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OZET

MELATONININ DENEYSEL HIPERTANSIYON OLUSTURULAN ERKEK
SICANLARDA KCNQ, KCNH2 GEN EKSPRESYONLARI iLE QT SURESI
UZERINE ETKILERI

Ars. Gor. Mehmet Akif OVALI

Bu arastirma ile melatoninin kan basinci, QT ve QTc siiresi ile KCNQ1-5 ve
KCNH2 gen ekspresyonlarinda meydana gelen degisiklikler ile bu degisiklikler
arasindaki iligkinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla SHAM, SHAM+L-
NAME, PLT, PLT+L-NAME, PLT+MEL ve PLT+L-NAME+MEL olmak iizere 6
farklt grup olusturulmustur. L-NAME (NG-nitro-L-arjinin metil ester) siganlarin
icme sularina katilarak 40 mg/kg/giin dozunda verilmistir. Melatonin ise 5 mg/kg/giin
dozunda derialtt yolla her giin uygulanmistir. Tiim gruplarda 0., 1., 7., 14. ve
21.glinlerde kan basinc1 ve EKG degerleri kaydedilmistir. Deneysel siirecin sonunda
tiim siganlarin torasik aorta Ornekleri alinarak KCNQ1-5 ve sol ventrikiil dokulari
alinarak ise KCNH2 genlerinin ekspresyon seviyeleri gRT-PCR yontemiyle
degerlendirilmistir. L-NAME verilen ve pinealektomi yapilan gruplarin kan
basincinda, kalp atim sayisinda ve QTec siiresinde istatistiksel olarak anlamli artislarin
oldugu goriilmiistiir (p < 0.05). Diger taraftan melatonin verilen gruplarda ise tiim bu
degerlerin SHAM grubundaki seviyelere yakin bir diizeye yakin seyrettigi
belirlenmistir.  KCNQI1-5 ve KCNH2 genlerinin ekspresyon seviyelerinin
hipertansiyon olusturulan gruplarda azalmasina karsilik melatonin verilen gruplarda
bu azalmanin Oniine ge¢ildigi goriilmistiir. Sonug olarak elde edilen veriler ile
melatonin-kan basinci-KCNQ geni ile QTc siiresi ve sol ventrikiil KCNH2 gen
ekspresyonu iliskisi ilk kez tartismaya agilmigtir. Arastirmada ortaya ¢ikan bulgulara
bakildiginda melatoninin hem kan basincindaki artislar1 hem de QTc siiresindeki
uzamalar1 diizeltebildigi ancak bu etkiyi s6z konusu genler iizerinden yaptigim
sOyleyebilecek somut verilere ulasilamadigr goriildiiglinden bagka faktorlerin ve
diger gen ailelerinin de birlikte sorgulanmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, KCNQ, KCNH2, QTc, Kan Basinci, Sigan
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ABSTRACT

The Effects Of Melatonin on Kcng, Kecnh2 Gene Expression and QT Duration

in Experimantally Hypertensive Male Rats

Research Assistant Mehmet Akif OVALI

The aim of this study is to research the relationship between melatonin and QT,
QTc, KCNQ1-5 and KCNH2 gen expression. For this purpose 6 different groups are
assigned as follow; SHAM, SHAM+L-NAME, PLT, PLT+L-NAME, PLT+MEL and
PLT+L-NAME+MEL. L-NAME is given to the rats through drinking water as 40
mg/kg/day. Melatonin is given subcutaneously as 5 mg/kg/day. For all groups blood
pressure and ECG parameters are recorded at Oth, 1st, 7th, 14th and 21st days. At the
end of the experiment thoracic aorta is harvested for KCNQ1-5 gene expressions and
left ventricule tissue is harvested for KCNH2 gene expression, qRT-PCR technique is
used to analyze the expression profiles of the genes. Statistically significant
increasings are observed in blood pressure, heart rate and QTc duration in the groups
that are given L-NAME or pinealectomized rats (p < 0.05). On the other hand, all
these mentioned values were near to the SHAM group’s values in the groups treated
with melatonin. Against the reduction in the expressions of KCNQ1-5 and KCNH2
genes in hypertension induced groups, melatonin has shown to prevent this
reduction. Consequently, the relationship between melatonin-blood pressure-KCNQ
gene, QTc and KCNH2 gene expression has been discussed for the first time with the
data obtained by this research. According to the findings of the research, melatonin
has the ability to reduce the increasings of the blood pressure and QTc time but it is
seen that it is hard to say the unique effect here is the changes in the expressions of
the genes in question, another factors and gene families must be questioned together.

Key words: Melatonin, KCNQ, KCNH2, QTc, Blood Pressure, Rat.
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TESEKKUR

Bu arastirmanin konusunun belirlenmesi, deneysel ¢aligsmalarin yonlendirilmesi,
sonuglarin degerlendirilmesi ve yazimi asamasinda vermis oldugu katkilardan,
tecriibelerinden yararlanirken gostermis oldugu engin hosgoriisii ve sabrindan dolay1
saygideger hocam, kendisini her zaman 6rnek aldigim degerli bilim insan1 Prof. Dr.
Metehan UZUN’a tesekkiir ederim.
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EDREMITLIOGLU ve Dog. Dr. Mustafa DENiZ’e, Kalp-Damar Cerrahisi
A.D.’ndan degerli hocam Prof. Dr. Mustafa SACAR’a ve Gaziantep Universitesi Tip
F. Tibbi Biyoloji A.D.’ndan saym hocam Yard. Dog¢. Dr. Mustafa ULASLI’ya
tesekkiir ederim.

Hayvan deneylerini yaparken yardimlarimi esirgemeyen Uzm. Vet. Hekim
Siileyman ALTIN, Ufuk DEMIR, Aysun OZTURK ve Ars. Gor. Mustafa
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1.GIRIS VE AMAC

Pineal bezin ana salgisi olan melatoninin kimyasal formiilii N-asetil-5-
metoksitriptamin olan lipofilik bir molekiildiir. Bezin salgis1 giinliik sirkadiyen ritme
bagli olarak degiskenlik gostermekte, gece 02:00-04:00 saatlerinde melatonin salgisi
pik yaparken sabah 07:00 saatlerinde sona ermektedir. Pinealosit hiicreleri tarafindan
kandan alinarak islenen ve serotonine doniistiiriilen triptofan amino asidi, gece
karanliginda melatonine doniistiiriilmektedir. Melatonin yiiksek lipofilik 6zelligi
sayesinde serbest diflizyonla hiicre zarmi kolayca gegerek kanda taginmaktadir
(Topal ve ark., 2009, Brzezinski 1997, Reiter 1991).

Melatoninin hiicre zari, sitoplazma ve hiicre ¢ekirdegi olmak iizere li¢ farkli
bolgede reseptorii bulunmaktadir. Bu reseptorler sayesinde farkli doku ve organlarda
farkli fizyolojik etkiler gostermektedir (Reiter ve Tan 2010, Reiter ve Korkmaz 2008,
Ekmekgioglu 2006).

Son yillarda melatoninin kardiyovaskiiler sistem (KVS) {izerine olan etkileri ve
ozellikle kan basincini diizenleyici etkisi bir¢cok bilim insaninin dikkatini ¢ekmistir
ve antihipertasif bir ajan olarak kullanilabilirligi tartisilmaya baslanmistir (Reiter ve
ark., 2010, Simko ve Pechanova 2009, Simko ve Paulis 2007). Diger taraftan torsade
de pointes (TDP) tipi 6liimciil ventrikiiler aritmilere yol agabilen kalp hizina gore
diizeltilmis QT (QTc) siiresindeki uzmalar KVS sistem hastaliklar1 igerisinde
dikkatle degerlendirilmektedir. Melatoninin kan basinci {izerine olan etkileri
bilinmesine ragmen QTc siiresi iizerine olan etkileri konusunda herhangi bir
arastirmaya rastlanmamustir.

Kan basincinin diizenlenmesini saglayan bir¢ok kanal 6zellikle aort ve orta
biiyiikliikteki arterlerde bulunmaktadir. Bu kanallardan bir tanesi de Kv7
kanallarindir ve bu kanallar1 kodlayan KCNQ1-5 (voltaj kapili potasyum kanallari
7.1-5 ailesini kodlayan genler)genleri iizerinde arastirmalar yogunlagmaktadir (Dvir
ve ark., 2014). Melatoninin bu kanallar1 kodlayan genlerin ekspresyonu iizerine olan
etkileri ise bilinmemektedir. Kalpteki K kanallarindan bir tanesi olan Kv11.1 kanali
(hERG: human ether go go related gene, ice dogru rektifiye edici voltaj kapili
potasyum kanali altiinitesi) KCNH2 (voltaj kapili potasyum kanal 11.1°i kodlayan
gen) geni tarafindan ekprese edilmektedir. Bu kanallardaki aktivite degisikligi QT



stiresini etkilemektedir. Melatoninin bu kanalllart eksperese eden genler iizerine olan

etkileri de bilinmektedir (Ng ve ark., 2011, Mackie ve Byron 2008).

Bu bilgiler 15181nda bu arastirmada pinealektomi operasyonu yapilarak melatonin
yoksunlugu olusturulan ve L-NAME verilerek hipertansiyon sekillendirilen

sicanlarda melatoninin;
a) Kan basinci
b) QT ve QTc siiresi
c) KCNQZ1-5 gen ekspresyonlari
d) KCNH2 gen ekspresyonlari

e) KCNQL1-5 ekspresyonlarinde meydana gelen degisliklikler ile kan basinct

arasindaki iliski,

f) KCNH2 gen ekspresyonlart ile QT ve QTc siiresi degisimleri arasindaki

iliskinin arastirilmasi hedeflenmistir.
Boylelikle;

a) Antihipertansif ajan olarak kullanilmasi planlanan ve KVS yoniinden
koruyucu Ozellikleri bilinen melatoninin  bu  etkilerini  gosterdigi

mekanizmalardan bir tanesinin ortaya konulmasi,

b) Melatoninin kardiyak aritmilerin olusmasi1 {izerine bir etkisinin olup

olmadiginin belirlenmesi,

C) Melatonin yoksunlugu veya melatonin salgisini azaltici faktorlere maruz
kalan insanlarda KVS hastaliklar1 yoniinden muhtemel risklerin tartisilmaya

acilmasi,

d) Elde edilen wveriler 1s18iInda melatoninin  kullanilabilirliginin

degerlendirilmesi konusunda literatiire katkida bulunulmasi diistiniilmektedir.



2.GENEL BILGILER

2. 1. Pineal Bez ve Melatonin

2.1.1. Pineal Bez

Insan viicudundaki en kiigiik endokrin bez olan pineal bez adin1 ¢gam kozalagina
olan benzerliginden almistir. Ortalama agirligr 100-150 mg olan pineal bez 5-10 mm
boyunda ve 3-5 mm genisliginde konik bir bezdir (Yildirim 1990, Vollrath 1981).

Pineal bez insanlarda epifiz bezi olarak da adlandirilmakta olup, posterior
komissiir ve dorsal habenular komissiir arasinda, tiigiincii ventrikiiliin posterior
duvarmma yapisik bulunmaktadir. Boyutu ve pozisyonu tiirler icinde dahi farklilik
gostermesiyle birlikte viicut agirligina orani kiigtiktiir. Arteriyel beslenmesi, posterior
koroidal arterler yoluyla olur, vendz dolasim ise internal serebral venler yoluyla
saglanir. Cogunlukla siiperior servikal gangliondan sempatik innervasyonu vardir.
Pineal bez memelilerde sekretuvar, baliklarda ve amfibienlerde fotoreseptif,
stiriingenlerde ve kuslarda ise hem fotoreseptif hem de sekretuar fonksiyonlari
istlenmis bir organdir (Cam ve Erdogan 2003).

Pineal bezin parankimi pinealositler ve glia hiicrelerinden olusmaktadir.
Noroepitelyal hiicreler olan pinealositler, hafif bazofilik sitoplazmali hiicreler
olmakla birlikte belirgin niikleoluslar iceren ¢ekirdekleri biiyiik, diizensiz veya
birka¢ lopludur. Sitoplazmik uzantili hiicreler olan pinealosit hiicreleri, graniillii ve
graniilsiiz endoplazmik retikulum, mikrotiibiiller, lipid damlaciklari, mitokondriler ve
cok sayida golgi kompleksine sahiptirler (Reiter 2000).

Sigan pineal bezi ise insan pineal bezinin anatomik yerlesimine gore farkli
olarak beynin tist kisminda yerlesiktir. Sigan pineal bezi yaklasik 2-3 mm boyutunda
ve serebellumun frontalinde bulunmaktadir. Bu anatomik yerlesimi pinealektomi
operasyonu agisindan da arastirmacilar i¢in biiyiik bir avantaj teskil etmektedir. Bu
nedenle pineal bez ¢aligmalarinda deney hayvani olarak si¢anlar tercih edilmektedir.
Si¢an pineal bezinin anatomik yerlesimi Resim 1’de gosterilmistir (Konturek ve ark.,
2006).
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Resim 1. Pineal bezin si¢an beynindeki anatomik yerlesimi (Konturek ve ark., 2006).

2.1.2. Melatonin

2.1.2.1. Salgilanmasi

Melatonin, pineal bezden salgilanan (N-asetil-5-metoksitriptamin) esas

hormondur. Kimyasal yapis1 Resim 2’ de gosterilmistir.
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Resim 2. Melatoninin kimyasal yapisi (http://chemistry.about.com/od/actsstructures/
ig/ Chemical-Structures-M/Melatonin.htm, Erisim tarihi: 08.10.2014).



Pineal bez melatonini sentezlerken ara iiriin olarak seratonini de sentezleyip
salgilamaktadir. Pineal bezden ayrica, 5-metoksitriptamin, hidroksiindol asetik asit,
metoksitriptofol, hidrositriptofol ve metoksiindol asetik asit gibi {riinler de
salgilanmaktadir. Melatonin normal kosullarda gece salgilanan bir hormondur ve
insanlarda ortalama plazma diizeyi 60-70 pg/ml olarak o&l¢lilmiistiir. Plazma
melatonin seviyesinin gece saat 02:00 ile 04:00 arasinda en yiliksek degerlerine
ulastigi bilinmektedir. Melatonin salimmmindaki artiglarin  21:00-22:00 saatleri
arasinda bagladigi ve 07:00-09:00 saatleri arasinda sona erdigi belirtilmektedir
(Singh ve Jadhav 2014, Cam ve Erdogan 2003, Arendt 1988).

Melatonin salgis1 aydinlik ve karanlik ortama gore degiskenlik gostermektedir.
Karanlik ortamda melatonin salgis1 artarken aydinlik ortamda ise azalmaktadir.
Gozler ve suprakiyazmatik niikleus (SCN) arasindaki etkilesim, karanlik-aydinlik
kosullarina gore bu aktivasyon ve inhibisyona aracilik etmektedir (Macchi ve Bruce
2004). Melatoninin 1s1k ve mevsime bagli degisen salgi mekanizmasi Sekil 1’ de

gosterilmistir.
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Sekil 1. Melatoninin 151k ve mevsime baglh degisen salgt mekanizmasi
(http://www.biolreprod.org/content/81/3/445/F1.large.jpg, Erisim tarihi: 08.10.2014).

Canlinin tiim giin boyunca karsilagtigi karanlik-aydilik dongiisii sirkadiyen
ritmin kontrolii i¢in ¢ok biiyilk Oneme sahip olan c¢evresel bir etkendir.
Suprakiyazmatik ¢ekirdegin bu dongiideki rolii adeta bir sirkadiyen saat olarak

caligmas1 ve melatoninin salgilanmasina aracilik eden reseptorlere sahip olmasidir
(Brzezinski 1997).



2.1.2.2. Reseptorleri

Melatonin hormonunun MT1, MT2 ve MT3 olarak isimlendirilen ii¢ farkh
reseptorii bulunmaktadir. Bu reseptorlerin bircok organ ve dokuda bulundugu
bilinmekle beraber en yiiksek oranda retina, hipotalamus ve ince barsakta oldugu
bildirilmektedir. Melatonin reseptorlerinin bulundugu diger organ veya sistemler
arasinda; kardiyovaskiiler sistem, bagisiklik sistemi, endokrin sistem, uterus,
yumurtaliklar, plasenta, deri, gastrointestinal sistem, kemik ve bobrekler sayilabilir
(Slominski ve ark., 2012). Melatonin, reseptorlerinin hiicrelerde yerlesim yerlerine
gore diger hormonlardan ¢ok farkli 6zellik tasimaktadir. Ciinkii melatoninin hiicre
zarinda, sitoplazmasinda ve ¢ekirdeginde olmak {iizere ii¢ farkli bolgede reseptorleri
bulunmaktadir. Bu reseptorlerden MT1 ile MT2 reseptorleri hiicre zarinda bulunur ve
G proteini aracilifiyla etki gosterirken, sitoplazmada Ca-kalmodulin reseptorleri ve
cekirdekte retinoid Z ve O reseptorleri bulunmaktadir (Topal ve ark., 2009,
Ekmekgioglu 2006). Melatonin hormonunun reseptorlerinin bulundugu dokular ve

sistemler Sekil 2’de 6zetlenmistir (Slominski ve ark., 2012).

