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GIRIS ve GENEL BILGILER

Somatik hucreler, yagsam slrecleri boyunca davraniglarini etkileyen bircok hiicre digi
sinyallere (eksternal sinyal) maruz kalrlar. Sinyalizasyoﬁ molekdillerinin (ligand) ¢ogu hiicre
memraninda yerlesmis bulunan reseptorierle birleserek, hicre icindeki bazi molekuler olaylari
baslatiriar. Insilin, biylime hormonu (GH), glukagon, parathormon bu tip sinyalleri olustururiar.
Bu hormonlarin etkilestikleri reseptorierede * Protein hormon reseptérieri " denir.

Sinyalizasyon molekiillerinin Belirli bir kismi ( Steroid ve Tiroid hormonlar ) ise hiicre
membranini gegerek direkt olarak hiicre igindeki reseptorle birlesip kromatin seviyesinde gen
ekspresyenunun aktivasyonuna veya inhibisyonuna sebep olurlar. Bu tip hormonlarin
etkilestikleri reseptérierede "Stereid hormon reseptorieri (SHR)' veya Nikieer Reseptorier *

denir.

Niikleer reseptor, trankripsiyon faktorleri olarak tanimlamirlar. Glikokortikoidler, éstojenler,
progestinler, androjenler, mineralokortikoidler, tiroid hormonu, vitamin D ve retinoik asid gibi
dogal ligandlarin yaninda 'ksenobiotik' ligandlar diye adlandinlan ve karsinogenezle ilgisi olan
dioksin ve peroksisom gibi ligandlarda SHR'lere baglanirlar (46, 170).

1- Steroid Hormenlarin Sentezi

Butiin steroidler, biyolojik membranlann yapisinda ve fonksiyonunda énemli bir yeri olan
kolesterolden sentezlenirler. Steroid hormon sentezinin primer organlari gonatlar, adrenal
korteks ve hamile kadinlarda plasentadir. Steroid hormoniar bes sinifa ayniir ;

a) Progesteron : Hamilelik surgsmdaki olaylan diizenler.

b) Glikokortikoidler { Kortizol ve Kortikosteron ) : Glikoneogenezi saglar ve inflematuar
olaylan baskilar.

¢) Mineralokortikoidler (Aldosteron) : Na+, CI ve HCO3~ n bobrekten
reabsorsiyonunun saglanmasiyla ion balansini diizenler.

d) Androjen (Androstenedion ve Testesteron ) : Erkek sekslel gelisimini saglar ve
erkek seks ozelliklerini devam ettirir.

e) Ostrojenler (Ostron ve Ostadiol ) : Seks hormonlandir ve disilik &zelliklerinin
gelismesinde rol oynarlar.

Seroid hormonlarin genel bir 6zelligi sentezden hemen sonra salindiklan igin
depolanmamalandir. Bundan dolay: dolagimdaki bir hormonun miktarinin ayarlanmasi sentez
sirasinda kontrol edilir. Bu kontrol beyinden gelen sinyaller ile yapilir (7, 96).



2- Glikokortikoid Sentezinin Regililasyonu

Kandaki glikokortikoid hormon dizeyi, gin iginde degisen néral ve hormonal sinyallerle
kontrol edilir.

Glikokortikoidlerin miktart hipofiz on lobundan salgilanan adrenokortikotrop hormon
( ACTH ) ile kontrol edilr. ACTHun sentez ve sekresyonu ise hipotalamustan salgilanan
kortikotropin salgilatici hormon ( CRH ) ile uyarilir. Vazopresin ( VP ) ve katekolaminier de
ACTH sekresyonunu uyarabilir. Kortizol hipotalamustan CRH, hipofizden de ACTH sentezini
inhibe eder. Hipotalamus, hipofiz ve adrenal korteks arasinda gecen bu sisteme Hipotalemik-
Hipofizer-Adrenal ( HHA ) sistem denir ( Sekil 1).
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Sekil 1 : Hipotalamik-Hipofizer-Adrenal ( HHA) sistem.

Hipotalamusun paraventrikiiler niikleusundan CRH ve VP sekresyonu hem néral hem de
hormonal kontrol altindadir. Hipoglisemi, hipoksi, agri, ates, kanama, yaralanma ve diger stres
durumiart CRH ve VP sekresyonunu uyarirken, glikokortikoidler bu sekresyononu inhibe eder.

HHA sistemin kontroliinde, perifer veya beyinden salgilanan sitokinlerin de rolli vardir.
Sitokinler HHA sistemi uyararak immiin yaniti baskilarlar. interlékin-1 ( 1L-1 ), IL-6 ve tumor
nekroz faktér ( TNF ), HHA sistemi aktive ederler. IL-1 hem CRH hem de VP sekresyonunu
uyarir. ilave olarak, IL-1 direkt olarak hipofizden ACTH, adrenalden de glikokortikoid

sekresyonunu uyarir.
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Glikokortikoidler ACTH sekresyonunu dirékt olarak, CRH ile VP sekresyonunu ise indirekt
olarak inhibe ederler. Orta dereceli streslerde inhibisyon hizli ( dakikalar ve saatler ) iken,
patafizyolojik durumlarda veya yiiksek kortizol tedavisi sirasinda yavastir ( saatler ve gunler ).
inhibisyonun biitiin durumlan hem RNA hem de protein sentezi Uzerine etkilidir.

