantrasyonda
MLT+GR135531 grubuna gére MLT+4P-Pdot grubunda anlamli farkliik *
p<0,05; 0,00001 mM konsantrasyonda MLT grubuna goére MLT+4P-Pdot
grubunda anlamh farkhilik *** p<0,001; 0,00001 M konsantrasyonda
MLT+GR135531 grubuna gore MLT+4P-Pdot grubunda anlamli farkhlik ***
p<0,001; 0,00001 mM konsantrasyonda MLT+4P-Pdot grubuna gére MLT+LZL
grubunda anlamh farkhibk ** p<0,01; 0,000001 mM konsantrasyonda
MLT+GR135531 grubuna gére MLT+LZL grubunda anlamli farklilk ***
p<0,001; 0,0000001 mM konsantrasyonda MLT grubuna goére MLT+LZL
grubunda anlamhi farkliik ** p<0,01; 0,0000001 mM konsantrasyonda
MLT+GR135531 grubuna gére MLT+LZL grubunda anlamli farklilik * p<0,01;
0,0000001 mM konsantrasyonda MLT+4P-Pdot grubuna gdre MLT+LZL
grubunda anlaml farklilik ** p<0,001. ki yonlii varyans analizinin ardindan
bonferroni ¢oklu kargilastirma testi yapilmustir.

10-°M 4P-Pdot , GR135531 ve LZL ile Ger¢eklestirilen % Kalsiyum Miktar
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Sekil 26. HUVEC Hiicre Dizisine Artan Konsantrasyonda Uygulanan Melatonin (1-107

Mm) ve Melatonin ile Kombine Edilen GR (10°M), 4P-PDOT (10°M), ve
Luzindol (10°M) ile 24 Saatlik inkiibasyonun Ardindan Belirlenen % Hiicre
Disindaki Kalsiyum Miktari. MLT Grubuna Goére Anlamh Farkhhik ***
p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05; MLT+GR135531 Grubuna Goére Anlaml
Farkhlik ™ p<0,001; ™ p<0,01; © p<0,05; MLT+4P-Pdot Grubuna Gore
Anlamh Farkhihk xxx p<0,001; xx p<0,01; x p<0,05;
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Sekil 26’de goriilen grafikte yer alan anlamliliklar sdyle siralanabilir: 1M
konsantrasyonda Mel+GR grubuna goére Mel+Pdot grubunda anlamli farklilik *
P<0,05; 1M konsantrasyonda Mel+GR grubuna gére Mel+Luz grubunda anlamli
farklilik ** P<0,01; 0,1M konsantrasyonda Mel grubuna gére Mel+Pdot grubunda
anlamli farklilik * P<0,05; 0,1M konsantrasyonda Mel grubuna gdre Mel+Pdot
grubunda anlamli farklihk ™" P<0,001; 0,01M konsantrasyonda Mel grubuna
gore Mel+Pdot grubunda anlamli farklilik *** P<0,001; 0,01M konsantrasyonda
Mel+GR grubuna gore Mel+Pdot grubunda anlamli farklilik ¥ P<0,001; 0,01M
konsantrasyonda Mel+Pdot grubuna gére Mel+Luz grubunda anlamli farklilik **
P<0,01; 0,001M konsantrasyonda Mel grubuna gére Mel+Pdot grubunda anlamli
farklilik *** P<0,001; 0,001M konsantrasyonda Mel+GR grubuna gobre
Mel+Pdot grubunda anlamli farklilik +++ P<0,001; 0,001M konsantrasyonda Mel
grubuna gore Mel+Luz grubunda anlamh farkhilik ** P<0,01; 0,001M
konsantrasyonda Mel+GR grubuna goére Mel+Luz grubunda anlamli farkhilik **
P<0,01; 0,0001 M konsantrasyonda Mel grubuna goére Mel+Pdot grubunda
anlamli farkliik * P<0,05; 0,0001 M konsantrasyonda Mel+Gr grubuna gore
Mel+Pdot grubunda anlaml farklilik * P<0,05; 0,0001 M konsantrasyonda Mel
grubuna goére Mel+Luz grubunda anlamh farklihk ** P<0,01; 0,0001 M
konsantrasyonda Mel+GR grubuna gére Mel+Luz grubunda anlamli farkhilik **
P<0,001; 0,00001 M konsantrasyonda Mel grubuna gére Mel+Pdot grubunda
anlamli farklilik * P<0,05; 0,00001 M konsantrasyonda Mel+GR grubuna gére
Mel+Pdot grubunda anlamli farkhlik © P<0,05; 0,00001 M konsantrasyonda
Mel+GR grubuna gére Mel+Luz grubunda anlaml farklilik * P<0,05; 0,000001
M Kkonsantrasyonda Mel+GR grubuna gére Mel+Pdot grubunda anlamli farklilik *
P<0,05; 0,0000001 M konsantrasyonda Mel grubuna goére Mel+Pdot grubunda
anlamli farkliik ** P<0,01; 0,0000001 M konsantrasyonda Mel+GR grubuna
gore Mel+Pdot grubunda anlamli farkhilik ™ P<0,01; 0,0000001 M
konsantrasyonda Mel grubuna goére Mel+Luz grubunda anlamli farklihk *
P<0,05; 0,0000001 M konsantrasyonda Mel+GR grubuna gore Mel+Luz
grubunda anlamli farkliik * P<0,05. iki Yénlii Varyans Analizinin Ardindan
Bonferroni Coklu Karsilastirma Testi Yapilmustir.