Doku Eksprese Olan Melatonin Reseptorii | Melatoninin Rolii
SCN MT2 Sirkadiyen ritmin diizenlenmesi
Retina MT2, RORa Dopamin saliniminin azalmasi
Damar MT1, MT2 MT1: Vazokonstriiktor
MT2: Vazodilatator
Immun Sistem MTI1, MT2, RORa Lokotrien inhibisyonu
Immun hiicre proliferasyonu
IL2 ve IL6 tiretimi
Ureme Sistemi MT1, MT2 GnRH, FSH ve LH saliniminin azalmasi
Pankreas MT1, MT2, RORa Insiilin saliniminin azalmasi
Deri MTI1, MT2, RORa Sa¢ bilyiimesi ve epidermis fonksiyonunun
diizenlenmesi
GIis MT1, MT2 Gastrik kasilmalarin azalmasi
Bikarbonat ve CCK saliniminin artmasi
Kemik MTI1, RORa Osteoblastik aktivitenin artmasi
Bobrek MT1, MT2 Glomeruler filtrasyonun diizenlenmesi
Plasenta MT1, MT2, RORa Radikal temizleyici
Apaptozun azaltilmasi
Uterus MT1, MT2 Miyometriyal kasilabilirlik
Endometrium MT1, MT2 Erken gebelikte trofoblast invazyonu




Sekil 2. Melatonin reseptorlerinin dagilimi ve gorevleri (Slominski ve ark., 2012).

SCN: Suprakiyazmatik Niikleus, GIS: Gastrointestinal Sistem.

Kalp damar sistemi hastaliklarina bagli o6liimlerin son yillarda artmasi ve
hipertansiyonun ¢ok yiiksek bir yayilim gostermesi nedeni ile son yillarda melatonin
ve KVS iliskisi arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Ozellikle kalp damar
sisteminde melatonin reseptorlerinin varliginin ortaya konulmasi dikkatleri melatonin
tizerine ¢ekmistir (Dominguez-Rodriguez ve ark., 2014, Slominski ve ark., 2012).
Yapilan c¢alismalarda melatonin reseptorlerinin kalbin apeksinde ve sinoatriyal

diigtimde de eksprese oldugu gosterilmistir (Sallinen ve ark., 2005).

2.1.2.3. Sentezi ve Metabolizmasi

Melatonin sentezinde Oncii madde esansiyel bir amio asit olan triptofandir ve
pineal bez tarafindan plazmadan alimaktadir (Ozgelik ve ark., 2013). Pinealositlerde
triptofan, triptofan hidroksilaz ile oncelikle 5-hidroksitriptofan’a
hidroksillenmektedir. Olusan 5-hidroksitriptofan, ndrotransmittter olan serotonin ve
melatonin sentezi i¢in dogal olarak ortaya ¢ikan bir ara metabolittir. Olusan bu 5-
hidroksitriptofan kan-beyin bariyerini kolayca gegebilir (Gomes ve Soares-da-Silva
1999, Rahman ve ark., 1982). Daha sonra L-aminoasit dekarboksilaz enzimi
araciligiyla karboksil grubunu kaybederek kan-beyin bariyerini gegemeyen 5-
hidroksitriptamine (serotonin) doniislir. Serotonin daha sonra N-asetil transferaz
(NAT) enzimi aracih@ ile asetillenerek N-asetilserotonin’e doniigiir. N-
asetilserotonin ise HIOMT (hidroksi indol-0-metil transferaz) ile melatonine donisiir
(Sekil 3; Ozgelik ve ark., 2013).
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Sekil 3. Melatoninin triptofandan sentez basamaklar1 (Ozgelik ve ark., 2013).

Melatonin hormonunun sentezi arttiginda pasif difiizyonla dolasima gecer ve
kanda albiimine bagli olarak taginir. Bu durum idrarla atilimini sinirlamasina ragmen
yine de kisa bir yarilanma 6mrii dmriine sahiptir (10-40 dk). Melatonin karacigerden
ilk gecisinde yaklasik % 90 oraninda temizlenir. Karaciger tarafindan melatonini %
75 kadar1 6-hidroksimelatonine (6-HMS) doniistiirtiliir. Bu bilesik de % 70 oraninda
stilfat ve % 6 oraninda glukronik asitle konjuge olur ve tim bu metabolitler idrarla
atilir. Melatoninin baslica metaboliti olan 6-sulfatoksimelatoninin maksimum plazma
konsantrasyonu 80-100 pg/ml arasindadir. Insanda 6- sulfatoksimelatoninin % 70-
80’1 gece idrar1 ile (24:00-08:00) atildigi bilinmektedir (Ozgelik ve ark., 2013,
Oztiirk ve Darryerli 2000, Reiter 1991, Pardridge ve Mietus 1980, Kveder ve

Mclsaac 1961).



2.1.2.4. Fizyolojik Etkileri

Melatonin canli viicudunda bir¢ok fizyolojik etkiye sahiptir. Bunlar arasinda kan
basincimi diizenleyici etkileri (Simko 2012, Kawashima ve ark., 1987), endokrin
ritmin diizenlenmesi, antigonadal aktivite, serbest oksijen radikallerinden korunma,
degisik immun fonksiyonlarinin néroendokrin diizenlenmesi (Erlich ve Apuzzo,
1985) ve kardiyovaskiiler etkiler gibi bir ¢ok islev sayilabilir (Veneroso ve ark.,
2009, Tengattini ve ark., 2008).

Melatonin ve kan basinci iizerine olan etkileri konusunda ¢ok 6nemli bulgulara
ulagilmistir. Kardiyovaskiiler sistem sirkadiyen ritimde oldugu gibi farkli fizyolojik
ya da cevresel kosullara gore farkli performans gosterebilmektedir. Bunlar arasinda
en dnemlileri kan basinci ve vaskiiler tonustaki degisimlerle birlikte kalp hizindaki
giiniin belli saatlerindeki degisimlerdir. Ornegin; gece kan basinci, vaskiiler tonus ve
kalp hiz1 azalmaktadir (Burgess ve ark., 2001). Yapilan bazi ¢aligmalar kalp hizinin
sirkadiyen ritme gore farkliliklar gosterdigini ve melatoninin de bunda roliiniin
olabilecegini ileri siirmektedir (Witte ve ark., 1998).

Farmakolojik dozda verilen melatoninin kan basincini ve katekolamin seviyesini
disiiriici etkiye sahip olmasiyla birlikte diiz kas duvarinda da gevseme sagladigi
bilinmektedir. Bu etkilerine bagli olarak melatoninin hipertansiyonda bir ilag¢ olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Tengattini ve ark., 2008, Simko ve Paulis 2007).
Bunlarla birlikte melatoninin morfolojik bariyerleri kolaylikla gecebilmesi ve
kardiyak hiicrelere girebilme Ozelliginin oldugu bilinmektedir (Dominguez-
Rodriguez ve ark., 2014, Dominguez-Rodriguez ve ark., 2012, Tengattini ve ark.,
2008). Melatonin iskemi-reperfiizyon hasarinda kardiyoprotektif bir etkiye sahiptir.
Bu etkisini serbest radikalleri uzaklastirmasi ve antioksidan enzimlerin
ekspresyonunu arttirarak gergeklestirdigi ileri siiriilmektedir (Dominguez-Rodriguez
ve ark., 2012, Reiter ve Tan 2010). Melatoninin damarlardaki vazodilatator etkisine

ait mekanizma Resim 4’te verilmistir (Singh ve Jadhav 2014).
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Resim 3. Melatoninin damarlarda vazodilatator etkisi (Singh ve Jadhav 2014).

2.2. Kan Basimncinin Diizenlenmesi

2.2.1. Genel Diizenlenme

Kan basinci, damar igerisindeki kanin damar c¢eperine uygulamis oldugu basing
olup; periferik arteryel diren¢ ve kalp debisi diizeyleri tarafindan belirlenmektedir.
Kan basinci periferik ve merkezi ndral mekanizmalar ile birlikte vaskiiler faktorler,
kisa ve uzun vadeli kontroller olmak {izere bir¢ok parametrenin birlikte calismasiyla
diizenlenmektedir.

Bu sistemin kontroliinde iki farkli yol izlenmektedir. Bunlardan birincisi hizli bir
sekilde aktive olan ve kisa siireli basing degisikliklerini diizenlemede gorevli olan
baroreseptdr reflekstir. Basing ve algidaki degisiklikleri algilayan sensorlerle birlikte
o anki basing degerlerini kiyaslayan integratorler ve ihtiya¢ olan diizenlemeyi yapan
efektdrler bu sistemin temel aracilaridir. Ikinci sistem ise yavas aktive olan sistemdir.
Bu sistem temel olarak bobrekler tizerinden dolagimdaki kan basincinin normale
dondiiriilmesini saglamaktadir (Preston ve Wilson, 2013, syf 236). Bu iki sistem de

baroreseptor refleks mekanizmasi lizerinden ¢alismaktadir.
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2.2.1.1. Kan Basincinin Diizenlenmesinde Barorefleks Mekanizmasi

Basingtaki degisikliklere duyarli olan, gerim reseptorleri olarak da adlandirilan
reseptorler baroreseptorlerdir. Yiiksek basing reseptorleri Arcus aorticus ve Sinus
caroticusda yerlesmistir. Diisiik basing reseptorleri ise atriumlarda ve pulmuner
dolasimda bulunmaktadir. Barorefleksin afferent lifleri 9. kafa ¢ifti olan
glossofaringeus ve 10. kafa ¢ifti olan vagus sinirleridir (Olufsen ve ark., 2004,
Dampney ve ark., 2001). Asagidaki resimde baroreseptorlerin yerlesimi
gosterilmektedir (Guyton ve Hall, 2007, syf 209).

— Glossopharyngeal nerve

Hering's nerve

__Carotid body

x L
~———Carotid sinus

Vagus nerve

Aortic baroreceptors

Resim 4. Baroreseptorlerin dagilimi (Guyton ve Hall, 2007, syf 209).
2.2.1.2. Kan Basincinin Kisa Siireli Diizenlenmesi
Baroreseptorlerin ortalama kan basmcinin kisa siireli kontroliinde (saniyeler-
dakikalar icerisinde) o©Onemli rol oynadigi genel olarak kabul edilmektedir.

Barorefleks mekanizmasi kan basincinin stabil seyretmesini saglamakla gorevlidir.

Barorefleksin ana fonksiyonu ise kan basincindaki bir artis karsisinda kalp atim
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hizin1 azaltmaktir. Vazodilatasyon ve debinin azaltilmasi da bu refleks yanitlari
icerisindedir (Thrasher 2004, Su ve Miao 2002).

Ug grup sensor beyin sapmin medulla bolgesine yerlesmis olan integratdrlere
kardiyovaskiiler sistemdeki basing ve kan akimiyla ilgili bilgi saglamaktadir. Aort
arki ve karotid siniiste yerlesmis olan arteriyel baroreseptorler, kardiyopulmoner
reseptorler ve kemoreseptorler bu islemlere aracilik etmektedir. Aortik ve karotid
baroreseptorler ortalama kan basincinda meydana gelen degisiklikleri algilayan
oncelikli reseptorlerdir. Bunu damar duvarinin gerilimindeki degisimleri dolayh
yoldan algilayarak yaparlar. Baroreseptorler aortun ve karotid siniisiin elastik
tabakasinda gomiili olan serbest sinir sonlanmalarimin bir araya gelerek
olusturduklar1 sinir demetleridirler. Bilgi beyine aortik sinir ve vagus siniri
icerisindeki duyusal afferentler yoluyla taginir. Karotid siniis afferentleri daha sonra
medullaya giden glossofaringeal sinir (9. kraniyal sinir) ile birlesen siniis siniri
igerisinde tagimir (Chen ve ark., 2014, Preston ve Wilson, 2013, syf 237-238).

Kardiyopulmoner reseptorler ise arteriyel sistemdeki reseptorlerle benzer
ozelliklere sahiptirler. Sahip olduklar1 serbest sinir uglar1 vena kava, pulmoner arter
ve ven duvarlart igerisinde gomiiliidiir. Bilgiyi de merkezi sinir sistemine vagal sinir
govdesi icerisinde gonderirler. Bu reseptorler araciligiyla merkezi sinir sistemine
vaskiiler sistemin durumuyla ilgili bilgi tasirlar. Periferal kemoreseptorler de
arteriyel O, seviyesi 60 mmHg’ nin altina diistiigii zaman ve PCO; 40 mmHg ya da
pH seviyesi 7.4’ iin lizerine ¢iktig1 zaman aktive olurlar. Bu reseptorler yeterli
perflizyon basinct ve akim miktarmi yansitan yerel metabolitlere duyarhidirlar
(Kumar ve Prabhakar 2012, Preston ve Wilson, 2013, syf 237-238).

Kisa siireli diizenleme mekanizmalariin en dnemlisi baroreseptorler araciligiyla
olan otonomik reflekslerdir. Postural degisiklikler gibi kan basincinda kisa siireli
degisimlere yol acan faktorler baroreseptor etkinlikte degisimlere yol agmaktadir.
Sempatik aktivitedeki artis kalp atim hizinda ve kalbin kasilabilirliginde de artisa
neden olur ve venokonstriksiyon ile kan basincinin normale donmesi saglanir.
Parasempatik sinir aktivitesindeki azalma ise kan basincinin yiikselmesine katki
saglar. Sempatik sinir sistemi ile parasempatik sinir sistemi arasindaki denge
kardiyovaskiiler homeostazis igin biiyiik bir 6neme sahiptir (Olufsen ve ark., 2004,
Dampney ve ark., 2001).
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2.2.1.3. Kan Basincinin Uzun Siireli Diizenlenmesi

Kan basincinin uzun siireli diizenlenmesinde iki farkli yolak karsimiza
cikmaktadir. Bunlar; su ve sodyumun viicuttan atilimi ve tutulumudur.

Viicuttan su atilimi, hipotalamusta sentezlenen sonra da salgilanacagi yer olan
arka hipofize taginan ve peptid bir yapiya sahip olan antidiiiretik hormon (ADH)
tarafindan kontrol edilir. Bu hormon arjinin, vazopressin adiyla da bilinmektedir.
Hipotalamusta supraoptik ve paraventrikiiler ¢ekirdeklerde ADH sentezleyen iki tip
magnoseliiler ndron mevcuttur. Bunlarin yaklasik 6’da 5’1 supraoptik ¢ekirdekte,
yaklagik 6’da 1’1 de paraventrikiiler ¢ekirdekte bulunmaktadir. Bu ¢ekirdeklerin her
ikisi arka hipofize uzanan aksonal uzantilara sahiptir.

Antiditiretik hormonun salgilanmas1 ti¢ farkli yol ile kontrol edilir. Bunlar;
ozmoreseptorler, baroreseptorler ve anjiyotensin 1l (ANG 1) gibi yolaklardir.
Dokularin ozmolaritesi, total viicut sivist ve konsantrasyonunun bir gostergesidir.
Ozmolarite 280 mOzm/kg’1n iizerine ¢ikti1 zaman reseptorler uyarilarak antiditiretik
hormonun dolasima salinmasi saglanmis olur. Dolasimdaki kan basincinin
azalmasiyla vendz basing da azalir ve bu durum kardiyopulmoner reseptorler
tarafindan algilanir. Bu durumda santral sinir sistemi ve kardiyovaskiiler kontrol
merkezleri sempatik aktivite ile birlikte antidiliretik hormon serbestlenmesini
artirarak yanit verirler. Kan basimcmim diismesiyle renin-anjiyotensin-aldosteron
sistemi (RAAS) aktive olur ve dolasimdaki anjiyotensin II seviyesi ylikselir. Bu
yiikselmeyle birlikte uyarilan hipotalamus antiditiretik hormonun salgilanmasini
saglar. Anjiyotensin ve sempatik hiperaktivitenin bulundugu bazi hipertansiyon
hastalarinda RAAS’1n bloke edilmesinin kan basincini diigiirdiigi savunulmaktadir.
Artmis refleks kazanci olan hipertansif bireylerde ise ANG II blokajinin barorefleks
fonksiyonu arttirdig1 bildirilmektedir (El-Farhan ve ark., 2013, Xu and Brooks 1997,
Preston ve Wilson, 2013, syf 242-243).

Ozmoreseptorler su tutulumu ve atilimini kontrol ederler. Fakat reseptorler daha
cok viicut sivilarinin tuzluluguna duyarlidirlar. Dolasimdaki kan hacmini belirleyen
ana etken renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi  yoluyla diizenlenen Na®
konsantrasyonudur. Renin, glomeruler afferent arteriyollerin duvarindaki graniiler

hiicreler tarafindan sentezlenen proteolitik bir enzimdir. Bu hiicreler de Na"’un renal
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tiibiil tarafindan tutulumunu diizenleyen jukstaglomeriiler aparatin bir bolimiinii
olustururlar. Bu aparatin uyarilmasiyla renin salgilanmasi saglanmis olur. Renin,
karacigerde sentezlenen anjiyotensinojeni yikarak anjiyontensin I’i sentezler.
Anjiyotensin | anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) igin bir substrat gorevi yapar
ve akcigerde anjiyotensin I’'nin olusumu saglanir. Bu da damarlarda
vazokonstriksiyona neden olur. Sonucta arka hipofizden salgilanan antidiiiretik
hormon serbestlenmesiyle birlikte susama tetiklenir ve adrenal korteksten aldosteron
serbestlenmesi artirilir. Aldosteronun bébrek tiibiillerinden Na® ve su tutulumunu
artirict etkileri vardir. Atriyum miyositleri, yliksek seviyede dolumla gerildikleri
zaman atriyal natriliretik peptid sentezini ve depolanmasini saglarlar. Boylelikle
bobrek tiibiilleri boyunca Na* ve su atilimi artirilir (Pacurari ve ark., 2014, Preston ve
Wilson, 2013, syf 244).