ACTH, adrenal korteksten glikokortikoid sekresyonunu uyarirken, membrandaki adenil
siklaz) aktive eder ve cAMP yapimina yol agar. Maksimal etkisi 3 dakika icinde gerceklesir.
CRH, ACTH ve glikokortikoidlerin sekresyon miktarlari sabahiari yuksek ( 20 ug ), aksam geg

saatlerde ise dusktir (5 ug) (94, 106, 142).

2-1) Glikokortikoid Hormonlar

Bobrek Usti bezi iki farkli bolimden olusur; adrenal medulla ve adrenal korteks. Adrenal
medulladan epinefrin ve norepinefrin, adrenal korieksten ise mineralokortikoidier ve
glikokortikoidler salgilanir. Bunlara ek olarak da az miktarda seks hormonu, 6zellikie androjenik
hormonlar salgilanir ( $ekil 2 ). Androjenik hormonlann etkileri erkek seks hormonu olan
testiesterona benzemektedir. Normalde bu hormenlar cok 6nemli gérilmemelerine ragmen,
adrenal korteksinin bazi anormal durumlarninda ¢ok fazla miktarda salgilandiklari zaman zararli

etki gosterdikleri ortaya cikarimigtir.
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Sekil 2 : Bobrek Ustl bezinde steroid sentezinin 6nemli asamalarn.
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Glikokortikoid aktiviteye sahip hormonlar sunlardir ;

1- kortizol ( ¢ok giiclii olup, glikokortikoid aktivitesinin yaklasik % 95 inden sorumiudur).

2- Kortikosteron ( total glikokortikoid aktivitesinin % 4 kadanni olusturur fakat kortizolden
daha az gli¢lidir ).

3- Kortizon ( sentetiktir ve hemen hemen kortizol ké;iar gugladar ).

4- Prednizon ( sentetiktir, kortizolden doért kat daha gucliidir ).

5- Metilprednizon ( sentetiktir, kortizolden bes kat daha gtigliidir ).

6- Dekzametazon ( sentetiklir, kortizolden otuz kat daha glgtaddr ).

Ozellikle kortizoliin hafif mineralokortikoid aktivitesi vardir. Gok yodun glikokortikoid
aktivitesine karsin  mineralokortikoid aktivitesi hemen hemen sifir olmasi nedeniyle
dekzametazon, ozgin glikokortikoid aktiviteyi uyarmada ve glikokortikoid reseptor
caligmalarinda énemii bir drog olarak kabul edilir (7, 144).

2 - Il ) Glikokortikoidlerin Fonksiyonlari

Glikokortikoidler protein, karbonhidrat ve ya§ metabolizmasini diizenleyen ©nemli
hormonlardir (29, 56, 92).

1- Glikokortikoidlerin Karbonhidrat Metabolizmasina Etkileri : Glikokortikoidler
karacigerdeki glikoneojenezi uyararak, glikoneojenez hizini 6-10 kat arttirmaktadir. Bunu amino
asitlerin karaciger hicrelerine transportunu arttirarak, karacigerde glikoneojenezi ile ilgili
transaminazlar ile diger enzimlerin sentezini arttirarak ve ekstrahepatik dokulardaki protein
katabolizmasini arttirarak yapariar.

Glikokortikoidler ayni zamanda, hiicrelerin glikoz kullanim hizint azaltarak kan glikoz -
diizeyini arttinrlar. Bu azalmanin kesin nedeni bilinmemekie beraber, glikozun hiicreye girmesi
ile son pargalanma asamasi arasinda bir noktada, glikokortikoidlerin glikoz kullanim hizini direkt

olarak yavaslattigi distnilmektedir.

2- Glikokortikoidlerin Protein  Metabolizmasina Etkileri :  Glikokortikoidlerin
metabolik sistemiere en énemli etkilerinden biri, karaciger digindaki tim vicut hicrelerinde
protein depolan azaliimasidir. Bu etki, hiicrelerde protein sentezinin azaltiimasi, katabolizmanin
ise artmaslyla ge<rgekle§ir. Bu etkilerden her ikiside ekstrahepatik dokularda amino asit
transportunun azaltimasina bagh'olabilir. Glikokortikoidlerin etkileri 6zellikle kas ve lenfoid doku
gibi bircok ekstrahepatik dokuda gésterildigf gibi, RNA yapiminin azaltilmasi tarzinda da ortaya

cikabilir,



3- Glikokortikoidlerin  Ya§ Metabolizmasina Etkileri : Glikokortikoidler yag
dokusundan ya§ asitierinin mobillizasyonunu saglar. Bbylece serbest yag asitierinin plazma
konsantrasyonlari ve enerji icin kullanimi artar. Glikokortikoidler ayni zamanda yag asitlerinin
oksidasyonunu da arttinir. Yaglann mobilizasyonunun arimasi ve hiicrelerdeki oksidasyonun
hizianmasiyla, metabolik sistemlerinde enerji igin glikoz yerine ya§ asitlerinin kullanimi baglar.
Kortizoliin bu etkisi inslineminin azalmas! kadar cabuk ve ’Ququ dedgildir.

Glikokortikoidler yad dokusunda orta derecede bir yag mobilizasyonu yapmasina karsin,
asin glikokortikoid sekresyonu olan kisilerde obezite geligir. Bu tip obezitede, ya§ vucudun
g6gus ve bas bolgesinde depolanir. Bu durum viicudun bazi dokularinda yad olugum hizinin
mobilizasyon ve oksidasyondan daha yiiksek oldug§unu gésterir.