SONUCLAR ve ONERILER

Melatonine ait vaskiler etkilerin degerlendirildigi c¢alismalar incelendiginde
makaleler arasinda bir fikir birligi bulunmadigi gorilmektedir. Melatoninin
sentetik torevi olan ramelteonun sistemik olarak verilmesinden sonra hipotansif
etki gosterdigini bulan caligmalar oldugu kadar (Oxenkrug ve Summergrad,
2010), melatoninin saglikli insanlarda 6n kol kan basmcini artirdigint gosteren
caligmalar da (Cook ve ark., 2010) bulunmaktadwr. Melatoninin sigan kaudal
arterinde MT1 reseptorii araciligiyla vazokonstriiktor, MT2 reseptorii araciligiyla
vazodilator etki gosterdigini bulan ve alt mekanizmasini aydinlatan c¢aligmalar
bulundugu gibi (Dubocovich ve ark., 2003), sican aortasinda (aracilik eden
reseptor alt tipi tayin edilememis olsa da) gevsetici etkisi oldugunu gosteren
calismalar da bulunmaktadir (Satake ve ark., 1986).

Melatoninin  vaskiiler ~etkisi hakkinda yazilan makaleler kronolojik
degerlendirildiginde, eskiden yapilan ¢alismalarda melatoninden vazorelaksan etki
beklentisinin yiiksek oldugu ve c¢alismalarin gevseme yanitlari iizerinde
yogunlastig1 ve bulgularin kismen bu yonde oldugu (melatoninin metoksamin ile
goriilen vazokonstriiktor etkinin efikasitesini azaltigni) gorulmektedir (Weekley,
1991). Zaman icinde melatoninden beklenen hipertansiyon dahil ‘her derde deva’
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etki, daha rasyonel ve gergekg¢i bir cizgiye oturmaya baslamis ve melatoninin
sican aortasinda adrenerjik stimiilasyonla olusan vazokonstriiksiyon iizerine etkili
olmadig: fakat KCl ile olusan kasilmay1 azalttig1 gosterilmistir (Monroe ve Watts,
1998). Son zamanlarda yapilan caligmalarda ise endotelsiz sican aortasinin
melatoninin KCl ile olusan kasilmay1 degistirmedigi ve Phe ile olusan kasilmay1
Ozellikle deneysel aging durumunda artirdigir gosterilmistir (Lartaud ve ark.,
2007). Melatoninin sican kaudal arterinde MT1 reseptorleri araciligiyla adrenerjik
stimiilasyonla olusan kan basincini artirmakta ve MT2 reseptorii araciligiyla
gevsemeye yol agmaktadir (Dubocovich ve ark., 2010). Domuz koroner arterinde
ise MT2 reseptorii melatonin ile goriilen NO baskilayici etkiye aracilik etmektedir
(Tunstall ve ark., 2010). Sican aortasinda yapilan ¢alismalar ise belli bir sonuca
ulasmak icin ¢eliskili ve yetersiz kalmaktadir. Sican aortasinda melatoninin
etkilerini degerlendiren ayrintili ¢aligmalarin yapilmamasmim en biyuk sebebi
radyoaktif 2-iyodomelatoninin baglanma bolgelerinin (melatonin reseptorlerinin)
sigan vaskiiler sisteminde yanliz kaudal arter ve serebral arterlerle sinirh
oldugunun gosterilmesidir (Viswanathan ve ark., 1990). Fakat iyot buylk bir
molekiil oldugu i¢in bu Ol¢lim yodnteminin yeterince duyarli olup olmadigi
diistilmelidir. Nitekim son zamanlarda yapilan bir ¢aligmada sigan aortasinda MT1
reseptoriiniin varligi ispatlanmistir (Schepelmann ve ark., 2011). Ayni ¢aligmada
sican aortasinda MT2 reseptoriiniin bulunmadigr ve MT1 reseptorlerinin de
Ozellikle endotelde yogunlastigi gosterilmektedir. Melatonin ile yapilan vaskiiler
calismalar incelendiginde endotel tabakanin melatoninin etkisinde énemli oldugu
sonucuna ulasilabilir ¢linkii melatonin NO {izerinde baskilayict bir etkisi
bulunmaktadir (Tamura ve ark., 2006; Silva ve ark., 2007; Tunstall ve ark., 2010).

Sican aortast cahsmalarinda luzindol icin 10° M konsantrasyon segilmistir ¢iinkii
MT1 reseptorinin LZL ile tamamen bloke edilebilmesi igin en az bu
konsantrasyonda kullanilmas1 gerekmektedir (Dubocovich ve ark., 2003).

Ohe ile 6n kasilma saglandiktan sonra artan konsantrasyonda MLT verilerek
cevap egrisi elde edilmis fakat melatonin phe cevabinda bir fark ortaya
cikarmamigtir (Data verilmemistir).