Kan basincinin kisa ve uzun vadeli diizenlenmesi ile ilgili genel bilgilerin yani
sira son yillarda arter duvarlarinda bulunan ve damarlarin kasilma-gevseme
ozellikleri lizerine etkili kanallar ve bu kanallar1 kodlayan genler ortaya konulmustur
(Wehrwein ve Joyner 2013, Joseph ve ark., 2013, Mackie ve Byron 2008, Cox ve
Rusch 2002).

Hipertansiyon arastirmalarinda siganlar {izerinde olusturulan modeller cok
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu aragtirmalarin genellikle 2 mekanizma {izerinden
olusturuldugu goriilmektedir. Bunlar Ang II ve nitrikoksit sentaz (NOS)
inhibisyonlaridir. Nitrik oksitin (NO) vaskiiler tonus ve miyokardiyal kontraktilite ile
olan iliskisi bilinmektedir (Atabay ve Uzun 2009; Loscalzo and Welch 1995,
Moncada and Higs 1993). Nitrik oksit sentetaz enziminin kronik olarak inhibe
edilmesiyle periferal arteryel direncin arttigi ve sistemik hipertansiyon olustugu
saptanmigtir (Sander ve ark., 1997, Hropot ve ark., 1994). Bu inhibisyona bagl
hipertansiyona total periferik direng artisi, artmis renal sodyum tutulumu, sempatik
sistem aktivasyonu ve bir¢ok endojen vazoaktif maddenin aracilik ettigi
diistiniilmektedir.  Nitrik  oksit NOS  enzimleri tarafindan  L-arjininden
sentezlenmektedir. NG-nitro-L-Arjinin (L-NNA) ve NG-nitro-L-arjinin metil ester
(L-NAME) gibi NOS aktivitesini inhibe eden enzimler kullanilarak sicanlarda
hipertansiyon modeli gelistirilmistir (Paulis ve ark., 2009, Tugrul ve ark., 2003,
Doggrell ve Brownn 1998, , Sander ve ark., 1997, Ribeiro ve ark., 1992).
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2.3. Kan Basinci ve Melatonin liskisi

Melatoninin hipertansiyonu azaltict etkisi ve kalp-damar sistemi iligkisi son
yillarda yogun bir arastirma konusu haline gelmistir (Petkova ve ark., 2014, Cheng
ve ark., 2013, Huang ve ark., 2013, Ilhan ve ark 2013, Repova-Bednarova ve ark.,
2013, Simko ve ark., 2013, Bang ve ark., 2012, Dominguez-Rodriguez ve ark.,
2012). (Simko 2012, Reiter ve ark., 2010).

Damari¢i yolla verilen melatoninin ventrikiiler tasikardiyi, ventrikiiler
fibrilasyonu ve premature ventrikiiler kontraksiyonu engelledigi saptanmistir (Lee ve
ark., 2002). Bunun yani sira gece boyunca salinan melatoninin kan basincini ve kalp
hizim1 diisiirmesinden dolay1, yiiksek tansiyonun dengelenmesinde Onemli rol
oynayabilecegi diistiniilmistiir (Yildiz ve Akdemir 2009).

Melatoninin endojen ve santral hipotansif etkisi iizerinde de durulmaktadir
(Laflamme ve ark., 1998). Pineal bezi alinmis olan siganlarda hipertansiyon gelistigi
bildirilmis ve bundan da artmis plazma renin aktivitesiyle birlikte renin-anjiotensin-
aldosteron sistemi sorumlu tutulmustur (Burgess ve ark., 2001, Karppanen ve ark.,
1970, Zanoboni ve Zanoboni-Muciaccia 1967). Bununla birlikte hipertansif
siganlarda kronik melatonin uygulamasinin bradikardiye ve hipotansiyona neden
oldugu ve vazodilatasyonu arttirdigi bildirilmistir (Girouard ve ark., 2002). Deneysel
veya spontan hipertansif siganlarda melatoninin kan basincinmi diislirdiigli ve bircok
hemodinamik parametreyi olumlu yonde etkiledigi de gosterilmistir (Simko ve ark.,
2009, Simko ve Paulis 2007).

Pineal bezden salinan melatoninin kan basincini azaltici etkisi sematik olarak

sekildeki gibi 6zetlenmistir (Simko ve ark., 2013).
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Sekil 4. Melatoninin kan basincini azaltict etkisini  gosterdigi  muhtemel

mekanizmalar (Simko ve ark., 2013).

2.4. Voltaj Duyarh Potasyum Kanallar1 ve KCNQ Genlerinin Yapisi ve Islevi

Hiicre membranlarinda bulunan ve protein yapida olan iyon kanallari, hiicreye
iyon girig-gikislarin1 kontrol ederek hiicre fonksiyonlarini diizenlerler. Bu kanallar,
kalbin ¢alisma hizi, sentezlenen hormonlarin kana saliverilmesi ve merkezi sinir
sisteminde sinyal iletiminde rol oynayan elektriksel uyarilarin olusumunu gibi bir¢ok
islevden sorumludurlar (Hille 1992).

Bu kanallardan bir tanesi olan voltaj kapili potasyum kanallart hiicre
membraninda meydana gelen voltaj degisikliklerine ve potasyuma duyarlidir.
Aksiyon potansiyeli olusumundan sonra hiicrenin tekrar dinlenim durumuna
ge¢mesinde de 6nemli role sahiptir (Mackie ve Byron 2008).

Potasyum iyon kanallari, sinir hiicreleri ve diger hiicrelerde uyarmin olugmasi
icin bliylik 6neme sahip olan membran kanallaridir. Bu kanallarin fonksiyonlari
arasinda dinlenim zar potansiyelini, aksiyon potansiyelinin yiiksekligi ile siiresini ve

duyarsiz (refrakter) donemin siiresini belirlemek yer almaktadir. Potasyum iyon
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kanallar1 genetik olarak ¢ok cesitli olmakla birlikte genel olarak voltaja duyarlidir.
Biyofiziksel olarak otuzdan fazla potasyum iyon kanali belirlenmis olup bu kanallar
farkli derecelerde voltaja duyarli olmalari, kinetik ve farmakolojik 6zelliklerinin
farkli olmalariyla birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Potasyum iyon kanallar1 6zellikle
sinir hiicresinin uyarilabilirligini degistiren kalitsal hastaliklarda (epilepsi ve kalp
aritmisi gibi) 6nemli role sahiptirler (Bal ve Agar 2002).

Voltaj kapili potasyum kanallarinin alfa ve beta olmak {izere iki alt tinitesi
bulunmaktadir. Alfa altiinitesi (Kva) 12 farkli gruba ayrilabilmektedir. Bunlar yavas
aktive olan rektifiye edici potasyum kanallar1 (Kv7.1-5 kanallar1 da bu gruptadir),
hizli aktive olan A tipi potasyum kanallari, disa dogru rektifiye edici potasyum
kanallar1, ice dogru rektifiye edici potasyum kanallari, yavas aktive olan potasyum
kanallar1 ve son olarak da susturucu (silencer) potasyum kanallaridir (Gutman ve
ark., 2005). Beta altiinitesi ise alfa altiinitesiyle birlikte ¢alisir ve daha gok potasyum
kanallarinin aktivitesinin modiile edilmesinde gorevlidir (Li ve ark., 2006, Pongs ve
ark., 1999).

Son yillarda K (Potasyum) kanallarinin hipertansiyonla iligkisi aragtirma konusu
olmustur (Aziz ve ark., 2014, Dvir ve ark., 2014, Shipston 2014). Bunlardan voltaj
kapil1 K kanallarinin (sirastyla Kv7.1-7.5) kodlandigi KCNQI1-5 genlerinin ndronlar
(Wang ve ark., 1998), kardiyomiyositler (Sanguinetti ve ark., 1996), kohlea
(Kharkovets ve ark., 2000) ve baz1 epitel hiicreleri tizerinde (Bleich ve Warth 2000)
fizyolojik rolii bulundugu bildirilmistir. Ayrica vaskiiler (Mackie ve Byron 2008,
Yeung ve Greenwood 2005) ve non-vaskiiler dokularda da (Rode ve ark., 2010,
Jepps ve ark., 2011) Kv7 kanallarmin énemli islevleri oldugu belirtilmektedir.

Insan ve rodent kan damarlarinda Kv7 kanallarin kan damarlar diiz kaslari
kontraktilitesinde etkili bir regiilator olarak calistiklar1 bilinmektedir. Bu kanallarinin
torasik aortta, siiperior mezenterik arterde ve koroner dolasimda fonksiyonel bir
etkisinin bulundugu ve bu etkisinin hipertansiyon patogenezinde Onemli bir role
sahip olduguna dair bilgiler bulunmustur (Jeps ve ark., 2011, Ng ve ark., 2011,
Mackie ve Byron 2008). Ayrica Kv7 kanallarinin pulmoner arter diiz kas
hiicrelerinde ekprese olanlarinin, dinlenim membran potansiyeline katkida
bulundugu ve vaskiiler diiz kas fonksiyonunu regiile edici role sahip oldugu

gosterilmistir (Archer ve ark., 1998, Yuan ve ark., 1998). Normotensif ve hipertansif
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sicanlarda Kv7 kanallarint kodlayan KCNQ genlerinin ekspresyonlart kiyaslanmigtir
ve normotensif siganlara gore belirgin degisikliklerin oldugu belirlenmistir (Jeps ve
ark., 2011). Potasyum kanallarindan Kv7.1-5” in eksprese oldugu dokular farklilik
gostermektedir. Bu genlerin eksprese oldugu dokularin dagilimi Resim 6’da
gosterilmistir (Soldovieri ve ark., 2011).

Potasyum kanallarindan Kv7.1 (KvLQT1) ve bu kanali kodlayan KCNQ 1 geni
kalp dokusunun hiicre membraninda da eksprese olmaktadir ve kardiyak aksiyon
potansiyelini sonlandirmasindan dolayisiyla kalp kasilmasinda énemli role sahiptir
(Jespersen ve ark., 2005). Bu gende meydana gelebilecek mutasyonlar kalitsal
aritmilere ve uzun QT sendromuna (LQT1) da sebep olmaktadir (Hedley ve ark.,
2009).

Bir diger potasyum kanali olan Kv11.1 ise KCNH2 geni tarafindan eksprese
edilmektedir. Bu kanal kalbin elektriksel aktivitesinin koordinesine en fazla katki
sunan kanal olarak goze carpmaktadir. Bu kanalin aktivitesi ilaglarla veya bazi
mutasyonlar sonucu kalitsal olarak inhibe edildiginde 6ldiiriicii uzun QT sendromu
(LQTS) goriilmektedir (Hedley ve ark., 2009). Bu gende goriilebilen mutasyonlardan
olan fonksiyon kaybi mutasyonu sonucu uzun QT sendromu (LQT2) goriiliirken
fonksiyon kazanimi mutasyonunda ise kisa QT sendromu ortaya ¢ikmaktadir. Bu iki
klinik durum da kardiyak aksiyon potansiyelinin repolarizasyon fazinda goriilen
bozulmadan kaynaklanmaktadir ve oldiiriicii kardiyak aritmilerle (torsade de pointes)

sonuglanmaktadir (Moss ve ark., 2002, Sanguinetti ve ark., 1995).
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Resim 5. Ventrikiiler aksiyon potansiyeli Faz 3 evresinin uzamasi ve EKG’de

goriilen degisiklikler (Ackerman 1998).
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Resim 6. Kv7 genlerinin eksprese oldugu dokularin dagilimi (Soldovieri ve ark.,
2011).

2. 5. QT Araligi ve Uzun QT Sendromu

Elektrokadiyografide QT araligi ventrikiiler miyokardin elektriksel aktivasyon
ve dinlenim siirelerini vermektedir. Bu siire kalp hizi ile ters orantili olarak degisir.
Kalbin hizlanmasi QT araliginin kisalmasina neden olurken, yavaglamasi QT
araliginin uzamasina neden olur. Dolayisiyla saglikli bir QT siiresini belirlemek i¢in
QTc siiresini belirlemek gerekir (Beyazit ve ark 2005, Allan ve ark., 2001, Vincent
ve ark., 1992).

Uzun QT sendromu; elektrokardiyografi'de (EKG) uzamis QT araligi,
venrikiiler aritmiler, TDP ve ventrikiiler fibrilasyona egilim sebebiyle olusan senkop
ve ani Oliimle karakterize klinik ve genetik olarak heterojen bir hastaliktir. QT
mesafesinde gorillen uzama ve T dalgasinin morfolojisindeki anormallikler

sendromun 6zellikleri arasindadir (Bektasoglu ve ark 2009, Antselevitch ve Shimizu
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2002). Diizeltilmis QT mesafesi, yas ilerledik¢ce artmaktadir. Kadinlarda erkeklere
nazaran daha sik goriilmektedir. Uzun QT sendromlu hastalarda QTc mesafesi 440
msn’den daha uzundur (Reardon ve Malik 1996, Moss ve ark., 1991).

Uzun QTS’nun herediter formu potasyum kanallarinin olusumundan sorumlu
genlerdeki mutasyon ile iliskilidir. Iyatrojenik form ise daha ¢ok ilaglara ve elektrolit
dengesizligine baghdir. QT araliginin uzamasma kinidin, sotalol, amiodaron,
prokainamid gibi antiaritmik ilaglar sebep olmakla beraber antiaritmik kardiyak
ilaglar disindaki birgok ilacin QT uzamasina yol agabildigi de bilinmektedir (Beyazit
2005).

LQTS Mutant gen Kromozom Etkilenen ivon kanali Olusan LQTS
tipi etkiler olusumu %
LQT1 KCNQIEXVLQTI) 11 I a-altiinitesi 1 Igs %350
LQT2 KCNH2(HERG) 7 Ij, a-altiinitesi 1 I, %45
LQT3 SCN3A 3 Iy, a-altiinitesi T %3-4
LQT4 Ankyrin-B 4 Na pompasi ve Na/Ca Tgeclh,? %1
degistiricisi
LQT5 KCNE1l(minK) 21 I, B-altiinites1 LIk, %1
LQT6 KCNE2MIRP1) 21 Iy B-altiinites: LIk <%1
LQT7 KCNI2 17 Igin 1 1 Ik %1
LQT8 CACNAIC 6 Iear Tlear <%l
LQT9 CAV3 (caveolin) 3 Navl.5 1INa <91
LQT10 SCN4B 11 SCNSA B-Alt Unitesi TgecINa <%]1
LQT11 AKAP9 7 A Kinaz ankor proteini 1 IKs %1
LQT12 SNTAI1 20 Sodyum akim TINa %1
(SCNS5A) regiilatorii

Sekil 5. 1990’11 yillardan bu yana yapilan ¢aligmalarda tanimlanmis olan Uzun QT
genleri, Yerlesik Bulundugu Kromozom, Etkilenen Iyon Kanali, Etkileri ve Uzun QT
Sendromu Olusturma Yiizdeleri (Bektasoglu ve ark 2009).

Uzamis QT araliginin  altindaki  temel elektrofizyolojik mekanizma,
repolarizasyon siirecinden sorumlu bazi akimlarin yoklugu veya bloke olmalaridir.
QT araliginin uzunlugu, oncelikle gecikmis rektifiye edici ventrikiiler potasyum
akimi tarafindan kontrol edilmektedir. Bu akimin hizli komponentinin (Ikr) bazi
ilaclarca blokaji yasami tehdit eden TDP tipi aritmilerin (polimorfik ventrikiiler
tagikardiler) en Onemli sebebi olarak  gosterilmektedir. Hipopotasemi,

hipomagnezemi ve hipokalsemi gibi elektrolit bozukluklari da QT araligin1 uzatarak
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aritmiye neden olabilmektedir (Witchel ve Hancox 2000, Stratmann ve Kennedy
1987).

2. 6. Melatonin Yoksunlugu Olusturma Yontemi Olarak Pinealektomi

Melatonin pineal bezden salgilanmakta olup kan basincinin regiilasyonunda
onemli bir role sahiptir. Melatonin uygulamasinin da hem insanlarda hem de
hayvanlarda hipertansiyonu azaltici etkiye sahip oldugu bilinmektedir.

Melatonin eksikligine bagli olarak gelistirilen iki deneysel hipertansiyon modeli
bulunmaktadir. Bunlar; pinealektomi yapilmasi ve 24 saat 151K maruziyeti
yontemleridir. Bu iki model de melatonin yoklugu saglamakta ve bu sekilde kan
basincinin  artmasi,  miyokardiyal, vaskiiler ve renal bozukluklarla
iliskilendirilmektedir (Simko ve ark., 2013).