4- Glikokortikoidlerin Diger Etkileri : Birgok stres ( ¢esitli travmalar, asin soguk ve
sicak, infeksiyon, cerrahi operasyonlar gibi ) olaylarinda ACTH'nun uyanimasiyla glikokortikoid
sekresyonu artmaktadir. Bdylece g¢esitli nonspesifik uyaranlar adrenal korteksten glikokortikoid
sekresyonunu belirgin olarak yikseltir.

Glikokortikoidlerin ~ diger bir etkiside antienflamatuar etkidir. Dokular travma, bakieri
infeksiyonu yada herhangi bir etkiyle haraplandidi zaman geneliikie bir inflamasyon gelisir. Bu
inflamasyon hastah§in kendisinden daha zararh hale geldiginde, glikokortikoid tedavisi bu olayi

azaltir yada bloke eder.

Glikokortikoidlerin antienflamatuar etkilerini siraliyacak olursak; (1) Glikokortikoidler
lizozomal membraniarin yirtilmasini gliclestirerek, lizozomlarda depolanan ve inflamasyona yol
acan proteolitik enzimlerin salinmasini giglestiriler.  (2) Kapiller permeabiliteyi azaltarak
I6kositlerin inflamasyon alanina goginii azaltirlar.  (3) Lokositlerin fagasitoz yetenegini
azaltarak, daha fazla inflamasyon materyalinin serbestlenmesini onlerler. (4) T lenfositlerini
suprese ederler. (5) Atesi dustrerek bu yolla vazodilatasyonu azaltidar. Bu ozellikleriyle
glikokortikoidler romatoid artrit, romatizmal ates, akut glomerulonefrit ve sistemik lupus
eritramatosus gibi hastaliklarin tedavisinde kullanifiriar.

Glikokortikoidler kanda eozinofil ve lenfosit sayisini azaltir. Yiiksek dozda glikokortikoidin
alinmast vicuttaki tim lenfoid dokularda énemli olclide atrofiye yol agar. Bu ozellikleriyle
glikokortikoidler, kalp, bobrek ve o&teki dokularin transplantasyonunda doku reddi
reaksiyonlarini 6nlemek icin en ¢ok kullanilan droglardan biridir.

3- Glikokortikoid Reseptorleri

Steroid reseptdr biyokimyasi 1960'dan beri endokrinolojik arastirmalarin aktif bir sahasi
olmustur. Reseptérlerin DNA'daki baglanma dizilerin molekiler klonlanmasiyla, reseptorierin
daha detayl yapisal ve fonksiyonel analizi ancak mimkiin olmustur.



Boylece reseptorierin ligand baglama, dimerizasyon, niikleer translokasyon, DNA'ya
baglanma ve transaktivasyon gibi cesitli fonksiyonlari reseptoriin belirli bolgelerine tahsis

edilmistir.
Tridyum igaretli dekzametazon ve triamcinolone acetonide gibi sentetik glikokortikoidlerin
yardimi ile glikokortikoid reseptorierinin (GR) 6zellikleri tespit edilebilmistir.

Glikokortikoidlerin hiicredeki etkisi, ancak o hiicrede mevcut olan GR'e baglanmasindan
sonra hormon-reseptdér kompleksinin niikleusa transportu ve gen ekspresyonunun
dizenlenmesi ile gercekiesebilir. Kolaylagtinlmis transport tarif edilmesine ragmen,
glikokortikoidler biiyiik codunlukla pasif difizyon vasitasiyla hedef hiicrelere girer. Spesifik
reseptorlere glikokortikoidlerin baglanmasi Michaelis-Menten kinetigini takip eden bir denge

reaksiyonudur.

Hormonun reseptére baglanmasi reseptorin fizikokimyasal Ozelliklerinde ve
davraniglannda degisiklige yol acar. Bu olay aktivasyon veya daha siklikla transformasyon diye
adlandirihr. Sedimentasyon katsayisi 4S olan aktif reseplor, sedimentasyon katsayisi 8S olan
aktif olmayan reseptérden daha ufaktir ve DNA'ya yliksek bir afiniteyle baglanir. Sitozolik
GR'nin fizikokimyasal analizi veya sodyum-dodeesil siiliat-poliakrilamid jel elektroforezi ( SDS-
PAGE ) #le GR'Un yakiasik 94 kDa'luk tek bir polipeptid pargasindan meydana geldigi
gOsterilmigtir.

insan GR ( hGR )i 5'inci kromozomda lokalize olup, 10 farkh exondan olusur.
( Sekil 3A ). Exon 1 kodlanmayan bolgedir. Exon 2-9 ise kodlanan boligelerdir. Hollenberg ve
arkadaslan hGR'niin iki formunu tespit etmislerdir. Bunlar alternatif kesim (splicing) ile olusan
777 amino asidlik o-GR ve 742 amino asitlik $-GR'dir. a-hGR birgok insan hilcre serisinde
tespit edilmis onemli bir subtiptir. B-GR formu ise glikokortikoid baglayamaz. Bu formun

fonsiyonu tam olarak anlagtlamamuisgtir (3, 42, 55, 105, 140).

Cesitli  proteolitik enzimler kullanilarak yapilan galigmalarda GR'GUn en -azindan i¢
fonkéiyonel parcasi gosterilmistir. Merkezdeki bélge DNA'ya baglanmadan, karboksil terminal
uctaki bélge ise hormonu baglamadan sorumiudur. Amino terminal ugtaki béige ise modulasyon
sahasidir. DNA baglama béigesi lle hormon baglama bolgesi arasinda bir mentese gibi gorev
yapan ve reseptoriin uzaysal konfiglirasyonu icin kiritik bir 6neme sahip bir saha vardir.
GR'linin bagka fonksiyonlarida vardir. Bu fonksiyonlarin gergeklestirimesinden reseptoriin
belirli bolgeleri sorumiudur ( Sekil 3B ).