Grafiklerimizden ¢ikardigimiz istatistiksel sonuglara gore endotelli aortada
melatonin  O0n inkilibasyonu phe konsantrasyon-yanit egrisinin maksimum
yanitinda belirgin bir artig ortaya ¢ikarmis ve bu etkisi LZL inkubasyonu ile
kontrol degerlerinin de altina diismiistiir (Sekil 15). Melatonin phe konsantrasyon-
yanit egrisini sola kaydirmig, LZL inkiibasyonu ise belirgin bir saga kayma
indiikklemistir (Cizelge 6). Gevseme yanitlar1 tizerinde melatoninin etkisi
degerlendirilirken (melatoninin phe cevabini artirici etkisini bertaraf etmek igin)
phe 6n kasilmasindan sonra inkiibasyonlar gerceklestirilmistir. Ach yanitlar1
bakimindan endotelli ve endotelsiz grupta fark gozlenmemistir (Sekil 16, ¢izelge
7). Phe ile 6n kasilma saglandiktan sonra SNP konsantrasyon-yanit egrilerinde
melatonin inkiibasyonu ile sola kayma goze ¢arpmaktadir. Ek olarak LZL SNP
konsantrasyon yanit egrisini belirgin olarak saga kaydwrmistir (Cizelge 17, sekil
8). Endotelsiz aortada ise Ach yanitlar1 agisindan gruplar arasinda farklilik
gozlenmemistir (Sekil 18, Cizelge 9). Yine endotelsiz aortada SNP konsantrasyon
yanit egrilerinde melatonin inkiibasyonu gevseme yanitlarini artirmig ancak bu
etki LZL ile geri ¢cevrilememistir. Buna karsilik hem melatonin hem luzindol SNP
konsantrasyon-yanit egrisini belirgin olarak sola kaydirmistir (Sekil 19, Cizelge
10).
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Bu sonuglara dayanarak elde edilen sonuglar soyle siralanabilir: melatonin
endotelli sican aortasinda Phe ve KCI ile elde edilen kasilma yanitlarint MT1
reseptorii araciligryla artirmaktadir. Sigan aortasinda mMRNA ve protein duzeyinde
yalniz MT1 reseptori bulunmasi ve gozlenen bu artigm, luzindol ile
inkiibasyondan sonra ortadan kalkmasina bagli olarak melatoninin MT1 reseptori
araciligiyla endotelli sigan torakal aortasinda adrenerjik stimiilasyonla olusan
vazokonstriktor etkiyi artirdigi soylenebilir. Endotelli ve endotelsiz aortada Ach
ile elde edilen gevseme yanitlar1 kontrol ile kiyaslandiginda anlamli fark elde
edilmemistir. Asetilkolin ile elde edilen gevsemenin temel olarak NO iizerinden
gerceklestigi diisiiniilecek olursa melatoninin NO iizerinde MT1 reseptorii