Pineal bezin cerrahi olarak alinmasi (pinealektomi) ilk olarak 1965 yilinda
Hoffman ve Reiter tarafindan tanimlanmistir (Hoffman ve Reiter 1965). Pineal bezin
sap kisminda tutularak ¢ikarilmasina dayali olan bu islem ilerleyen yillarda
gelistirilmis ve dura matere, vendz siniislere ve beyine en az hasarla pineal bezin
alinmasi saglanmistir (Maganhin ve ark., 2009). Bu yontem aslinda ilk olarak
melatoninin ritmini ve sezonsal iiretimini gormek i¢in uygulanmistir fakat daha sonra
kan basincini yiikseltici bir role sahip oldugu gorilmiis ve kronik melatonin
uygulamasimin hipotansif bir etkisinin oldugu gosterilmistir (Holmes ve Sudgen
1976, Zanoboni ve Zanoboni-Muciaccia 1967). Pinealektomi sonrasinda olusturulan
kan basinci artis1 bir-iki ay boyunca siirmekte fakat ii¢lincii aydan sonra normal
seviyesine geri donmektedir (Zanoboni ve ark., 1978).

Pinealektomize hipertansif sicanlarda kalp agirliginin arttig1, mikroskobik olarak
gosterilebilir  miyokardiyal fibrozis ve Kkardiyak valflerin myoksomotoz
dejenerasyona maruz kaldigi goriilmiistiir (Mizrak ve ark 2004).

Pinealektomi melatoninin hem gece hem de giin igerisindeki salinimini
azaltmaktadir. Fakat bu durum melatoninin plazmadan tamamen yok olmasi
anlamina gelmemektedir ¢iinkii pineal bez melatoninin ana salgi yeri olmasina
ragmen tek salgi yeri degildir (Holmes ve Sudgen 1976). Gastrointestinal sistem

onemli miktarda melatonin iiretmektedir hatta pinealektomi sonrasi ekstra melatonin
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salgis1 goriilebilir (Reiter ve ark, 2011, Bubenik, 2008). Pinealektomi sonrasi
melatonin metabolitinin idrarla atilimmin hem gece hem de giindiiz azaldigi
goriilmiistiir (Brown ve ark, 1991).

Bu calismada malatoninin kan basinci ve QT siiresi lizerine olan etkilerinin
belirlenmesi amaclanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda melatonin yoksunlugu modeli
olarak pinealektomi yontemi kullanilmigtir. Kan basinct artirict bir faktor olarak
ayrica L-NAME kullanilarak melatoninin L-NAME’nin gelistiridigi hipertasiyon
lizerine nasil bir etki olusturacagi belirlenmeye calisilmistir. Ayrica kan basicini
etkileyen Kv7 kanallarim1 kodlayan gen olan KCNQI1-5 gen ekspresyonlari
belirlenerek bunlarin melatoninle iligkisinin aragtirilmasi hedeflenmistir. Yine tim
gruplarda QT siiresi Ol¢iilerek melatonin-kan basinci-QT siiresi arasindaki iliskinin
incelenerek, QT siiresini etkileyen Kv11.1 kanalin1 kodlayan KCNH2 gen

ekspresyonlari ve melatoninin iligkisinin ortaya konulmasi diistiniilmiistiir.

3. GEREC VE YONTEM

Bu calismanin hayvan deneyleri boliimii Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarlarinda
(COMUDAM) yiiriitiildii (Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onay1 no: 2013/02-13).
Elde edilen dokulardan RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve kantitatif Real-Time PCR
islemleri ise Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey Egitim ve Arastirma

Hastanesi Molekiiler Genetik Tan1 Laboratuvarinda gergeklestirildi.

3. 1. Hayvan Materyali

Arastirmada COMUDAM’dan temin edilen 200-250 gram agirhiginda Sprague-
Dawley 1rki toplam 42 adet eriskin erkek sican kullanildi. Deneysel siire¢ boyunca
tiim siganlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik ve ortam sicaklig1 22 °C olacak sekilde
ayarlanan ortamlarda barindirildi. Sigcanlarin beslenmesinde standart ticari pellet
yemi ve igme suyu olarak normal sebeke suyu kullanildi. Yem ve su ad libitum

olarak verildi.
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3.2. Gruplarin Olusturulmasi

Gruplar olusturulmadan 6nce tiim siganlar tartildi ve bazal deger kan basinglar
Olctildii. Gruplar canli agirlik ve bazal deger kan basinglar1 dikkate alinarak her
grupta 7 sigan olacak sekilde olusturuldu. Tiim gruplarda uygulama siiresi 21 giin

olarak belirlendi. Gruplar asagidaki sekilde olusturuldu.

1. GRUP (SHAM; n=7): Bu gruba pinealektomi islemi yapilmis olan gruplardaki
tiim cerrahi islemler uygulandi ancak pineal bez ¢ikarilmadi.

2. GRUP (SHAM+L-NAME: n=7): Bu gruba SHAM Pinealektomi operasyonu
yapildi ve L-NAME (CAS 51298-62-5: NL'-nitro-L-arginin metil ester, Sigma-
Aldrich); icme suyuna katilarak 40 mg/kg/giin) verildi.

3. GRUP (PLT; n=7): Bu gruptaki siganlara pinealektomi oparasyonu yapildi ve
pineal bezleri ¢ikarildi.

4. GRUP (PLT+L-NAME; n=7): Bu gruba pinealektomi islemi yapild1 ve agiz
yolu ile L-NAME (igme suyuna katilarak 40mg/kg/giin) verildi.

5. GRUP (PLT+MEL; n=7): Bu gruba pinealektomi operasyonu yapildi ve
derialt1 yolla melatonin (S 4858937 244, MERCK; 5 mg/kg/giin) uygulandi.

6. GRUP (PLT+L-NAME+MEL,; n=7): Bu gruba pinealektomi islemi yapildi,
ag1z yolu ile L-NAME (i¢gme suyuna katilarak 40 mg/kg/giin) ve derialt1 yolla
Melatonin (5 mg/kg/giin) verildi.

3.3. Yontem

Olusturulan gruplarda uygulanan islemlerin ayrintilar: asagida belirtilmistir.
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3.3.1. L-NAME Uygulamasi

Sicanlarda deneysel hipertansiyon modeli olusturmak i¢in L-NAME kullanildi.
Bu amagla L-NAME her bir sigan i¢in 40 mg/kg/glin dozunda olacak sekilde igme
sularina katilarak uygulandi (Saravanakumar ve Raja 2012, Hlavackova ve ark.,
2011). Igerisinde belirlenen dozlarda L-NAME bulunan i¢gme sular1 her giin
yenilendi. Siganlarin giinliik su tiiketimi deneysel siire¢ baglamadan once belirlendi
ve her bir sicanin tlikettigi su igerisinde giinliik yaklasik olarak 40 mg/kg L-NAME

almasi saglandi.

3.3.2. Melatonin Uygulamasi

Melatonin % 5 etanol (Absolute GR for analysis, MERCK, Almanya) igceren
serum fizyolojik ¢ozeltisi igerisinde ¢oziindiiriilerek 5 mg/kg/giin dozunda derialti
yolla uygulandi. Uygulamada sicanlarin agirliklarina goére doz ayarlamasi yapildi.
Uygulanacak olan melatonin belirtilen dozlarda her giin taze olarak hazirlandi ve
bekletilmeden uyguland: (Oztiirk ve ark 2012, Aydin ve ark 2008). Tiim uygulamalar
her giin 10:00-10:30 saatleri arasinda gergeklestirildi. Uygulamalardan sonra
enjeksiyon bolgesinde doku 6limii ve herhangi bir enfeksiyon durumunun ortaya

¢ikmasi yoniinden tiim si¢anlar izlendi.

3.3.3. Hayvanlar Uzerinde Yapilan Uygulamalar

3.3.3.1. Kan basincinin 6l¢iilmesi

Tim gruplardaki sicanlar aragtirmaya alinmadan ©nce kan basinci Olglim
cithazina alinarak cihaza ve uygulanacak olan islemlere alismalar1 saglandi.

Kan basinglart tiim gruplarda kuyruk arterinden tail cuff yontemi kullanilarak
Olciildi (MAY, NIBP200-A, Noninvasive kan basinct 6l¢iim sistemi, Biopac
Systems INC, ABD). Tiim siganlardan sistolik (SKB), diastolik (DKB) ve ortalama
(OKB) kan basinci 6lgtimleri yapildi. Her uygulamadan 6nce sicanlarin kan basinci

6l¢iim cihazina yerlestirilmelerini takip eden 5 dakika (dk) boyunca beklendi ve
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sicanlarin sakinlesmeleri saglandi. Kan basinci 6l¢iimiiniin yapildigi sirada odanin
giiriiltiisiiz olmas1 saglandi. Olgiim sirasinda siganlar iizerinde stres olusturacak
faktorlerden kacinildi ve siganlara elle herhangi bir temasta bulunulmadi (Oktar ve
ark 2008). Sicanlardan her seferinde 3 farkli kan basinci degeri Olciildi ve
ortalamalar1 alindi. Tim gruplarda kan basinct 6lglimleri uygulamaya baslanmadan
once (0. giin) ve uygulamalarin 1., 7., 14. ve 21. giinlerinde 11:00-11:30 saatleri

arasinda yapildi.

Resim 7. Siganlarda kuyruktan kan basinci alinmast

3.3.3.2. Elektrokardiyografi (EKG) Alinmasi

Sicanlar EKG sonuglarint gozlemlemek i¢in 1., II. ve III. ekstremite
derivasyonlar1 ile artirillmis unipolar ekstremite derivasyonlar1 olan aVR, aVL ve
aVF derivasyonlart kaydedildi. EKG kayitlart non-invaziv yolla gerceklestirildi
(Poly-Spectrum 12 channel ECG-System, Poly-Spectrum-8, Neurosoft, 5, Voronin
str., Ivanovo, Rusya). EKG kayitlari; 1 mV=20 mm, hiz 75 mm/sn olacak sekilde ve
filtre kullanilarak (35 Hz) alindi. EKG kayitlar1 yapilmadan 5 dakika Once
hayvanlara sedatif amag¢li 40 mg/kg ketamin HCl (Ketasol %10, 0513277AA,
Interhas A.S., Ankara) ve 4 mg/kg ksilazinin (Xylazinbio %2, 525120A, Intermed,
Ankara) uygulandi. EKG kayaitlari tiim gruplarda 0., 1., 7., 14. ve 21. giinlerde 11:30-

12:00 saatleri arasinda alindi. EKG verileri genel olarak degerlendirildikten sonra
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kalp atim hizi, RR siiresi ve QT siiresi hesaplandi. EKG 6rneklerinde II. derivasyon
ve aVR kayitlart dikkate alinarak RR ve QT siireleri hesaplandi (Atabay ve Uzun,
2009). Her bir EKG kaydindan arka arkaya 3 RR aralig1 belirlenerek hesaplamalar
yapildi. Belirlenen QT ve RR degerlerinden milisaniye (msn) diizeyinde QTc siireleri
hesaplandi  (Howarth ve ark.,, 2009, Fridericia 1920, Bazett 1920). QTc
hesaplamalarinda asagidaki formiiller kullanildi.

Bazzett (QTcB): QT Araligi / VRR

Fridericia (QTcF): QT Araligi / *NRR

3.3.3.3. Sedasyon ve Anestezi

3.3.3.3.1. Sedasyon islemi

Sedasyon iglemi sadece EKG alinmasi igin gergeklestirildi ve 40 mg/kg ketamin
HCI (Ketasol %10, 0513277AA, Interhas A.S., Ankara) ve 4 mg/kg ksilazinin
(Xylazinbio %2, 525120A, Intermed, Ankara) kas i¢i yolla verilmesiyle
gergeklestirildi (Erbas ve Yilmaz 2013). Bu amagla siganlarin yaklagik 5 dk hafif

sedasyonda kalmalar1 yeterli goriildii.

3.3.3.3.2. Anestezi Islemi

Pinealektomi operasyonu genel anestezi altinda gergeklestirildi. Bu amagcla
ketamin (60 mg/kg) ve ksilazin (5 mg/kg) kullanilarak siganlar genel anesteziye
alind1 (Aydin ve ark., 2008). Sicanlarin anesteziye girisi refleks kontrolii yapilarak
belirlendi. Deneysel siirecin sonunda dokularin alinmasi i¢in hayvanlara aym

genel anestezi protokolii uygulandi ve belirtilen dokular alindi.
3.3.3.4. Pinealektomi Operasyonu
Pinealektomi operasyonu PLT, PLT+MEL, PLT+L-NAME ve PLT+MEL+L-

NAME gruplarina yapildi. Anestezi sonrasinda ilk olarak sicanlarin kafa derisi

traglandi. Daha sonra, kafatasinin iist kismimdan 3cm’lik bir deri insizyonuyla cilt

28



acildi. Sonrasinda siganin kafatasindaki lambda-bragma bolgeleri gorinir hale
getirildi. Kafatasinda dis¢i turu yardimiyla lambda bolgesinden 3-5 mm c¢apinda
acilan daireden kafatasi kemigi bir forseple tutularak kaldirildi ve yaklasik 60° lik bir
acidan ince uglu bir forseple pineal bezin bulundugu bolgeye girilerek pineal bez sap
kismindan tutularak alindi (Canpolat ve ark., 2001). Muhtemel kanamalara karsi
soguk suya daldirilmis kiigiik ebattaki pamuklarla tampon uygulamas: yapildi ve
olusabilecek olan kanamalar engellendikten sonra deri 3/0 emilebilir steril siiturla
dikilerek kapatildi (Resim 10 A-D). SHAM ve SHAM-L-NAME gruplarina ise
pinealektomi operasyonu forseple pineal bezin alinmasina kadar ayni protokolde ve
ayni hassasiyette yapildi fakat bu kisimda forseple pineal bezin sap kismindan
tutularak alinmasi islemi yapilmadi. Her operasyondan sonra deri insizyonu dikilerek
kapatild1 ve pinealektomi operasyonu yapilarak pineal bezleri alinan si¢anlarin 3 giin

stireyle iyilesmeleri beklendikten sonra deneysel agsamaya gecildi.

Resim 8. Pinealektomi operasyonunun yapilmasi. A: Dis¢i turu yardimiyla
kafatasinin agilmasi, B: Ince uglu forseple pineal bezin almmasi, C: Sap kismiyla
birlikte alinan pineal bez, D: Operasyonun ardindan yaranin 3/0 emilebilir steril

suturla dikilmesi.

29



3.3.4. Doku Ornekleri Alinmasi

Deneysel siire¢ olan 21 giinlin sonunda hayvanlar genel anestezi altinda
uyutuldu. Tiim siganlardan 21. giiniin sonunda genel anestezi altinda dokular (aort ve
kalp) alind1 ve sicanlar kas i¢i Lysthenon (0.5 ml) verilerek uyutuldu. Sonrasinda
kalp sol ventrikiili ile ‘arcus aorticus’ c¢ikarilarak ’DNAse/RNAse free’” olan
tiiplere alinip bekletilmeden sivi azot igerisine konuldu. Tiim dokular uygun
kosullarda alindiktan sonra ise genetik analizler yapilincaya kadar -80 °C’de
beklendi. Analiz kisminda goriilebilecek herhangi bir olumsuzluga karsilik her bir

dokunun bir de yedegi ayni sartlar gdzetilerek almip -80 °C’de saklandu.

Resim 9. Alinan doku 6rnekleri (Torasik Aort ve Sol Ventrikiil)

3.4. Genetik Analizler

3.4.1. Total RNA izolasyonu

Deneysel siirecin sonunda her bir gruba ait sicanlardan alinarak -80 °C’de
bekletilen doku orneklerinden total RNA izolasyonu yapildi. Bu amagla dokulardan
yaklasik 25 mg alinarak homojenizatorde (Qiagen Tissue Lyser, Hilden Almanya)
homogenize edildi. Homojenize edilecek dokular 2 ml’ lik steril tiiplere alind1 ve her
birine bir adet steril ¢elik bilye konulduktan sonra cihaza yerlestirilerek dokularin
homojenize edilmesi saglandi. Elde edilen homejenatlardan Ambion PureLink RNA
MiniKit (Katalog No: 12183018A, Life Technologies, ABD) kullanilarak manuel
yolla total RNA izolasyonu yapildi. Total RNA’larin kalite ve miktar tayini
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NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer cihazi kullanilarak yapildi ve sonrasinda
ornekler -80 °C’de saklandh.

3.4.2. cDNA Eldesi

Izole edilen RNA’lar calisma yapilincaya kadar -80°C’de bekletildi (5 giin).
Daha sonra spektrofotometre de olgiimii yapilan RNA’larin yogunluguna gore steril
0,2 ml’ lik polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tiiplerine konuldu. cDNA eldesi
manuel olarak kit yardimiyla yapildi (High Capacity cDNA Revere Transcription
Kit, 200 reaction, ABD).