GR ile diger SHR arasinda yapisal benzerlikler vardir. Bundan dolayi steroid hormonlar
farkli resepttriere baglanarak, kendine spesifik olmayan  bir genin transkripsiyonunu

uyarabilifier ( Sekil 3C ).
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Sekil 3A - 3B : Glikokortikoid reseptérinin genomik ve komplementer DNA ( cDNA )
yapisi { A). GR'U 10 farkli exondan olusur. Exon 1 kodlanmayan bolgedir. Exon 2 modiilasyon
sahasini, exon 3 ve 4 DNA baglama sahasini, exon 5-8a. o-GR icin ligand baglama sahasini
kodlar. Exon 5-98 ise B-GR igin ligand baglama sahasini kodlar.

GR'l: tic fonksiyonel sahadan olusur ( Modilasyon sahasi, DNA baglama sahasi ve ligand
baglama sahast ) (B). Bu lg fonksiyonel sahanin ayrica baska fonksiyonel gorevleride vardir.
Bu gorevier: (a) hsp 90 proteinini baglamak ; (b) GRlerinin dimerizasyonu ; (c) Nikleer
lokalizasyon (d) Transkripsiyonun aktivasyonu ; (e) c-jun proteini ile etkileSim (3).
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Sekil 3C : Glikokorlikoid reseptéri ile yapisal benzerlik gdsteren bes steroid hormon
reseptdrii ve yapisal benzerlik ylzdeleri. MR, mineralokortikoid reseptérii; PR, progesteron
reseptori; AR, androjen reseptori; ER, 6strojen reseptort; VDR vitamin D3 reseptéri (3).

3- 1) Hormon Baglama Sahasi

Glikokortikoidler tarafindan gen ekspresyonunun uyariimasina yol agan olaylarin ik
asamasi, hedef hiicrenin sitoplazmasindaki GR'Une hormonun baglanmasidir. Hormon
baglayan saha GR'liniin karboksil terminal ucundadir.

Cesitli doku ve turlerde yaklasik 94 kD'luk bir agirlikta olan GR'G, 2-5 nM'ik bir afinite
(Kg) ile dekzametazona baglanir. GR'Unin tripsin ile muamelesi, 14 kD'luk hormon baglama
sahasinin ( HBS ) ortaya cikmasina neden olur. Bir GR'iniin HBS's! tek bir hormon baglayabiir.

GR cDNA'si ile yapilan calismalar, HBS'min karboksil terminal lokalisyonunu dogrular.
Fare lenfoma hucrelerinin glikokortikoidlerle muamelede ortadan kalkmayan bazi hormona
direngli varyantlarinda, GR'Unln kendisinde bir defekt oldugu ortaya cikanlmistir. Bu
mutantlarin gogu, hormon baglama aktivitesi olmayan (r =) reseptorlerdir (55, 105, 170).

3 - 1A ) Sitoplazmik Multiprotein Kompleks

GR'G hormon yoklugunda sitozolde bulunur, hormon baglandiktan sonra ise niikleusa
yonelir. Fakat bu durum trioid hormon reseptéri (THR) ve retinoik asit reseptori (RAR) igin

gerekli degildir.



Ligand yoklugunda dahi THR ve RAR'U zayif olarakda olsa DNA' ya baglanabilir. Diger
steroid hormonlarda bu durum séz konusu degildir .Bunun nedeni, ligand yoklugunda SHR'leri’
heat shcok protein 90 (hsp 90) ile etkilesim gosterirken, THR ve RAR!'leri heat shock (isi soku)

proteinleri ile etkilesim géstermezler.

Ligand badlamamis yani aktive olmamis GR'Un bir molekiil, hsp 90'min bir dimerini
baglar ve 310 kDa'luk 9S8 kopleksi olarak sitozolde bulunur. Ligand baéléylp aktive olan
GR'Uiniin sedimentasyon katsayisi 3,2S ( 4S formu ) ve molekuler agifhdi 90 kDa'dur. Béylece
reseptor aktivasyonunun bliylk bir multiprotein kompleksinin aynimasina bagh oldugu gorlir.

9S kompleksinin daha aynintili analizi, 59 kDa'luk ilave bir proteinin ( p59 ) varigini ortaya
cikarmigtir. p59'a karsi olusturulan antikorlarla yapilan ¢alismalar, bu proteinin direkt olarak hsp
90'a baglandifini géstermistir. Ligand badlamamisg reseptérierde DNA baglama sahasi ( DBS )
DNA ile etkilesim gdstermez. Ciinkii bu bdige proteinin dijer sahalariyla veya oligomerik protein
kompleksinin diger bélimleriyle gizlenir. DBS'i, muhtemelen karboksil terminal bolgede
baglanma sahasinin oldugu tespit edilen hsp 90 ile etkilesimdedir. Boylece hsp 90, bir yandan
reseptori inaktif halde tutarken diger yandan p59 ile etkilesip reseptériin konformasyonel
degisimini kolaylastirir. Hatta resepiérin ligand igin afinitesini arttirdi§ida gosterilmistir. Ligand
baglanmasi, hsp 90'nin aynimasina ve homodimerlerin olusabilmesi HBS'nin konformasyonel
degisimine yol acar. Homodimerler yiiksek afiniteyle DNA'ya baglanan ve dimerizasyonu

indiikleyen reseptoriin fonksiyonel bir formudur.