tizerinden bir etki olusturmadigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Melatoninin hem
endotelli hem de endotelsiz aortada SNP ile elde edilen gevsemeyi artirict etkisi
ve bu etkilerin yanlizca endotelli damarda luzindol ile kismen geri ¢evrilebilmesi
melatoninin ortama verilen nitrik oksitin Kkismi toksik etkisini daha ¢ok
antioksidan mekanizmalara ve melatonin ile olusan QR2 enziminin aktivasyonuna
bagli olarak artirdigimi disiindiirmiistiir. Yine de bu bulgunun ortaya ¢ikmasinda
rol oynayan etkenler ve mekanizmalar hakkinda kesin bir sonuca ulasabilmek igin
daha detayli aragtirmalarm yapilmasi gerekmektedir. Sican aortasmnda yapisal
olarak MT2 reseptorlerini bulunmamas: ve selektif bir MT1 reseptor
antagonistinin de bulunmamas1 sebebiyle, sican aortast melatonin ile MT1
reseptOru araciligiyla meydana gelen vaskuler etkilerinin daha detayli incelemesi
acisindan ¢ok elverisli bir modeldir.

Ayrica melatoninin etkisinin ortaya c¢ikmasinda belirleyici rol oynadigini
diistindiigtimiiz  endotel hiicresi (HUVEC) iizerinde de arastirmalar
gerceklestirdik.  Sitotoksik ve proliferatif konsantrasyonlarin belirlenmesi
amaciyla farkli konsantrasyonlarda inkiibasyonlar yapilarak MTT testleri
uygulanmustir (Sekil 20, 21, 22). In vitro kosullarda NO iiretiminin melatonin
varligindan etkilenip etkilenmedigi arastirilmistir. Grafiklere genel olarak
bakildiginda melatoninin NO iizerinde etkisiz oldugu diisiiniilebilir (Sekil 23, 24).
Melatonin hiicre igine kalsiyum girigini artirmaktadir fakat reseptor alt tipini
ayirmak i¢in selektif MT1 reseptdr antagonistinin varlimma gereksinim
duyulmaktadir. HUVEC ile yaptigimiz ¢aligmalar aorta ile buldugumuz sonuglar1
destekler niteliktedir. Elde edilen sonuglara gére melatonin HUVEC hucrelerinde
temel olarak hticre i¢i kalsiyum miktarmi artirici rol oynamaktadir ve bu etkinin
ortaya ¢ikmasinda daha ¢cok MT1 olmak tzere her iki reseptoriin de rol oynadigi
gézlenmektedir. Melatoninin HUVEC hiicrelerinde NO miktarini yalniz 10* M
konsantrasyonlarda ve MT2 reseptorii araciligiyla azaltmistir. Melatoninin MT2
reseptoril lizerinde sican torakal aortasinda NO baskilanmasinda etkin oldugunu
disiindiirmektedir.