Total RNA o6rneklerinden cDNA eldesi isleminin yapilabilmesi i¢in asagidaki
protokol uygulandi;

Tablo 1. cDNA Sentez Protokoli

Bilesenler Ornek Basia Hacim
10x Buffer 2 ul
dNTP 0,8 ul
Random Primer 2 ul
Enzim 1 ul
Su 4,2 ul
RNA 10 pl
Toplam 20 pl

Hazirlanan bu karisim PCR tiiplerine dagitildi ve asagida verilen uygun sartlar
altinda PCR cihazinda ¢aligild1 (The Applied Biosystems® Veriti® 96-Well PCR).
Orneklerden cDNA eldesi i¢in PCR cihazinda asagida verilen protokol uyguland.
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Tablo 2. PCR Kosullar1

Sicaklik Zaman
25°C 10 dk
37°C 120 dk
85 °C 5dk

3.4.3. Primer Dizileri

Belirlenen genler i¢in primer dizileri hazirlandi ve analiz edildikten sonra
calisildi. Calismada kullanilan gen bolgelerine ait tiim genler igin sirasiyla analiz

edildikleri web sayfasi isimleri ve primer dizileri ve asagida verilmistir;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/14091761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/18959271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/140971897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/392348319
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/403225002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/16758827
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Tablo 3. Ekspresyon Seviyeleri Bakilan Genlere Ait Primer Dizileri.

GEN PRIMER Dizisi :m PAmLuK
(C) (BP)
%
Forward: 5>-TGGGTCTCATCTTCTCCTCC- 3’ 57.83 20 55.00
ene Reverse: 5°- GTAGCCAATGGTGGTGACTG- 3’ 58.55 20 55.00
Forward: 5°- AAGAGCAGCATCGGCAAAAA- 3’ 59.04 20 45.00
(eNQ 2 Reverse: 5'- GGTGCGTGAGAGGTTAGTAGCA-3"  62.03 22 54.55
Forward: 5’- CAGCAAAGAACTCATCACCG- 3 57.11 20 50.00
(enQs Reverse: 5°- ATGGTGGCCAGTGTGATCAG- 3’ 60.03 20 55.00
Forward: 5°- GAATGAGCAGCTCCCAGAAG- 3’ 58.33 20 55.00
(enQ Reverse: 5°- AAGCTCCAGCTTTTCTGCAC- 3’ 59.04 20 50.00
KCNO'5 Forward: 5’- AACTGATGAGGAGGTCGGTG- 3’ 59.10 20 55.00
Reverse: 5°- GATGACCGTGACCTTCCAGT- 3’ 59.39 20 55.00
CCNH2 Forward: 5°- CTCAAAGGCGACCCTTTCCT- 3’ 59.96 20 55.00
Reverse: 5’- AATGAGCCAGTCCCACACTG- 3’ 59.96 20 55.00

Tm: Erime Sicakliklari, GC %: Guanin-Cytosin Yiizdesi, BP: Baz Cifti Uzunlugu

3.4.4. Real-Time PCR (qRT-PCR) Uygulamasi

Cogaltilan ¢cDNA Ornekleri quantitative Real-Time PCR (LightCycler®480,

Roche) ¢alismasi i¢in kullanildi. Syber Green kullanilarak gen ekspresyon seviyeleri

analiz edildi (Power SYBR Green PCR Master Mix, 5 ml, Applied Biosystems,

Ingiltere). cDNA 6rneklerinden belirlenen genlerin ekspresyonu igin asagida verilen

protokol uygulands;
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Tablo 4. Real Time PCR Malzeme Miktarlari

Bilesenler Ornek Basina Hacim
SyberGreen Master Mix 5ul
Forward Primer 0,75 pul
Reverse Primer 0,75 ul
RNAse Free Su 2,5 ul
cDNA 1 ul
Toplam 10 pl

gRT-PCR yonteminde gen ifade diizeylerine bakilan KCNQI1, 2, 3, 4, 5 ve
KCNH2 genlerinin normalizasyonu hamarat (housekeeping gene) gen olan B-actin
geni ile yapildi. Bu ¢alismada, kismi miktarlara dayali PCR ydnteminde bulunan
sonuglart dogrulamak i¢in Real-Time PCR (QRT-PCR) yontemi kullanildi. qRT-PCR

analizi cihazi kullanilarak gergeklestirildi.

Tablo 5. gRT-PCR Sentez Basamak Ayarlari

Basamagin Ad1  Dongii Sayisi Zaman Sicaklik (°C)
Hold 1 10 dk 95
15 sn 95
Dongii 40
1dk 60
E 1 Siirekli 60-95

3.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen EKG ve Kan Basinci verileri IBM Statistics SPSS 20.0 programi
kullanilarak degerlendirildi. Verilerin istatistiksel analizleri ANOVA kullanilarak
tespit edildi. Gruplar arasinda gozlenen farklar1 karsilastirmak icin Tukey g¢oklu
karsilastirma testi uygulandi ve farklar 0,05 6nem diizeyinde incelendi (p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi).
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Genetik analizler kisminda qRT- PCR yonteminde elde edilen CP (Crossing
points) degerleri diizenlendi.

gRT-PCR sonuglarina istatistiksel analiz yapilirken 2P formiilii kullanildi.
ACp = Hedef gen — Referans Gen (Livak ve Schmittgen 2001)

SPSS 15.0 for Windows Evaluation Version dosyasi haline getirilip istatistiksel
analiz yapildi. Ayn1 zamanda GraphPad Prism 6 programi kullanilarak sonuglar
grafiksel olarak gosterildi. Elde edilen oOl¢iim degerleri GraphPad Prism 6.02
programinda bulunan D’Agostino & Pearson omnibus normality test, Shapiro-Wilk
normality test ve Kolmogorov-Smirnov test kullanilarak degerlendirildi. Dagilimin
normalite testi yapildiktan sonra SPSS 16.0 for Windows Evaluation Version
programi kullanildi. Olgiim sonuglarina “Wilcoxon” testi uygulandi. p degeri; p <

0.05 olanlar anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR

Bu calismada sicanlardan SHAM, SHAM+L-NAME, PLT, PLT+L-NAME,
PLT+MEL ve PLT+L-NAME+MEL olmak {izere toplam 6 farkli grup olusturulmus
ve 42 adet sican kullanilmigtir. Arastirma siiresince deney hayvanlari {izerinde kan
basinci dlgtimleri yapilmis ve EKG kayitlart alinmistir. Deneysel siirecin sonunda ise
tim gruplardaki siganlardan torasik aorta doku ornekleri alinarak KCNQ1-5 gen
ekspresyonlari diizeyleri arastirilmistir. Yine ayni siganlardan kalp sol ventrikiil doku
ornekleri alinarak KCNH2 gen ekspresyon diizeyi belirlenmistir. Arastirmaya alinan
tim sicanlar calismayr saglikli bir sekilde tamamlamis arastirma sonucunu

etkileyecek herhangi bir olumsuzlukla karsilagilmamistir.
4.1. Kan Basinci Degerleri

Tiim gruplarda SKB, DKB ve OKB degerleri 0. giin, 1. giin, 7. giin, 14. giin ve
21. giinlerde tail-cuff yontemiyle kaydedilmistir.

Genel olarak bakildiginda SKB, DKB ve OKB degerlerindeki degisimlerin

birbiri ile benzerlik tasidigi goriilmektedir.
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4.1.1. Sistolik Kan Basinci Degerleri

Sistolik kan basincit degerleri agisindan gruplarda giinlere bagli olarak
istatistiksel olarak anlamli degisiklikler oldugu goriilmektedir. Bu degisikliklerin
ozellikle SHAM+L-NAME, PLT ve PLT+L-NAME gruplarinda 14. ve 21. giinlerde
ortaya ¢iktig1 anlasilmaktadir. SHAM grubunda 6nemli bir degisiklik gdzlenmemis,
0. giin 120 mmHg olan SKB degeri 21. giinde yine 120 mmHg olarak kaydedilmistir.
SHAM+L-NAME grubunda ise 122 olan SKB degeri 14. giinde 151 mmHg, 21.
giinde 158 mmHg degerine ulasarak yaklasik % 30 oraninda bir artis gostermistir.
PLT grubunda da benzer sekilde % 25°lik bir artis oldugu goéze g¢arpmaktadir.
Sistolik kan basinci degerindeki en yiiksek artisin ise % 37 ile PLT+L-NAME
grubunda oldugu anlasilmaktadir. PLT+MEL ve PLT+L-NAME+MEL gruplarinda
21. giinde olgiilen SKB degerleri SHAM grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmasina ragmen (p < 0.05) bu artiglarin PLT
grubuna gore ¢ok diisiik seviyelerde kaldig1 dikkat ¢ekmektedir. Anlamli diizeydeki
artiglarin 6zellikle 14. giinde basladigi ve SHAM+L-NAME, PLT ve PLT+L-NAME
gruplarinda ortaya ¢iktigi ve diger gruplara gore (p < 0.05) anlamli diizeyde yiiksek
degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Benzer bulgularin 21. giinde de ortaya ¢iktigi
anlasilmaktadir (Sekil 6, Tablo 6).
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Sekil 6. Sprague-Dawley irki eriskin erkek sicanlarda Sistolik kan basincinin tiim
gruplarda zamana bagl degisimleri. Aynm1 gilin igerisinde farkli {istel harfler ile
gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan farklidir (p < 0.05).

Tablo 6. Sprague-Dawley 1rki eriskin erkek siganlarda Sistolik kan basinci

verilerinde grup icinde farkli giinlerde meydana gelen degisikliklerin

karsilastirilmasi.
Gruplar Sistolik Kan Basinc1 Degerleri (mmHg)

0. giin 1. giin 7.giin 14, glin 21. glin
SHAM 120+1  119+1  116+1 115+1 119+1
SHAM+L-NAME 122+1%  122+1°  135+1° 151+2° 158+1°
PLT 130+1%  131+1° 137+1° 150+1° 163+2°
PLT+L-NAME 124+1%  141+1° 160+1° 167+1° 171+1°
PLT+MEL 119+1°  142+1*  134+3° 134+1° 133+1°

PLT+L-NAME+MEL 120+1° 137+1* 135+1° 136+1° 134=+1°

SHAM: SHAM Pinealektomi operasyonu yapilan grup, SHAM+L-NAME: SHAM Pinealektomi
operasyonu yapilan ve L-NAME verilen grup, PLT: Pinealektomi operasyonu yapilan grup, PLT+L-
NAME: Pinealektomi operasyonu yapilan ve L-NAME verilen grup, PLT+MEL: Pinealektomi
operasyonu yapilan ve melatonin verilen grup, PLT+L-NAME+MEL: Pinealektomi operasyonu
yapilan, L-NAME ve melatonin verilen grup. Ayni satirda farkli iistel harfler ile gosterilen giinler

arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p < 0.05).
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4.1.2. Diastolik Kan Basinci1 Degerleri

Tim gruplarin DKB degerleri incelendiginde ise SKB degerlerindeki
degisimlere benzer bir sekilde yliksek kan basinci olusturulan gruplarda kan
basincinda istatistiksel olarak anlamli artig goriiliirken SHAM grubunda bu degerin
deneysel siire¢ boyunca anlamli degisiklik gostermedigi belirlenmistir. Melatonin
verilen gruplarda ise DKB degerlerindeki artiglarin siirli kaldigi anlagilmaktadir.
Diger taraftan deneysel siirecin 0. giininde SHAM+L-NAME grubunda 106 mmHg
olan DKB’nin 21. glin 125 mmHg degerine ulastig1 goriilmektedir. Benzer sekilde
PLT+ ve L-NAME grubunda ise 0. giinde 105 mmHg olarak o6l¢iilen DKB % 29’luk
bir artigla 135 mmHg seviyelerine kadar yiikseldigi goriilmektedir. Melatonin verilen
PLT+MEL ve PLT+L-NAME+MEL gruplarinda ise DKB’nin SHAM grubunda
belirlenen degerlere yakin seviyelerde seyrettigi belirlenmistir (Sekil 7, Tablo 7).
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Sekil 7. Sprague-Dawley irki erigkin erkek siganlarda diastolik kan basincinin tiim
gruplarda zamana bagli degisimleri. Aymi giin igerisinde farkli iistel harfler ile
gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan farklidir (p < 0.05).

Tablo 7. Sprague-Dawley irki erigkin erkek sicanlarda diastolik kan basinci

verilerinde grup icinde farkli giinlerde meydana gelen degisikliklerin

karsilastirilmast.
Gruplar Diastolik Kan Basinci Degerleri (mmHg)

0.Gin 1.Gin 7.Gun 14.Gin 21.Gin

SHAM 103+1 102+2 97+1 97+1  101+3

SHAM+L-NAME 106 +1° 107+1° 110+1° 121+2° 122+1°

PLT 114+1° 116+1° 106+1° 117+1° 125+2°

PLT+L-NAME 105+1° 108+2° 127+3* 133+2° 135+1°

PLT+MEL 90+1° 106+2° 108+3* 103+1® 105=+1°

PLT+L-NAME+MEL 93+1° 107+3* 107+2* 108+1* 107+1°

SHAM: SHAM Pinealektomi operasyonu yapilan grup, SHAM+L-NAME: SHAM Pinealektomi
operasyonu yapilan ve L-NAME verilen grup, PLT: Pinealektomi operasyonu yapilan grup, PLT+L-
NAME: Pinealektomi operasyonu yapilan ve L-NAME verilen grup, PLT+MEL: Pinealektomi
operasyonu yapilan ve melatonin verilen grup, PLT+L-NAME+MEL: Pinealektomi operasyonu
yapilan, L-NAME ve melatonin verilen grup. Ayni satirda farkli istel harfler ile gosterilen giinler

arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p < 0.05).
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4.1.3. Ortalama Kan Basinci Degerleri

Ortalama kan basinci degerleri agisindan SHAM+L-NAME ve PLT+L-NAME
gruplarindaki degerlerin SHAM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek oldugu belirlenmistir (p < 0.05). PLT+L-NAME grubunda % 30 diizeyinde
bir artigla 147 mmHg seviyelerine ¢ikan OKB degerindeki artisin melatonin verilen
PLT+L-NAME+MEL grubunda % 13 seviyelerinde kaldig1 goriilmiis ve melatoninin
OKB degerindeki artis istatistiksel olarak anlamli bir sekilde onledigi goriilmiistiir
(p < 0.05) (Sekil 8, Tablo 8).
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Sekil 8. Sprague-Dawley 1rki erigkin erkek sicanlarda ortalama kan basincinin tiim
gruplarda zamana bagl degisimleri. Ayni giin igerisinde farkli {istel harfler ile
gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan farklidir (p < 0.05).

Tablo 8. Sprague-Dawley irki eriskin erkek si¢anlarda ortalama kan basinci

verilerinde grup icinde farkli giinlerde meydana gelen degisikliklerin

karsilastirilmast.
Gruplar Ortalama Kan Basinc1 Degerleri (mmHg)

0.Gin 1.Gin 7.Gin 14. Gin  21. Gin
SHAM 109+1* 107+2° 102+1® 99+1° 107 + 2°
SHAM+L-NAME 112+1° 111+1° 119+2° 132+2*  133+2°
PLT 119+1° 121+1° 116+1° 128+1°  138+2°
PLT+L-NAME 111+1° 119+2° 138+2°  144+1* 147 +1°
PLT+MEL 99+1° 118+1* 117+3* 113+1* 114+1°

PLT+L-NAME+MEL 102+1° 117+2* 117+1* 117+1° 116 +1°

SHAM: SHAM Pinealektomi operasyonu yapilan grup, SHAM+L-NAME: SHAM Pinealektomi
operasyonu yapilan ve L-NAME verilen grup, PLT: Pinealektomi operasyonu yapilan grup, PLT+L-
NAME: Pinealektomi operasyonu yapilan ve L-NAME verilen grup, PLT+MEL: Pinealektomi
operasyonu yapilan ve melatonin verilen grup, PLT+L-NAME+MEL: Pinealektomi operasyonu
yapilan, L-NAME ve melatonin verilen grup. Ayni satirda farkli iistel harfler ile gosterilen giinler

arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p < 0.05).
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4.2. Elektrokardiyografik Parametrelerin Degerlendirmeleri

Elektrokardiyografik veriler olarak RR siiresi, KAH, QT ve QTc siiresi degerleri
belirlenmistir. Tiim si¢canlardan 6l¢iim yapilabilir netlikte EKG kaydi alinabilmistir.

4.2.1 RR Siiresi ve Kalp Atim Hiz1

RR aralig siiresi ile ilgili degisiklikler Sekil 9 ve Tablo 9° da verilmistir.
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Sekil 9. Sprague-Dawley irki eriskin erkek sicanlarda RR araligi siiresinin tiim
gruplarda zamana bagl degisimleri. Ayn1 giin igerisinde farkli iistel harfler ile
gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan farklidir (p < 0.05).

Tablo 9. Sprague-Dawley ki eriskin erkek siganlarda RR araligi siiresinde grup

icinde farkli giinlerde meydana gelen degisikliklerin karsilastiriimas.