GR'Une hermonun baglanmasi ih vitro da 0°C'de gerceklestigi halde, aktivasyon igin
37°Cl'lik bir 1s1 ile yuksek tuz veya asidik pH gereklidir. Termal (ist ) aktivasyon igin, reseptore
hormonun baglanmasi gerekir. Isi aktivasyonu ile hsp 90'nin reseptorden aynimasi hormonun
reseptériine afinitesini 10 kez dusgirlr, hsp 90'nin reseptodrle birlesmesi ise afiniteyi arttinr (55,

105).

3- Il ) Modiilasyon ( Transaktivasyon ) Sahasi

Stero'id ve DNA baglama sahasi reseptoriin yaklasik olarak yansint kapsamaktadir.
Reseptorin geriye kalan amino terminal sahasi, modilasyon sahasi olarak adlandirlmistir.

SHR'ler fosfoproteinlerdir ve onlarin aktivasyonlarinin kontroliinde fosforilasyon énemli
bir rol oynar. Yapilan ¢calismalarda 7 fosforilasyon sahasi tespit edilmis olup, bu sahalarin amino
terminal bélgede bulununurlar. Bu yedi bolgeden biri treonin, di§erleri ise serin rezidilerini icerir.

Fosforilasyon, hormon reseptér kompleksi aktive olduktan sonra baslar. Bundan dolayi
aktive olmus hormon reseptér kompleksi fosforilasyon igin baslica substrattir. Hormon-reseptor
kompleksi DNA'ya baglandiktan sonra da niikleusta fosforilasyon devam eder.
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Sekil 4 : Glikokortikoid reseptériiniin fosforilasyon modeli ve ATP'ye bagh déngisi. H,
hormon; R, ligand baglamamis reseptér; HR, aktive olmamig hormon reseptor kompleksi; HR',
aktive olmus hormon reseptor kompleksi; R, ligand baglamamis fakat aktive olmus reseptor;
HR'n, tuz muamelesi ile ayrilabilen niikleer hormon reseptdr kompleksi; HR"n, tuz muamelesi ile
ayrilamayan hormon reseptor kompleksi; R", ligand badlamamis niikleer hormon reseptor
kompleksi; Pi, reseptériin fosforilasyonu ve defosforilasyonunu gosteren inorganik fosfat; Hsp

90, 90 kDa'luk 1st soku proteini (15).

Aktive olmus hormon reseptor kompleksinden hormonun aynimasiyla hormonsuz fakat
aktive olmus reéeptér ancak ATP variginda tekrar hsp90 ile etkilesime girerek hormon
baglayan forma déniigebilir. Ayrica DNA'dan ayrilan reseptorlerin tekrar  hormon baglayan
forma déniisebilmesi icin de ATP gereklidir ( Sekil 4 ).

Reseptorun fosforilasyonu ancak hormonun baglanmasiyla  gerceklesebilsede, bazi
durumlarda ortamda hormon olmasa dahi reseptor fosforilasyonunun gergeklestigi tespit
edilmistir. Ornegin; HBS'si eksik mutand GR'iniin fosforile olabildidi gosterilmistir. Bununla
beraber, genellikle hormonun mevcudiyeti invivo da fosforilasyonu 2 yada 3 kat arttirir.
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Reseptoriin fosforilasyonu cesitli sinyalizasyon  yollan ile gerceklesir. Progesteron
reseptériin  cAMP'nin etkisiyle fosforile oldugu tespit edilmistir. Bu tip fosforilasyon ligand
baglanmasindan bagimsiz  gergeklesebileceginden dolayi, reseptor fosforilasyonu diger

sinyalizasyon yollariyla da kontrol edilebilinir.

GR'0 ile yapilan calismalarda, fosforilasyonun reseptoriin hiicre ici hareketini etkiledidi
gésteriimistir.  GR'iiniin niikleusa hareketi, protein fosfataz 2A ve 1'i inhibe eden okadoik asit ile
inhibe edidignde reseptér sitoplazmik bolgede kaldigi tespit edilmistir.

Cesitli tirlerde modilasyon sahalarinin bir gogunun negatif yik tasimalart nedeniyle
asidik karakterde olduklan tespit edilmistir. Reseptdriin trankripsiyonu aktive eden bu bolgesi
icindeki negatif yiik, amino asit rezidulerinin fosforilasyonuyla artabilir (15, 81, 157).

3-1ll ) DNA Baglama Sahasi

DNA baglama sahasi ( DBS) steroid reseptor ailesi icinde ve farkl tirler arasinda yiiksek
oranda korunmus olup , GR'in merkezi bolgesinde iokalize olmustur.

DBS'sindaki dért sisteinin bir ¢inko atomuyla yaphdt koordinasyon sonucu olusan "zinc
finger" denen parmak uciar, DNA'ya baglanmayi saglar. Her DBS'sinda bu “zinc finger” fardan
iki tane olup, her biri farkh iki exon ( exon 2 ve 3 ) tarafindan kodianir.

Iki "zinc finger" arasinda lokalize olmus o-heliks yapt DNA'min buyik olugunu (major
groove) tanimakla gérevlidir. Bu "zinc finger" lardan bir tanesi ikinci bir GR monomerini taniyip

onunla dimerizasyon olusumundan da sorumludur.

GR'Un ve diger steroid hormon reseptérlerinin DNA'da spesif olarak baglandiklan bolgeye
"Hormon Respons Element = HRE " yani hormon yanit bolgesi denir (105, 1186, 132).