Damar yataklarinda birbirine zit ¢alisan ayni gruptan reseptdr bulunmasi sik
karsilasilan bir durumdur. Oncelikle insan damar yataklarinin melatonin reseptdrii
bulundurma durumu  bakimindan faklilik gosterip gostermedigi
degerlendirilmelidir ¢ilinkii 6rnegin siganda kaudal arterde MT1 ve MT2 reseptor
bulunuyorken, aortada yalniz MT1 reseptoriiniin var oldugu gosterilmistir
(Viswanathan ve ark., 1992; Schepelmann ve ark., 2010). Ayrica melatonin
reseptoriine ait alt tiplerin bulunabilecegi ihtimali unutulmamalidir. Melatonin
kendi endojen olarak kisa etkili bir madde oldugu igin terapdtik olarak
kullanilmaya uygun degildir ancak reseptorleri hakkinda yapilacak detayl
aragtirmalar ve wuygun, uzun Omirlu, selektif ve potent antagonistlerin
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kesfedilmesi hipertansiyon gibi vaskiiler hastaliklarin tedavisinde yeni bir ¢igir
acabilir.  Ayrica sican aortasinda melatoninin  farkli  mekanizmalarla
vazokonstriktdr etki olusturan (anjitensin, endotelin gibi) agonistlerin yanitlar1
izerine etkileri luzindol varliginda degerlendirilebilir.
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	Başlıca pineal bezde sentezlenen melatonin, serebral etkileri yanında periferik etkiler de göstermektedir (Wiswanathan ve ark., 1990). Melatonine ait periferik etkiler oküler, immünolojik ve reprodüktif sistemler üzerinde görüldüğü gibi vasküler siste...
	Sıçan aortasında mRNA ve protein düzeyinde yalnız MT1 reseptörünün bulunması ve MT2 reseptörünün bulunmaması, yine sıçan aortasında MT1 reseptörünün protein düzeyinde yalnız Tunica aventida’da yani damar yatağında en iç tabakada olan endotelde yoğunla...
	Pineal Bez (Epiphysis cerebri)
	Melatoninin başlıca sentezlendiği organ olan pineal bezin keşfi İsa’dan önce 300’lü yıllara dayanmaktadır. O dönemde farklı isimler verilmiş olan bu bez, şimdiki adını şekil olarak çam kozalağına (latince pinealis) benzemesinden dolayı almıştır. Rene ...
	Melatoninin tek başına sıçan kaudal arterinde vazoaktif etkili olmadığını gösteren çalışmalar bulunmaktadır (Evans ve ark., 1992; Krause ve ark., 1995; Viswanathan ve ark., 1990; Monroe ve Watts, 1998). Ancak kaudal artere maksimum kasılmanın %10’u ka...
	Melatoninin tek başına sıçan aortasında vazoaktif etkili olmadığını gösteren çalışmalar bulunmaktadır (Monroe ve Watts, 1998). Fakat melatoninin 30mM KCl ile ön kasılma sağlanan aortada konsantrasyon bağımlı bir şekilde gevşemeye neden olduğu ve bu ya...
	Melatonin 10P-10P ila 10P-11P M gibi fizyolojik konsantrasyonlarda KCl ile oluşturulan kasılma yanıtında bir değişim ortaya koymadığını fakat 10P-5P ila 10P-3P M konsantrasyonda KCl ilavesinden 10 dakika önce eklendiğinde KCl ile elde edilen kasılmada...
	Melatonin, başlıca pineal bezde sentezlenen ve serumdaki miktarı fotoperiodik olarak değişen bir hormondur. Serumda bulunan melatonin damarlar yoluyla organizma içinde dağılırken, vasküler sistemin kendisini de etkilemektedir.