Gruplar RR Arahigi Degerleri (msn)
0. Giin 1. Gin 7. Giin 14. Gin 21. Giin
SHAM 217+14 191+9  191+5  190+9  216+13
SHAM+L-NAME 203+4° 203+16° 183+6® 184+6® 159 +5°
PLT 170+6  186+7  187+8  160+6  160+6
PLT+L-NAME 169+5  184+7  175+8  182+1  173+2
PLT+MEL 167+4°> 200+5° 197+8  196+8  197+6°

PLT+L-NAME+MEL 196 +5 197+9 195+4 188+ 6 189+3

SHAM: SHAM Pinealektomi operasyonu yapilan grup, SHAM+L-NAME: SHAM Pinealektomi
operasyonu yapilan ve L-NAME verilen grup, PLT: Pinealektomi operasyonu yapilan grup, PLT+L-
NAME: Pinealektomi operasyonu yapilan ve L-NAME verilen grup, PLT+MEL: Pinealektomi
operasyonu yapilan ve melatonin verilen grup, PLT+L-NAME+MEL: Pinealektomi operasyonu
yapilan, L-NAME ve melatonin verilen grup. Ayni satirda farkli istel harfler ile gosterilen giinler

arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Kalp atim sayilar1 yoniinden tiim gruplarin 21. giinde SHAM grubuna gore daha
yiiksek bir deger gosterdigi goriilmektedir. Kalp atim hizi istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiikselereck SHAM+L-NAME grubunda 382’ye PLT grubunda ise 380°¢
ulagmistir (p < 0.05). Melatonin verilen gruplarda ise bu deger 306-315 arasinda
degismistir.
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Sekil 10. Sprague-Dawley irki erigkin erkek sicanlarda kalp atim hizinin tim
gruplarda zamana bagl degisimleri. Ayni giin igerisinde farkli {iistel harfler ile
gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan farklidir (p < 0.05).

Tablo 10. Sprague-Dawley ki eriskin erkek siganlarda kalp atim hizi verilerinde

grup i¢inde farkli giinlerde meydana gelen degisikliklerin karsilagtirilmasi.

Gruplar Kalp Atim Hizi (KAH) (dk)
0. Giin 1. Gin 7. Giin 14. Gin  21. Giin
SHAM 284+ 17" 314+8 321+8 325+16° 261+6°
SHAM+L-NAME 300+7° 308+24° 329+11* 329+11* 382+12°
PLT 358+13 331+14 332+16 378+14 380+14
PLT+L-NAME 358+12 333+12 349+17 344+1  359+4
PLT+MEL 360+9* 302+8 308+14° 307+13" 306+9°

PLT+L-NAME+MEL 306+8 308+13 309+7 319+10 313+6

SHAM: SHAM Pinealektomi operasyonu yapilan grup, SHAM+L-NAME: SHAM Pinealektomi
operasyonu yapilan ve L-NAME verilen grup, PLT: Pinealektomi operasyonu yapilan grup, PLT+L-
NAME: Pinealektomi operasyonu yapilan ve L-NAME verilen grup, PLT+MEL: Pinealektomi
operasyonu yapilan ve melatonin verilen grup, PLT+L-NAME+MEL: Pinealektomi operasyonu
yapilan, L-NAME ve melatonin verilen grup. Ayni satirda farkli iistel harfler ile gosterilen giinler

arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p < 0.05).
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4.2.2. QT ve QTc Verileri

QT degerleri agisindan gruplar arasinda kayda deger bir degisiklige
rastlanmamistir. Sadece SHAM ve SHAM+L-NAME gruplarinda giinler arasinda
baz1 degisimlerin oldugu goze ¢arpmaktadir.

Diizeltilmis QT degerleri Bazzett ve Fridericia formiilleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Her iki formiil sonucu hesaplanan QTc degerlerinin birbirleri ile
benzerlik gosterdigi goriilmektedir. QTc siirelerinin SHAM+L-NAME, PLT ve
PLT+L-NAME gruplarinda istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir.
Melatonin verilen iki grubun 21. giin QTc degerlerinin SHAM grubu ile benzerlik

gosterdigi anlasilmistir.
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zamana bagli degisimleri. Ayn1 giin igerisinde farkli iistel harfler ile gosterilen

gruplar arasindaki fark istatistiksel ac¢idan farklidir (p < 0.05).

Tablo 11. Sprague-Dawley irki eriskin erkek si¢anlarda Qt araligi verilerinde grup

icinde farkli giinlerde meydana gelen degisikliklerin karsilastiriimas.

Gruplar QT araligimin degisimi
0.Gin 1.Gin 7.Gin 14.Gin 21.Gin
SHAM 61+£2° 47+2° 58+2%  47+2°  58+4®
SHAM+L-NAME 562 56+2% 44+4° 633"  71x3°
PLT 52+4 511 48+2  59+2 58+ 2
PLT+L-NAME 56+3 543 633 612 63+ 1
PLT+MEL 58+2 562  54+3  61+2 56+ 2

PLT+L-NAME+MEL 50+3 50+ 3 56+ 3 54+ 1 51£3

SHAM: SHAM Pinealektomi operasyonu yapilan grup, SHAM+L-NAME: SHAM Pinealektomi
operasyonu yapilan ve L-NAME verilen grup, PLT: Pinealektomi operasyonu yapilan grup, PLT+L-
NAME: Pinealektomi operasyonu yapilan ve L-NAME verilen grup, PLT+MEL: Pinealektomi
operasyonu yapilan ve melatonin verilen grup, PLT+L-NAME+MEL: Pinealektomi operasyonu
yapilan, L-NAME ve melatonin verilen grup. Ayni satirda farkli iistel harfler ile gosterilen giinler

arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 12. Sprague-Dawley ki eriskin erkek siganlarda Bazzett formiiliine gore
diizeltilmis QT siiresi degerinin (QTcB) tiim gruplarda zamana bagli degisimlerinin
gosterilmesi. Ayni giin igerisinde farkli {istel harfler ile gosterilen gruplar arasindaki

fark istatistiksel agidan farklidir (p < 0.05).

Tablo 12. Sprague-Dawley irki erigkin erkek sicanlarda Bazzett formiiliine gore
diizeltilmis QT siiresi degerinde grup iginde farkli gilinlerde meydana gelen

degisikliklerin karsilastiriimasi.

Gruplar Diizeltilmis QTcB Degerleri
0. Giin 1. Gin 7.Gin 14.Gin 21. Gin
SHAM 126+9  116+2 127+4 109+5  122+3
SHAM+L-NAME 124 +5° 125+8™ 103+9° 148+10® 178+ 10°
PLT 127 +13® 118+5° 116+5° 149+8  151+8°
PLT+L-NAME 135+4® 125+6° 151+7% 143+5® 153+4°
PLT+MEL 140+7  125+4 122+6  137+5  127+6

PLT+L-NAME+MEL 134+8 116 £ 7 127+ 9 125+ 3 117+8

SHAM: SHAM Pinealektomi operasyonu yapilan grup, SHAM+L-NAME: SHAM Pinealektomi
operasyonu yapilan ve L-NAME verilen grup, PLT: Pinealektomi operasyonu yapilan grup, PLT+L-
NAME: Pinealektomi operasyonu yapilan ve L-NAME verilen grup, PLT+MEL: Pinealektomi
operasyonu yapilan ve melatonin verilen grup, PLT+L-NAME+MEL: Pinealektomi operasyonu
yapilan, L-NAME ve melatonin verilen grup. Ayni satirda farkli iistel harfler ile gosterilen giinler

arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 13. Sprague-Dawley irki eriskin erkek siganlarda Fridericia formiiliine gore
diizeltilmis QT siiresi degerinin (QTcF) tiim gruplarda zamana bagli degisimlerinin
gosterilmesi. Ayni giin igerisinde farkli tistel harfler ile gosterilen gruplar arasindaki
fark istatistiksel agidan farkhidir (p < 0.05).

Tablo 13. Sprague-Dawley 1rki eriskin erkek si¢anlarda Fridericia formiiliine gore
diizeltilmis QT siiresi degerinde grup iginde farkli gilinlerde meydana gelen
degisikliklerin karsilagtirilmasi.

Gruplar Diizeltilmis QTcF Degerleri

0.Gin 1.Gin 7.Gin 14.Gin 21.Gin
SHAM 97+6® 91+2° 110+3* 81+4> 90+1°
SHAM+L-NAME 95+4" 96+5* 78+7° 112+7® 13147
PLT 95+9 88+3 85+4 110+5 110+5
PLT+L-NAME 101+5 95+5 113+5 108+4 1133
PLT+MEL 104+4 95+3 93+5 105+3 96+4
PLT+L-NAME+MEL 102+6 86+5 96+6 94+2 8746

SHAM: SHAM Pinealektomi operasyonu yapilan grup, SHAM+L-NAME: SHAM Pinealektomi
operasyonu yapilan ve L-NAME verilen grup, PLT: Pinealektomi operasyonu yapilan grup, PLT+L-
NAME: Pinealektomi operasyonu yapilan ve L-NAME verilen grup, PLT+MEL: Pinealektomi
operasyonu yapilan ve melatonin verilen grup, PLT+L-NAME+MEL: Pinealektomi operasyonu
yapilan, L-NAME ve melatonin verilen grup. Ayni satirda farkli iistel harfler ile gosterilen giinler

arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p < 0.05).
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4.3. Gen ifade Analizi Sonuclar

Calismada ekspresyon seviyeleri analiz edilen genlerden KCNQ4 geni ve
endojen kontrol olan AktinBeta genine ait Real-Time PCR yontemi ile elde edilen

CP (crossing point) degerlerine ait ¢ogalma egrisi sonucu asagida 6rnek olarak

verilmistir (Sekil 14).

Amplification Curves

47.550H

43.050+

38.550H

34.050+

510)

29.550H

[ S
=T}
5.2 B
(52 I |
R

Fluorescence (465

16.050+

11.5504

7.050

2.560

Cycles

Sekil 14. Sprague-Dawley 1irki eriskin erkek siganlarda ekspresyon seviyeleri
incelenen genlere ait 6rnek CP degerleri (KCNQ4 ve AktinBeta genlerine ait).

Genlerin ekspresyon seviyeleri Real-Time PCR cihazinda 3 kez galisilmig ve
optimizasyon sonrasi elde edilen veriler esas alimmustir. Ekspresyon seviyesine
bakilmasi hedeflenen toplam 6 genden KCNQ2’nin CP degerleri anlamlh
bulunmadig i¢in istatistiksel analizlerde degerlendirilmeye alinmamistir. Torasik
aortta (KCNQ1-5) ve sol ventrikiilde (KCNH2) eksprese olan genlerin SHAM
grubuyla kiyaslanarak elde edilen Fold Change degerlerinin istatistiki sonuglar
asagidaki sekillerde verilmistir (House Keeping gen olarak AktinBeta geni

kullanilmaistir).
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4.3.1 KCNQ Genlerine Ait Ekspresyon Analizi

Ekspresyon seviyeleri arastirllan KCNQ gen ailesinin CP degerleri
incelendiginde ekspresyon seviyelerinin (KCNQ3, 4 ve 5) PLT grubunda istatistiksel
olarak anlamli seviyede azaldigi, buna karsilik PLT+L-NAME grubunda artis
gosterdigi goriilmektedir (p < 0.05). SHAM+L-NAME grubunda KCNQ3 ve 5
genleri anlamli bir azalma gosterirken PLT+L-NAME+MEL grubunda sadece
KCNQS5 geni anlamli bir azalma gostermistir. Ayni gen ailesinin ekspresyon

seviyeleri ise PLT+MEL grubunda anlamli bir degisim gdstermemistir.

Kengl,3,4,5 genleri gruplararasi ekspresyon dagilimi
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Sekil 15. Sprague-Dawley 1rk1 erigkin erkek siganlarda KCNQL, 3, 4, 5 genlerine ait
gruplararasi ekspresyon dagilimi grafigi.

4.3.2. KCNH2 Genine Ait Ekspresyon Analizi
KCNH2 geninin ekspresyon seviyesi tiim gruplarda azalmistir. Fakat istatistiksel

olarak anlamli azalmanin sadece SHAM+LNAME ve PLT+L-NAME gruplarinda
oldugu goriilmektedir (p < 0.05).
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KCNH 2 geninin gruplararasi ekspresyon dagilimi
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Sekil 16. Sprague-Dawley ki erigskin erkek siganlarda KCNH2 genine ait

gruplararasi ekspresyon dagilimi grafigi.

4.3.3. Tiim Genlerin Ekspresyon Degisimlerinin Rakamsal Analizi, Anlamhhk
Tablosu ve CP Degerleri

Ekspresyon seviyeleri arastirilan genlerin  ekspresyon seviyelerindeki
degisiminin rakamsal ifadesi tablo 14’ de verilmistir.

Tablo 14. Tiim genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisimlerin rakamsal ifadeleri

Genler |[Sham+L-NAME [PLT PLT+L-NAME [PLT+MEL [PLT+L-NAME+MEL
KCNQ1 |{F 1,5166|-> 1,0308|1 1,6126|=> 0,9947 [{F 0,6147
KCNQ3 [=» 0,8704[{+ 0,558|1r 1,3753|4 0,6883 |4 0,3602
KCNQ4 [= 0,9798|4 0,6195|4r 1,9307|~» 1,3679|~» 0,9596
KCNQ5 |4 0,5614({ 0,4917 [ 1,3865|=> 0,9602 |4 0,3518
KCNQ6 | 0,2862{+ 0,6319[} 0,2438[4} 0,3407|4 0,3859

Tablo 15. Ekspresyon seviyeleri kiyaslanan genlere ait P degerleri (* p < 0.05).

SHAM+LNAME PLT PLT+LNAME PLT+MEL PLT+LNAME+MEL

KCNQ1 0,753 0.463 0.345 0.753 0.917
KCNQ3 0,031* 0,031* 0.990 0,312 0,218
KCNQ4 0.075 0.046* 0.893 0.917 0.753
KCNQ5 0.046* 0.028* 0.600 0.753 0.046*
KCNH2 0,031* 0,156 0,015* 0,296 0,078
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Tablo 16. Tiim gruplara ait CP degerleri

Gruplar CP Degerleri

KCNQ1 KCNQ2 KCNQ3 KCNQ4 KCNQ5 KCNH2 Aktinp
SHAM 32,20 35,00 33,45 27,87 27,56 28,79 22,71
SHAM 27,08 35,00 31,23 28,98 27,78 30,74 17,01
SHAM 25,32 35,00 31,05 26,48 27,65 30,25 17,73
SHAM 27,33 35,00 31,63 27,98 27,44 35,00 19,68
SHAM 27,21 35,00 32,60 27,18 27,32 29,70 18,90
SHAM 27,35 35,00 31,46 26,14 27,66 31,63 19,08
SHAM 26,34 35,00 31,25 26,54 27,82 35,00 17,02
SHAM+LNAME 25,21 31,88 29,96 25,94 26,70 27,73 16,65
SHAM+LNAME 25,89 35,00 30,94 26,54 27,37 25,86 17,54
SHAM+LNAME 25,91 35,00 31,43 26,50 27,69 25,03 15,93
SHAM+LNAME 24,80 30,70 28,39 25,68 27,85 24,76 19,57
SHAM+LNAME 25,34 35,00 35,00 28,71 29,69 27,96 18,56
SHAM+LNAME 26,51 35,00 31,73 28,44 28,06 28,62 20,52
SHAM+LNAME 26,57 35,00 31,54 26,29 27,89 31,13 17,34
PLT 24,61 33,36 30,51 26,98 26,88 29,97 16,25
PLT 25,53 35,00 31,47 26,07 27,16 29,83 16,62
PLT 26,78 35,00 31,71 27,12 27,96 28,58 17,90
PLT 24,38 35,00 31,33 26,70 26,92 27,61 17,07
PLT 26,48 35,00 31,69 27,56 27,78 29,62 17,93
PLT 25,82 35,00 31,54 26,25 27,32 27,28 17,68
PLT 25,53 31,82 30,23 27,05 27,51 30,28 18,47
PLT+LNAME 26,60 35,00 30,89 26,55 26,60 27,82 20,90
PLT+LNAME 25,76 35,00 32,42 26,27 26,91 28,01 18,52
PLT+LNAME 27,67 35,00 3221 26,30 28,30 27,06 18,78
PLT+LNAME 25,87 35,00 30,65 25,37 27,90 27,01 18,93
PLT+LNAME 26,47 35,00 31,00 26,25 27,30 27,09 17,68
PLT+LNAME 26,68 35,00 30,59 21,70 27,49 26,17 18,87
PLT+LNAME 26,92 35,00 32,97 27,29 27,98 30,34 17,62
PLT+MEL 26,53 33,27 31,23 27,82 28,23 33,55 17,82
PLT+MEL 26,04 35,00 32,70 27,39 27,63 26,53 18,51
PLT+MEL 27,68 35,00 32,10 25,78 28,08 31,06 18,03
PLT+MEL 26,84 35,00 32,23 26,39 27,98 27,32 21,25
PLT+MEL 28,37 35,00 32,02 27,31 29,34 27,29 20,68
PLT+MEL 28,80 35,00 35,00 28,57 29,73 30,18 17,96
PLT+MEL 26,31 35,00 32,16 27,55 26,92 29,29 17,98
PLT+LNAME+MEL 26,29 35,00 31,64 26,98 27,53 35,00 18,54
PLT+LNAME+MEL 27,01 35,00 32,21 26,79 28,85 29,71 15,02
PLT+LNAME+MEL 24,65 35,00 33,22 24,65 26,77 28,79 16,00
PLT+LNAME+MEL 26,17 35,00 30,52 25,27 27,73 28,81 19,38
PLT+LNAME+MEL 27,39 35,00 32,04 26,85 28,73 28,80 19,15
PLT+LNAME+MEL 27,38 35,00 32,12 26,77 28,04 28,30 15,29
PLT+LNAME+MEL 26,03 35,00 31,72 26,57 27,89 31,04 16,28
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5. TARTISMA

Bu arastirma ile deneysel hipertansiyon olusturulmus sicanlarda melatoninin kan
basinci ve QT stirelerindeki degisimler iizerine olan etkileri ile KCNQI, 3, 4 ve 5 ve

KCNH2 gen ekspresyonlar1 arasindaki iligki incelenmistir.