3-llIA) Glikokortikoid Respons Element ( GRE )

Yanit bolgesinin niikieotid dizisi belirli bir genin belirli bir reseptor tarfindan regile edilip
edilemeyeceginin tayininde son derece 6nemlidir. HRE'ler geneliikle transkripsiyon baglama
bélgesinin st kisminda bulunup, iki kisa ( 5-6 baz ciflik ) diziden olusuriar. iki yarim boélge
arasindaki uzunluk reseptor tarafindan taninmanin spesifikiigini belirler. GRE igin bu uzunluk 3
'nitkleotid, TRE (tiroid hormon respons element) icin dort nikleotid ve RAR/RXR igin ise bes
nukleotiddir (Tablo 1). HRE'ler RARE ( retinoik asit respons element) hari¢ polindromik ( gift
yonli simetri gosteren ) dizilerden olusmuslardir.

Yapilan ¢alismalarda, birbirine benzer yapidaki HRE'lerin farkh reseptdrler tarafindan

aktive edilebildigi gésterilmistir. Ormnegin, hem GR hem de PR'G birbirlerinin yanit bolgelerine
baglanabilmektedir. Heriki badlanma da fonksiyoheldir, fakat kendi ligandinin baglanmasindan

daha az fonksiyoneldir.



GRE promotorun ust kisminda veya poliadenilat bélgesinin alt kisminda yerlesmistir.
GRE bir promotor aktivitesi gostermez. Promotordan badimsiz olarak, promotorun birkag
kilobaz yukarisinda transkripsiyonu arttirici bir etki gosterir. GRE'in bir enhanger element
6zelligi vardir ve aktivitesi tamamen glikokortikoide baghdir. GRE, GR igermeyen - hlcrelerde
fonksiyonel degiidir. Bundan dolayi, GRE'in fonksiyonu icin gereken faktor veya faktolerden en
az biri GR'dur.

Reseptériin DNA'da baglandidi bolgenin dizi spesifikiiginin en azindan bir kismini, P-box
diye adlandirilan ve reseptoriin amino terminal ucun sonundaki bes amino asitlik kisa bir
element icindeki ic amino asit tayin eder. Steroid hormon reseptorieri igin 7 fakh P-box tespit
edilmistir. Karboksil terminal ucun amino terminal sonunda bulunan- D-box diye adlandirilan
diger kisa element ise HRE'i tammasinin spesifikligi icin énemlidir ve &zellikle iki yarim boige
arasindaki bolgeyi tespit eder. Ayrica D-box reseptér monomerleri arasindaki protein-protein
iliskisinede katilir. Bundan dolay) DBS'sinin bir dimerizasyon sinyalide icerdigi gorullr.

Tablo 1 : Reseptdr-DNA etkilesimin spesifikiigini saglayan ézellikler

RESEPTOR RESEPTOROUN HRE DIZILERI
YAPISAL OZELLIGI
P-box D-box Direkt Tekrar Ters Tekrar
"GR subfamily"
GR, PR, MR GSCKV ~ AGRND AGAACA(n3)TGTTGT
AR GSCKV ~ ASRND

"ER/TR subfamily"

ER EGCKA  PATNQ AGGTCA(n3)TGACCT
TRa EGCKG KYDSC  AGGTCA(n3)AGGTCA AGGTCATGACCT
TRB EGCKG KYEGK  AGGTCA(n4)AGGTCA AGGTCATGACCT
RARa, RARB EGCKG  HRDKN AGGTCA(n5)AGGTCA

VD3R EGCKG PFNGD  AGGTCA(n3)AGGTCA

RNR EGCKG RDNKD  AGGTCA(n)AGGTCA

v-erbA EGCKG  TYDGC




Bir reseptor monomerinin HRE'e baglanmasi, iki reseptér monemer  arasindaki
dimerizasyon etkilesimini kolaylastirir. Ayrica bir reseptér monomer DBS'sinin HRE'in yanm
bélgesine bagdlanmast, diger yarim bélgeye ikinci bir reseptdriin DBS'sinin baglanma afinitesini

arttinir.

Reseptér mutasyon analizleri, HRE'le iligkili promotoriarda transkripsiyonun baglamasini
aktive eden reseptordeki iki sahanin mevcudiyetini gostermistir. Bunlar amino terminal
béigedeki TAF1 ( Transcription Activation Function ) ile HBS'sinin karboksil terminal
bélgesindeki TAF2' sahasidir ( Tablo 2 ). 11 ve 12 diye adlandiriian iki asidik segment
transkripsiyon icin gereklidir  ( Sekil 3B ). Her iki saha da tek baslanna transkripsiyonu aktive

etselerde, ikisinin birarada hareketi transkripsiyonu daha fazla aktive eder.

Tablo 2 : Transaktivasyon‘ sahalari

TAF-1 (1) TAF-2 (12)
Aktivasyon Hormondan bagimsiz Hormona bagimh
Hiicre ve promotora bagimli Agonistlerle aktive edilebilir

Antogonistlerle inhibe edilebilir

Hucre ve promotora bagimh

Steroid reseptorier sadece ayni kategoriden reseptérlerle degil, farkh kategoriden
reseptorier ve transkripsiyon faktérleri ile de etkilesime girebililer. Bazi reseptérierin
( Ornedin ; TR, RAR, VDR ) HRE'lere baglanmasi, hiicreye spesifik olarak sentez edilen
yardimci faktorlere baghdir. Ornegin ligand baglamamis RAR'G RAR'Unin yardimei faktérii
olarak etki eder. Diger reseptérler icin de benzer yardimc! faktérierin varli§i muhtemeldir.