Kardiyovaskiiler sistem (KVS) hastaliklari insanlarda 6lim orani en yiiksek
hastaliklarin basinda gelmektedir. Bu nedenle kardiyovaskiiler sistem hastaliklarina
kars1 koruyucu ve tedavi edici yeni yontemlerin gelistirilmesi konusunda arastirmalar
yogun bir sekilde devam etmektedir (Kalpouzos ve ark., 2014, Paredes ve ark., 2014,
Raj ve ark., 2014, Huber ve ark., 2013). Bu hastaliklar arasinda hipertansiyon yagami
tehdit eden en onemli neden veya sonuglardan bir tanesidir. Yine QT siiresindeki
uzamalar ventrikiiler aritmilere bagli 6limlerin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir
(Soliman ve ark., 2014, Ansari ve ark., 2013). Son yillarda KVS hastaliklari ile ilgili
arastirmalarda genetik sorgulamalarin da yapildigi ve ilgili kanallar1 kodlayan gen
ekspresyonlarindaki degisimlerin qRT-PCR yontemi ile ortaya konuldugu
goriilmektedir (Hedegaard ve ark., 2014, Jepps ve ark., 2011). Bu genlerden KCNQ
genleri hipertansiyonla, KCNH2 geni ise QT siiresi ile iliskilendirilmistir. Damar diiz
kaslarinda bulunan KCNQI, 3, 4 ve 5 genlerinin voltaj kapili K kanallarint (Kv7.1,
3, 4 ve 5) eksprese ettigi bilinmektedir. KCNH2 geni ise 6zellikle kalpte bulunan ve
Kvll.1 olarak ta isimlendirilen voltaj kapili K kanalim1 ve eksprese etmektedir

(Smith ve ark., 2013, Jepps ve ark., 2011).

Pineal bezden salgilanan melatoninin hem insanlarda hem de deney
hayvanlarinda hipertansiyonu azaltici etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Pechanova
ve ark., 2014, Simko ve ark., 2013). Melatonin bir¢ok kardiyovaskiiler parametrenin
regiilasyonunda onemli role sahip olmasina ragmen bunlar arasinda en fazla dikkat
cekeninin kan basincini azaltict etkisinin oldugu goriilmektedir (Dominguez-
Rodriguez ve ark., 2012, Reiter ve ark., 2010, Simko ve Pechanova 2009, Simko ve
Paulis 2007). Melatonin verilen siganlarda artan kan basincinin azaldigi ve
melatonin sayesinde normal seviyelerine geri dondiirtildiigli gosterilmistir (Tain ve
ark., 2014, Huang ve ark., 2013). Melatonin MT2 reseptorii sayesinde endotel

hiicrelerini aktive eder ve kalsiyum salgisin1 uyararak L-arjininden NO
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sentezlenmesini  tetikler. Sentezlenen NO wvaskiiler diiz kas hiicrelerinde
guanilatsiklaz enzimini stimule eder ve bu da ¢cGMP iiretimini artirir. Artan cGMP
diiz kaslarda vazodilatasyon yapar ve kan basincini diistiriicti etki gosterir (Singh and
Jadhav 2014). Siganlar iizerinde yiiriitiilen bu arastirmada melatoninin kan basincini
diizenleyici etkileri aragtirilmistir. Hipertansiyon L-NAME verilerek olusturulmus ve
melatoninin kan basincini azalttig1 ve normal seviyelere ¢ektigi belirlenmistir. Bunun
yani sira melatoninin ana salgi yeri olan pineal bezi alinan siganlarda deneysel siire¢
boyunca kan basicinin artan bir profil izledigi buna karsilik melatoninin bu artisin
Oniline gectigi gorilmistiir. Pinealektomi operasyonu yapilan ve L-NAME verilen
grupta en fazla kan basinci artis1 goriilmiis ve melatoninin bu grupta da kan basincini
deneysel siirecin bagindaki seviyelere ¢ekebildigi anlasilmistir. Melatonin bu etkisi
yukaridaki literatiir bilgilerine uyumlu sekilde ortaya ¢ikmistir ve NO {izerinden bu
etkiyi gosterebilecegini diisiindliirmiistiir. Diger voltaj kapili potasyum kanallarinin
hipertansiyonla olan iliskisi son yillarda birgok arastirmacinin dikkatini ¢ekmistir
(Oliveras ve ark., 2014, Stott ve ark., 2014, Ke ve ark., 2013). Bu kanallarin
(swrastyla Kv7.1-7.5) kodlandigt KCNQI1-5 genlerinin bir ¢ok dokuda eksprese
oldugu ve fizyolojik diizeyde islevleri bulundugu bilinmektedir. Bu dokular arasinda
noronlar (Wang ve ark., 1998, Jentsch 2000), kardiyomiyositler (Sanguinetti ve ark.,
1996), kohlea (Kharkovets ve ark., 2000) ve bazi epitel hiicreleri (Bleich ve Warth,
2000) bulunmaktadir. Bu kanallar hem vaskiiler (Mackie ve Byron 2008, Yeung ve
Greenwood 2005) hem de non-vaskiiler dokularda (Rode ve ark., 2010, Jepps ve ark.,
2011) onemli islevlerden sorumlu tutulmaktadir. Ancak melatoninin kan basinci
tizerine olan etkilerinin bu kanallarla olan iligkisini sorgulayan ¢alismalara

rastlanmamuistir.

Insan ve rodent kan damarlarindaki diiz kaslarm kasilmasinda Kv7 kanallari
regiilator bir role sahip bulunmaktadir (Ng ve ark., 2011, Mackie ve Byron 2008).
Kv7 kanallarinin torasik aortta, sliperior mezenterik arterde ve koroner dolasimda
fonksiyonel bir etkisinin bulundugu ve bu etkisinin hipertansiyon patogenezinde
onemli bir role sahip oldugu ileri siiriilmektedir (Jeps ve ark., 2011). Voltaj kapil
potasyum kanallarindan Kv7.1-5 kanallarin1 eksprese eden KCNQI1-5 genlerinin
bircok damarda bulundugu ve damarlarin kontraktilitesi {izerine etkili oldugu

deneysel calismalarla gosterilmistir (Zhong ve ark., 2010, Joshi ve ark., 2009,
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Greenwood ve Ohya 2009). Normotensif ve hipertansif siganlarda Kv7 kanallarini
kodlayan KCNQ genlerinin ekspresyonlar1 kiyaslanmigtir ve KCNQI ile KCNQ4
geninin  ekspresyon  seviyelerinin  azalmasina karsiik KCNQS5  geninin

ekspresyonunun arttigi belirlenmistir (Jeps ve ark., 2011).

Bu kanallarda meydana gelebilecek mutasyonlar sonucunda kardiyak aritmiler
ve epilepsi dahil kadar bir¢ok hastalik goriildiigli eskiden beri bilinmektedir (Wilde
and Bezzina 2005, Jentsch 2000). Fakat bu kanallarin insan arterlerindeki varligina
iliskin caligmalar ise nispeten daha yeni bilgiler sunmaktadir ve g¢alismalar bu
genlerin eksprese ettigi voltaj kapili potasyum kanallarinin aktiviteleri hakkinda bilgi
vermektedir (Ng ve ark., 2011, Dalby-Brown ve ark., 2006). Bu durum ileriki
yillarda kardiyovaskiiler hastaliklara tedavi gelistirilmesi agisindan umut verecek
gelismeler arasinda yer almaktadir. Bu nedenle membran potansiyelini diizenleyici
ve vaskiiler kontraktilite iizerine olan etkileriyle Kv7 kanallarim1 kodlayan KCNQ
gen ailesi hem deneysel hem de klinik agidan biiylik 6neme sahiptir. Yapilan birgok
calisgmada KCNQ genlerinin ekspresyon seviyeleri hem normotensif hem de
hipertansif modeller iizerinde arastirilmis ve anlamli sonuglara ulagilmistir. Ornegin
Jepps ve ark., (2011) galismalarinda KCNQ gen ailesinden KCNQ1 ve KCNQ4’ iin
ekspresyon seviyelerinin normotensif sicanlara gore hipertansif sicanlarda azaldigin
gostermislerdir. Buna karsilik KCNQ2, 3 ve 5’in ekspresyon seviyelerinde artig
gormiislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada Kv7 kanalinin aktivitesinin azalmasi sonucu
arteriyel tonusta ve vaskiiler direngte artisin goriildiigli yorumunu yapmislardir. Bu
calismada ise L-NAME verilerek sicanlar hipertansif hale getirilmis ve KCNQ
genlerinin ekspresyonlari incelenmistir. Bunlardan 3 grupta (SHAM+L-NAME, PLT
ve PLT+L-NAME) SKB (Sistolik Kan Basinci) degerleri istatistiksel olarak anlaml
bir sekilde (p<0.05; sekil 6, tablo 6) yiikselmis ve bu gruplar hipertansif kabul
edilmistir. Nitekim SHAM+L-NAME grubunda 122 mmHg degerinden 21. giin
sonunda 158 mmHg seviyesine ulagan SKB degeri, PLT grubunda 130 mmHg’dan
163 mmHg’ya ulasmistir. Benzer sekilde PLT+L-NAME grubunda 125 mmHg olan
baslangic SKB degeri 21. giinde 171 mmHg degerini gostermistir. Bu gruplardan
elde edilen sonuclara bakildiginda PLT’nin kendi basina bir hipertansiyon
olusturdugu goriilmektedir. Bu grupta pineal bezin ¢ikarilmas: ile melatonin

yoksunlugu olusturulmustur. Gelisen hipertansiyonun melatonin yoksunluguna bagl
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oldugu disiliniilmektedir. Elde edilen sonuglara bakildiginda melatonin
yoksunlugunun 21. giinde klasik hipertansif etkisi ¢ok iyi bilinen L-NAME kadar
giiclii bir hipertansiyon olusturucu faktér oldugu gbéze carpmaktadir. Hipertansif
kabul edilen 3 grup karsilastirildiginda en giiglii artistn PLT+L-NAME grubunda
oldugu goriilmektedir. Bu durumun melatonin yoksunlugu etkisi ile L-NAME’nin
etkisinin birlikte daha gii¢lii etki olusturmasindan kaynaklandigi sdylenebilir. Bu
etkilerin biiylik oranda melatonin tarafindan gergeklestirildigini diisiindiiren bulgular
bu aragtirmada elde edilmistir. Ciinkii PLT yapilan ve melatonin verilen grupta kan
basinglarindaki artis ¢ok sinirli kalmigtir (p<0.05; sekil 6, tablo 6). Arastirmanin 1.
giiniinde ozellikle PLT yapilan 3 grupta da istatistiksel olarak anlamli artiglar
gozlenmistir (p<0.05; sekil 6, tablo 6). Operasyon sonrasi hayvanlar operasyonun
arastirma verileri lizerindeki etkilerini en aza indirmek amaci ile 3 giin
dinlendirildikten sonra uygulamalara baglanmigtir. Dolayis1 ile bu siire zarfinda
melatonin yoksunlugu da ortaya ¢ikmistir. Bu gruplardan PLT ve PLT+L-NAME
grubuna melatonin verildiginde 7. giinde SKB’deki artiglarin azalmaya bagladigi ve
belli bir seviyede sabit kaldig1 goriilmektedir (p<0.05; sekil 6, tablo 6). Literatiirde
PLT operasyonu sonrasinda L-NAME verilerek hipertansiyon modeli olusturulan ve
melatoninin etkisini arastiran herhangi bir c¢alismaya rastlanmamistir. Yapilan
arastirmalar genelde ya ilave melatonin ya da melatonin agonisti veya antagonisti
verilerek kan basincindaki degisimlerin arastirilmasi seklinde planlanan ¢aligmalardir
(Huang ve ark., 2013, Kario 2011). Bu nedenle PLT operasyonu ile melatonin
yoksunlugu olusturulan deneysel modellerde melatonin replasmaninin gelisebilecek
hipertansiyon {izerine etkilerinin bilinmesi biiylik Onem tasimaktadir. Ayrica
melatoninin hem PLT operasyonu yapilmis hem de SHAM yapilmis deneysel sigan

modellerinde bu etkilerinin arastirilmasi da 6nem arz etmektedir.

Arastirmada melatoninin kan basinct lizerine olan etkileri net olarak ortaya
¢tkmis olmasina ragmen KCNQ gen ailesi lizerine olan etkilerinin ayni agiklikta
belirdigini sdylemek miimkiin gozilkmemektedir. Cilinkii OKB degerinde artis
gozlemlenen SHAM+L-NAME ve PLT grubunda KCNQ3 ve KCNQ5 genlerinin
ekspresyonlar1 azalmigsken benzer artiglarin gézlemlendigi PLT+L-NAME grubunda
her iki genin ekspresyon diizeylerinde artis gézlenmistir. Diger taraftan melatonin

PLT grubunda her iki gen ekspresyonu seviyesindeki azalmalari diizeltebilmisken
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PLT+L-NAME+MEL grubunda ayni etkiyi gostermemistir. Bu durum kan basinci
tizerine bu kanallarin tek diizenleyici olmadig1 seklindeki ifadeyi dogrular niteliktedir
(Jepps ve ark., 2011). Diger taraftan L-NAME’nin kan basinci artirici etkisinin NO
tizerinden oldugu bilinmektedir (Doggrell ve Brown 1998, Sander ve ark., 1997,
Hropot ve ark., 1994). Melatonin bu grupta kan basincindaki degisimleri
sinirlandirabilmekle birlikte hem NO hem de farkli mekanizmalar iizerinden etkiyi

gosterdigini diisiindiirmektedir.

KCNQ gen ilesinden KCNQ4 ve KCNQS5’in ekspresyon profilinin ayn1 ailedeki
diger genlerden daha baskin oldugu gosterilmistir (Jepps ve ark., 2011). Bununla
beraber Jepps ve ark., (2011) yaptiklari ¢aligmada Kv7 kanalinin aktivitesinin ve
ekspresyon seviyesinin azalmasinin artan kan basinciyla birlikte seyrettigini fakat bu
durumu hipertansiyon gelismesinin primer nedeni olarak gormediklerini ifade
etmisleridir. Bu ¢aligmada da benzer sekilde KCNQ4 ve 5’in baskin bir ekspresyon
profiline sahip oldugunu goriilmiistiir. Jepps ve ark., (2011) KCNQZ1-5 genlerinin
ekspresyon seviyelerini spontan hipertansif siganlarda normotensif siganlara gore
kiyaslamiglardir. Bu ¢alismada ise genetik olarak hipertansif olan sicanlar degil L-
NAME verilerek hipertansif yapilan sicanlar kullanilmistir. Nitrik oksit sentetaz
enzmini inhibe eden L-NAME kronik uygulanmasi siganlarda tercih edilen
hipertansiyon yontemleri arasinda yer almaktadir (Doggrell ve Brown 1998, Sander
ve ark., 1997). Calismamizda ayni1 genlerin Jepps ve ark., (2011)’ in g¢alismasiyla
farkli bir ekspresyon profili takip etmesinin NOS inhibisyonuyla iliskili olabilecegi
ve KCNQ genlerinin NOS inhibisyonu ve gelisen melatonin yoksunluguna baglh

olarak farkli seviyelerde eksprese olabilecegi diistiniilmektedir.

Elde edilen veriler ile melatonin-kan basinci-KCNQ gen iliskisi ilk kez
tartismaya acilmistir. Arastirmada ortaya c¢ikan bulgulara bakildiginda bagka
faktorlerin de etkili oldugu anlasildigindan diger gen ailelerinin de birlikte

sorgulanmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Elektrokadiyografide QT aralifi ventrikiiler miyokardin depolarizasyon ve
repolarizasyon siirelerini gostermektedir. Bu siirenin kalp hizi ile ters orantili olarak

degistigi bilinmektedir (Beyazit ve ark 2005). Bu nedenle saglikli bir QT verisi elde

edebilmek i¢in QTc kullanilmaktadir. QT siiresi hem depolarizasyon hem de
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repolarizasyon fazlarini icermekle birlikte QT mesafesindeki uzamaya genel olarak
repolarizasyon evresindeki gecikmeler yol agmaktadir (Antzelevitch ve Shimizu
2002). QT araliginin uzamasinin Uzun QT sendromuna sebep oldugu bilinmektedir.
Bu siirenin uzamasiyla birlikte torsade de pointes tipi aritmiler ve ventrikiiler
fibrilasyonla birlikte senkop ve ani kardiyak Oliimler de goriilmektedir. Bu
sendromunun belirtileri arasinda T dalga morfolojisi ve QT mesafesindeki uzamalar
sayillmaktadir (Bektasoglu ve ark 2009). QT araliginin uzunlugunun nedenleri
arasinda potasyum akiminin rolii ¢ok dnemlidir. Eger bu kanalin aktivitesinde bir
aksaklik olur da potasyumun disar1 ¢ikist engellenirse polimorfik ventrikiiler
tagikardiler goriilecektir. Bunun yaninda bu kanalin aktivitesini engelleyen ilaglar ve
voltaj kapili potasyum kanali Kv11.1’in blokaji da bu durumun sebepleri arasinda

sayilmaktadir (Guo ve ark., 2014, Witchel ve Hancox 2000).