Reseptorin GRE'e baglanmasiyla transkripsiyonel aktivitenin baglamast, kromatin
yapsindaki degisikliklerle gerceklesebilir. Niikleozomda yerlesmis bulunan HRE'e reseptériin
baglanmasi ve reseptoriin TAF bélgesinin cesitli transkripsiyon faktorlerle iligki kurmasi,
niikleozomun degisiklife ugrayarak agiimasina neden olur. Béylece inisiyasyon kompleksinin
transkriApsiyon baslama bolgesine yerlesmesi mimkin olur. HRE transkripsiyon baslama
bélgesinden uzaktaki bir niikleozomda bulunuyorsa, inisiyasyonun baglamasi igin bazi ara
transkripsiyon faktérler (TIF=Transcription Intermediary Factor) devreye girer. Bir reseptor
ancak TATA boxin kisa bir aralikla yukarisina yerlesmis bulunan HRE bagladiginda gen
ekspresyonunu uyarabilir. E§er HRE TATA box'tan uzaktaysa gen ekspresyonu gerceklesemez

(69, 95, 137).



3-1V) Dimerizasyon

Nikleer reseptorler genel olarak homodimer ( iki ayni tip proteinin etkilesmesi ) olarak
yanit bolgeleriyle etkilesifler. Yapian calismalar dimerizasyon icin proteinler arasindaki
etkilesimin gerekliligini gostermistir. Amino asit dizilerinin iligkisi "heptad repeats = yedilik
tekrarlar " veya " I0sin zipper motifs = I6sin fermuar motifleri " ile agikianmigtir.

iki farkh reseptér arasinda da heterodimer formu gerceklesebilir. Heterodimer olusumu
glikokortikoid reseptorierden baska progesteron ve ostrojen reseptorieri icinde gésterilmistir.
Heterodimer olusumu sadece reseptdr proteinler arasinda gergeklesmeyip, iki protoonkogen
protein ( c-jun ve c-fos ) arasinda da gergeklesebiiir. Ornedin; c-jun proteini direki olarak DNA'ya
baglanirken, c-fos proteini "lgsin zipper motif " yoluyla c-jun'a bé@lamr. Bu heterodimer formu
gerceklestigi zaman, heterodimer formu DNA'daki AP-1 bdlgesine baglanip komsu genin
transkripsiyonunu gercgeklestirir. Glikokortikoidlerin etki mekanizmalarindan biri de c-jun ile
heterodimer formu olusturup, bu onkogen proteinin etkisinin inhibisyonudur ( Sekil 5C).

GR'l sollisyonda homodimer formu olusturabilsede, bu yap: stabil degildir ve GR'G bir
monomer olarak GRE polindromunun yarim bélgesine baglanir. Bununla beraber optimal
baglanma homodimerizasyon formuyla tamamlanir (Sekil 8A) (55, 69, 157).

3-V) Gen Transkripsiyonuna Etkisi
GRE'e baglanan GR'0 ic muhtemel yolla genomik transkripsiyonunu etkiler (1, 3, 121).

a) Pozitif olarak transkribe edilen genlerde, GR'U homodimer formunda glikokortikoid
tarafindan transkribe edilecek genin promofor boigesindeki veya enhanger bolgesindeki
GRE'e baglanir. Boylece ligand baglamis GR dimeri polimeraz Il inisiyasyon kompleksini
stabilize eder. Bu stabilizasyon olayini muhtemelen transkripsiyonun hiz belirleyici faktérti olan
transkripsiyon faktér lIB (TFHIB)'ye baglanarak gergeklestirir (Sekil 5Ba).

b) Glikokortikoidlerce negatif olarak regiile edilen genlerde ise, GR dimerleri diger
transkripsiyon faktérlerin  yanit bolgelerinin  bir kismi ile etkilesime girer. Boylece onlarin
etkilerinin ortaya ¢ikigini engelleyerek transkripsiyonu durdurur ($ekil 5Bb).

c¢) Uglincti yol glikokortikoidlerin biyiimeyi durdurucu (antigrowth) ve antienflamatuar
etkisinin ortaya ¢iktigi yoldur. ‘Glikokortikoid baglamis reseptér monomeri c-jun proteinine
baglanarak apolipoprotein-1 ( AP-1) transkripsiyon faktérii ( c-fos-c-jun heterodimeri )'niin
hicre icinde kompleks olusmasint dnler. Bdylece bu transkripsiyon faktériiniin DNA'da AP-1
bolgesindeki yanit bolgesine baglanmasi engellenerek, AP-1  transkripsiyon faktoriinin
blyUmeyi arttinci etkisi énlenir (Sekil 5Bc).



A Dimerizasyon GRE ile etkilesim

c-jun ile._etkilesim

Transkripsion kompleksi

Polimeraz ‘

S;kil 5 : Glikokortikoidlerin GR'ler yoluyla molekuler etki mekanizmalari. (A) Ligand
baglamamis reseptér sitoplazmada heterodimer yapisinda ( hsp 90 proteinine bagh ) bulunur
(1). GR'lere hormon (H) bagladiginda, GR'ler monomer (2) veya dimer (3) yapisinda nikleer
poriar vasitasiyla nilikleusa gecerler. Niukleusa gecen GR'ler ya GRE'lere (4) yada c-jun gibi
transkripsiyon faktériere (5) baglaniar. (B) Glikokortikoidlerce pozitif olarak kontrol edilen
genlerde, GRE'e baglanan GR dimeri gen transkripsiyonunu uyanr (a). Glikokortikoidlerce
negatif olarak kontrol edilen genlerde ise GR dimeri diger transkripsiyon faktérerin  DNA'daki
yanit bélgelerine baglanmalarint énleyerek gen transkripsiyonunu engeller (b). GR monomeri
bazi durumlarda c-jun gibi transkripsiyon fakttrlerle etkileserek, bu fakiorierin transkripsiyonu

baslatmasini énler (c) (3).