Potasyum kanallarindan gecikmis rektifiye edici voltaj kapili potasyum kanali
Kv11.1 KCNH2 geni tarafindan miyosit hiicrelerinde kodlanmaktadir (Abbott ve
ark., 1999). Bu genin aktivitesinde goriilebilecek bir mutasyon kalbin normal
calismasini ve aksiyon potansiyelini bozup repolarizasyon evresinde uzamaya ve
sonug olarak da QT siiresinde uzamaya (Uzun QT Sendromu) sebep olacaktir (Moss
ve ark., 2002). Bu kanallar bircok dokuda tamimlanmis fakat fizyolojik
fonksiyonunun en iyi bilindigi hiicrelerin kalp hiicreleri oldugu sdylenebilir. Bu
genin normal fizyolojik kosullarda aktivite gostermesi kardiyak miyositlerde
potasyum iyonunun hiicre disina c¢ikarilmasi dolayisiyla kalbin tekrar dinlenim
durumuna gegmesinde ¢ok biiyiik 6neme sahiptir (Sanguinetti ve Tristani-Firouzi
2006, Cheng ve Kodama 2004). Bu genin aktivitesine ait ¢alisma mekanizmasi
bilinmektedir (Schweigmann ve ark., 2014, Balijepalli ve ark., 2012, Vandenberg ve
ark., 2012, Hu ve ark., 2011).

KCNH2 geninin kodladigt hERG kanalinin bloke edilmesi sonucunda QT
sliresinin degisimlerini inceleyen aragtirmalar bulunmaktadir (Sung ve ark., 2012,
Gullo ve ark., 2003, Jo ve ark., 2000). Ancak gen KCNH2 gen ekspresyonlariin QT
siiresi tizerine olan etkisi konusunda literatiirde bir calismaya rastlanmamistir.
Benzer sekilde melatonin-KCNH2 gen ekspresyonu-QT siiresi iligkisini inceleyen bir

aragtirma da bulunmamaktadir. Oysa KCNH2 gen ekspresyonunda meydana

59



gelebilecek bir azalma hERG kanalinin aktivitesinde azalmaya tam aksine gen
ekspresyonlarindaki artis ise kanal aktivitesinde artmaya yol agabilecektir. Bu
calismada QTec siiresinde istatistiksel olarak anlamli uzamalar SHAM+L-NAME ve
PLT+L-NAME gruplarinda ortaya ¢ikmistir (p < 0.05). Her iki grupta da KCNH2
gen ekspresyonlarinda anlamli azalmalar belirlenmistir. PLT grubunda gézlemlenen
anlamli QTc uzamalaria ragmen KCNH2 gen ekspresyonlarinda anlamli azalmalar
ortaya ¢ikmamistir. Bunun yani sira melatoninin verilen iki grupta QTc siiresinde
herhangi bir uzama ortaya ¢ikmadigi gibi KCNH2 gen ekspresyonlarinda da anlaml
degisiklikler belirlenmemistir. Bu sonuglar melatoninin QTc siiresi tizerine etkili
oldugunu gostermektedir. Ancak QTc siiresinde uzama ve ekspresyondaki
azalmalarin sadece L-NAME verilen gruplarda ortaya ¢ikmasina ragmen QTc
siiresinde uzama belirlenen PLT grubunda anlamli bir ekspresyon degisikligi
olmadigr goriilmektedir. Bu durum melatoninin KCNH2 genleri {izerine olan
etkisinin L-NAME ile iligkili oldugunu disiindiirmektedir. Diger taraftan PLT+MEL
ve PLT+ L-NAME+MEL gruplarinda melatonin verilmesi QTc siiresinin normal
degerlerde kalmasina yol agmistir. Dolayisi ile melatoninin L-NAME disinda bir etki
mekanizmasi oldugu da diisiiniilebilir. QTec siiresindeki uzamalar hayati risk tagiyan

ventrikiiler aritmileri tetikleyebileceginden bu sonuglar 6nem arz etmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Elde edilen sonuglarla pinealektomi operasyonunun hipertansif etkisi iyi bilinen
L-NAME kadar giliclii bir etkiyle hipertansiyon gelistirdigi goriilmektedir.
Melatoninin, gelisen hipertansiyona karsi koruyucu bir etki gostermistir ve kan
basinglarindaki artist Onlemistir. Bu bulgular asir1 1s18a maruz kalan insanlarda
melatonin salgisinin inhibisyonuna bagl olarak gelisebilecek hipertansiyon ve KVS
hastaliklarinda melatoninin roliiniin ortaya konulmasi ve tedavide melatoninin
kullanilmasi agisindan yol gosterici nitelik tasimaktadir. Arastirmada melatoninin
kan basinci lizerine olan etkileri net olarak ortaya ¢ikmistir fakat KCNQ gen ailesi
tizerine olan etkilerinin ayni agiklikta belirdigini soylemek igin yeterli bilgiye
ulagilamamistir. Kan basinct ve KCNQ gen ailesi arasindaki iliskiyi arastiran diger
caligmalardan farkli olarak bu calismada hipertansiyon gelistirmek amaci ile L-
NAME kullanilmasi ekspresyon profilinin diger ¢alismalardan farkli olmasinin ana
sebebi olarak diislintilmektedir. Bunun nedeninin de NOS inhibisyonu olabilecegi
ongoriilmektedir. Bu ¢alisma ile melatonin-kan basinci-KCNQ gen iliskisi ilk kez
tartisilmig ve ortaya c¢ikan bulgulara bakildiginda baska faktorlerin de etkili oldugu
goriilmis, diger gen ailelerinin de sorgulanmasi gerektigi anlasilmaktadir.

Diger taraftan melatonin-KCNH2 gen ekspresyonu-QT siiresi iliskisi ilk kez bu
calismayla tartismaya acilmistir. Hipertansiyon olusturulan gruplarda QTc siiresinde
istatistiksel olarak anlamli uzamalar ortaya ¢ikmis ve ayni gruplarda KCNH2 gen
ekspresyonlarinda anlamli azalmalar oldugu belirlenmistir. Melatonin  QTc
siresindeki uzamayr ve KCNH2 geninin ekspresyon seviyesindeki azalmayi
onleyebilmistir. Ancak QTc siliresinde uzama ve ekspresyondaki azalmalarin L-
NAME verilen gruplarda ortaya ¢ikmasina ragmen QTc siiresinde uzama belirlenen
PLT grubunda anlamli bir ekspresyon degisikligi olmadigi goriilmistiir. Bu da
melatoninin KCNH2 genleri lizerine olan etkisinin L-NAME ile iligkili oldugunu
diistindiirmiistiir. QTc siiresindeki uzamalar hayati risk tasiyan ventrikiiler aritmileri
tetikleyebileceginden bu sonuglar 6nem arz etmektedir. Bunun yaninda bundan
sonraki c¢alismalarda melatoninin dokulardaki seviyelerinin de belirlenmesinin

aciklanamayan konulara 151k tutacagi diistiniilmektedir.
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8. EKLER
EK. 1

SPIRALLI TEZ KONTROL FORMU

Evet

Hayir

1) Amblem renkli ve 2x2 ¢cm boyutunda olmalidar.

2) Kapakta sadece baslik bold ve 14 punto, diger yazilar normal renkte

venl2 punto yazilmalidir.

3) Tez savunma siavinda kabul edilmis tezler i¢in, tezin sirt1 tez yazim

kilavuzuna uygun olarak diizenlenmis olmalidir.

4) Kabul edilmis tez konusu ile tezin bas sayfasindaki tez konusu ayni

olmalidir.

5) Beyan eksiksiz ve imzali olarak Tez Yazim Kilavuzundaki gibi

konmalidir.

6) Ozet ve Summary 250’ser kelimeyi asmamalidir. (1 sayfa)
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9) Metin ve kaynaklarin tiimii 1,5 aralikli olmalidir.

10) Tezde yazim karakteri olarak “Times New Roman” kullanilmalidir.

11) Web sayfa kaynaklar1 metin i¢inde de gecmelidir (parantez iginde
giincelleme tarihi ile birlikte). Kaynaklar boliimiinde de climlenin en

sonunda Erisim adresi ve Erisim tarihi sirasiyla verilmelidir.

12) Calismanin Etik Kurul onay1, varsa kurum onay1 tezin en arkasina

konmalidir.
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EK. 2

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU SPIRALLI/CILTLI TEZ YAZIM

CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI

KONTROL LISTESI
KONTROL BASLIGI OGRENCI | DANISMAN
Tez yaziminda kullanilan yazi tipi ocUYGUN oUYGUN
Sayfa kenar bosluklar oUYGUN oUYGUN
Kapak sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
[¢ kapak sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
Onay sayfas1 diizeni oUYGUN oUYGUN
Beyan sayfas1 igerigi ve diizeni oUYGUN oUYGUN
I¢indekiler sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
Tesekkiir sayfasi oUYGUN oUYGUN
Tirkce 6zet oUYGUN oUYGUN
Ingilizce dzet oUYGUN oUYGUN
Simgeler ve kisaltmalar dizini oUYGUN oUYGUN
Sekiller dizini oUYGUN oUYGUN
Tablolar dizini oUYGUN oUYGUN
Tezin 6n sayfalarinin siralamasi oUYGUN oUYGUN
On sayfalarin numaralandiriimasi oUYGUN oUYGUN
Sayfalarinin numaralandirilmasi oUYGUN oUYGUN
Bagliklarinin numaralandirilmasi oUYGUN oUYGUN
Sekil, resim ve tablo numaralandirmasi | oUYGUN oUYGUN
Yontem ve Gereg oUYGUN oUYGUN
Bulgular oUYGUN oUYGUN
Tartigma oUYGUN oUYGUN
Sonug ve Oneriler oUYGUN oUYGUN
Kaynaklar oUYGUN oUYGUN
Atiflar (alint1 ve gondermeler) oUYGUN oUYGUN
Ekler (etik kurul onayi, vs) oUYGUN oUYGUN
Tez plan1 oUYGUN oUYGUN
Dil (anlatim, yazim —imla) oUYGUN oUYGUN
Kagit ve baski 6zelligi oUYGUN oUYGUN
Tezin son seklinin elektronik kopyasi ocUYGUN oUYGUN
Tarih: .../ .../ 20... Tarih: ... /... /20...
Ogrencinin Danigsmanin
Adi Soyadi Adi Soyadi
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EK. 3
ETiK KURUL ONAYI

TG
CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI ETiK KURULU

Say1 :B.30.2.CAU.0.05.06- 050.04~12 144/02/2013
Konu : Hayvan Deneyleri Etik Kurul Karari

HAYVAN DENEYLERI ETiK KURUL KARARI

TOPLANTI TARIHI :13.02.2013

TOPLANTI SAYISI 12013/ 02

DOSYA KAYIT NUMARASI :2013/18

KARAR NUMARASI :2013/02-13

YARDIMCI ARASTIRMACILAR :Ars. Gor. Dr. Mehmet Akif OVALI
HAYVAN TURU VE SAYISI :Sprague-Dawley 1rki 42 sigan

Prof. Dr. Metehan UZUN, tarafindan Etik Kurulumuza sunulan “Melatoninin Deneysel Hipertansiyon
Olusturulan Erkek Siganlarda KCNQ, KCNH2 Gen Ekspresyonlan ile QT Siiresi Uzerine Etkileri” baghkli
proje Hayvan Deneylerine iliskin mevzuatin emirlefj dogrultusunda incelenerek, ilgili mevzuat hikiimleri
cergevesinde Hayvan Deneyleri Etigi agisindan uygun una; oybirligi ile karar verilmistir.

G%NDUZ

Dog. Dr. Akffi PALA Dog. Dr. Mustiiia\ SACAR
Uye
~ i,
[ (LD 4 Serp
Dog. D, __'usta a DENIZ Dog. Dr. Sebahattin ERGUN
Uye Uye

Yrd. Dog. Dr. Dilek Ulker CAKIR

Uye o
\ (nzm\:) // /2
Yrd. Dog. Dr. Ahmet UZATICI Yrd. Dog. Dr. Neslihan DEMIR
Uye Uye
Ecz. Zerrin GUMUS Sahabettin KALFA

Sivil Uy Sivil Uy
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9. 0ZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi MEHMET AKIF Soyadi OVALI
Dogum Yeri |SEBINKARAHISAR Dogum Tarihi  |11.07.1987
Uyrugu T.C. TC Kimlik No 21409957962
E-mail maovali@hotmail.com Tel 0507 017 5328
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili

Lisans Fatih Universitesi 2011
Is Deneyimi

Gorevi Kurum Siire (Yil - Yil)
1. Arastirma gorevlisi Canakkale Onsekiz Mart Universitesi | 2012-
Yabana Dil Sinav Notu”
KPDS |UDS |YDS |[IELT |TOEFL |TOEFL TOEFL |CAE

S IBT PBT CBT
77,5

# Basarilmis birden fazla sinav varsa, tiim sonuclar yazﬂmahdlr# KPDS: Kamu Personeli Yabanci Dil

Smavi; UDS: Universitelerarast Kurul Yabanci Dil Smavi; YDS: Yabanci Dil Smavi; IELTS:

International English Language Testing System; TOEFL IBT: Test of English as a Foreign Language-
Internet-Based Test TOEFL PBT: Test of English as a Foreign Language-Paper-Based Test; TOEFL
CBT: Test of English as a Foreign Language-Computer-Based Test; FCE: First Certificate in English;

CAE: Certificate in Advanced English; CPE: Certificate of Proficiency in English
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A-Uluslararas1 Yayinlari:

1. Evaluation of the effect of cagPAI genes of Helicobacter pylori
on AGS epithelial cell morphology and IL-8 secretion.

Salih BA, Guner A, Karademir A, Uslu M, Ovali MA, Yazici D, Bolek
BK, Arikan S, Antonie Van Leeuwenhoek.105(1):179-89, 2014

2014

2. Does Omegaven have beneficial effects on a rat model of ovarian
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Gungor AN, Turkon H, Albayrak A, Ovali M, Islimye M, Gencer M,
Hacivelioglu S, Cevizci S, Cesur I, Cosar E, Eur J Obstet Gynecol
Reprod Biol, 181:240-5, 2014

2014

3. The investigation of airway management capacity of v-gel and
cobra-PLA in anaesthetised rabbits.

Uzun M, Kiraz HA, Ovali MA, Sahin H, Erbas M, Toman H, Acta Cir
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2015

4. Comparison of the effects of various airway devices on
hemodynamic response and QTc interval in rabbits under general
anesthesia.

Toman H, Erbas M, Sahin H, Kiraz HA, Uzun M, Ovali MA.

J Clin Monit Comput. 2015 Jan 31. [Epub ahead of print]

2015

B-Katildig1 Uluslararasi ve ulusal konferans ve kongreler:

Molekiiler Biyoloji Dernegi 2. Uluslaras1t Molekiiler Biyoloji
Kongresi, Istanbul, 22-23 Kasim 2013

The cagPAI genes of Helicobacter pylori and their effect on the
AGS cancer cell morphology and IL-8 secretion

2013

Helicobacter pylori cagA Geni 3’ U¢ Bolgesi EPIY A motifleri ve
vacA Ara i-Bolgesi ile Farkli Mide Patolojileri Arasindaki iliskinin
Analizi, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
AnabilimDal1 ve Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii "Uluslararasi
Katilimli 3. Molekiiler Biyoloji ve Genetik Aragtirma ile
Uygulama Platformu™ 27-30 Agustos 2009, izmir

2009

8. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi, 04 - 07
Haziran 2014, Ankara

Helicobacter pylori’nin cagPAI genleri ve bunlarin AGS kanser
hiicre morfolojisi ile IL-8 salinimina olan etkisi

2014

40. Ulusal Fizyoloji Kongresi TFBD, 2-6 Eyliil Kayseri Erciyes
Universitesi,

gel ve cobraPLA’ nin havayolu saglamadaki etkinliklerinin
arastirilmasi

Spontan veya kontrollii solutulan anesteziye edilmis tavsanlarda v- |2014
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TFBD 40. Ulusal Fizyoloji Kongresi, Tiirk Fizyolojik Bilimler Dernegi

ve 4 saat teorik), 1 Aralik 2013, Gaziantep

ve Erciyes Universitesii Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, 02-06 (2014
Eyliil 2014, Kayseri

5. Aile Hekimligi Arastirma Gtinleri, SPSS Egitim Kursu, 20-23 Mart 2014
2014, Canakkale

6. Sinir Bilim Giinleri, 30 Kasim- 1 Aralik, Gaziantep Universitesi T1p 2013
Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali

Elektrofizyoloji Yama Kenetleme (Patch-Clamp) Kursu (4 saat pratik 2013

TFBD 38. Ulusal Fizyoloji Kongresi, Tiirk Fizyolojik Bilimler Dernegi
ve Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim
Dal1, 25-29 Eyliil 2012, Trabzon

2012

Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii ve T1p Fakiiltesi Tibbi
Genetik AnabilimDal1 "Uluslararas1 Katilimli 3. Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Aragtirma ile Uygulama Platformu™ 27-30 Agustos 2009

2009

C-Sertifikalar:
Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikasi
SPSS Kursu Katilim Sertifikas1
Elektrofizyoloji Yama Kenetleme Patch-Clamp Sertifikasi
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