3-VI) ikincil Haberciler

GR ile GRE'tin etkilesimi glikokortikoid hormon etkisinin ilk agsamasini olusturur. Bununla
beraber, glikokortikoidlerin énemli biyolojik etkilerinin bazilan ikincil haberciler vasitasiyla
gerceklesir.

ikincil habercilerin en 6nemli sinifi fosfolipaz-inhibitdr protein ailesinden lipokortinlerdir.
Lipokortin  glikokortikoidlerce gen diJzeyinde reglile edilen bir fosfoproteindir. Lipokortin
fosfolipaz A,'yi inhibe ederek lipid depolarindan arasidonik asid salhnimini inhibe eder.
Arasidonik asit prostaglandinlerin, tromboksanlarin ve I6kotrienlerin sentezi icin hiz sinirlayici
bir molekil oldugundan, lipokortin biyolojik olarak ¢ok aktif maddelerin sentezinde énemli bir rol
oynar. Bu ylizden lipokortin sentezinin glikokortikoidler tarafindan uyariimasi, glikokortikoidlerin
antienflamatuar etkilerinin 6nemli bir asamasidir. Lipokortinin direkt antienflamatuar etkiside
vardir. Ayrica lipokortinin, Fc reseptérierinin  glikolizasyonunda ve natural killer hiicre

fonksiyonunda rol oynadifida goésterilmistir.

Arasidonik asit, prostaglandinler ve I6kotrienler, transepiteryal CI- transportu ve mukus
sekresyonunda &nemli etkilere sahiptirler.. Bu fonksiyonlardan her ikiside kistik fibrozda
bozuktur, Kistik fibroz hastalarinin lenfosit ve fibroblastlarindaki arasidonik asit saliniminin
bozuk oldugu fakat GR mikiannin ve afinitesinin normal oldugu tespit edilmistir. Bu ylizden
kistik fibrozda glikokortikoidler tarafindan arasidonik asit salinim bozuklugunun sebebi ancak
lipokortin veya fosfolipaz proteindeki bozukluktan kaynaklanabilir (22, 55).

3-VIl) GR Regiilasyon Mekanizmas:

Bir hiicrede GR bulunmas: glikokortikoidlere yanit icin ilk sarttir, fakat hormonal yanitin
garantisi degildir. Hiicresel farkhhkiar, reseptér afinitesindeki degisikiikler, reseptorii modifiye
eden fakibrier ve reseptér konsantrasyonundaki farkhliklar glikokortikoidlere yanittaki farklihgin

sebebidir.

Ligand vasitasiyla reseptér konsantrasyonunun otoregllasyonu, peptit, steroid ve
norotransmitir reseptorlerinin ¢ogu igin bildiriimistir. Glikokortikoid miktarindaki artis GR'lerin
down-regiilasyonla ( reseptor konsantrasyonunu azaltan hiicresel bir mekanizma ) azalmasina,
glikokortikoid miktarinin azalmast GR konsantrasyonunun  up-regiilfasyonla ( reseptér
konsantrasyonunu arttiran hiicresel bir mekanizma ) artmasina sebep olur. Bu etki 4-5 glin
sonra normale doner. GR'lerinin otoregililasyonu bir ¢ok hiicre serisinde, canh deney
hayvanlarinda ve sagitkli insanlarda gésterilmistir.

Sadece glikokortikoid agonistieri GR sayisini degistirebilir; ostrojenler, progestinier,
androjenler ve mineralokortikoidler GR regtilasyonunda etkisisizdir. GR'lerin down-regiifasyonu

hormon konsantrasyonuna baghdir. Bu etki reseptérin ligand baglama afinitesine benzer bir
konsantrasyonda meydana gelir (yaklasik 3nM). Glikokortikoidlerin  saturasyon
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konsantrasyonu, kalan GR molekdllerinin ligand baglama afinitesini etkilemeksizin GR sayisinda
%50-75 azalmaya sebep olur. Glikokortikoidierle muamele ( kisa veya uzun miiddet ) hicbir
zaman reseptérlerin tamamini ortadan kaldirmaz. Reseptorierin yaklasik %20-40'1 down-
regtilasyona rezistandir. Bu reseptorler incelendiginde, reseptorlerin 'yapxsal ozelliklerinde
herhangi bir dedisiklije rastianmarmistir. Muhtemel bir agikiama, down-régalasyona rezistan
reseptorlerin DNA'ya bagl kalarak stabil durumda bulunan reseptoérier olabilecegidir.

Otoregiilasyon cycloheximide gibi protein sentez inhibitériniin mevcudiyetinde de
gerceklesebildiginden dolayi, protein sentezine badh degildir. Down-regiilasyon genellikie
yavastir ve glikokortikoidlerle muameleden en az 24 saat sonra baslar. Glikokortikoidlerin
ortamdan uzaklastinimasiyla, GR'lerinin normal seviyeye ulasmasi protein sentezine bagl

oldugundan genellikle yavas meydana gelir.

Reseptor otoregiilasyonu, mRNA'st seviyesinde de gerceklesebilir. Sicaniarla yapilan
deneylerde, dekzametazon muamelesinden 18-48 saat sonra sonra GRmRNA'sinin  %50-80
oraninda azaldi§i, 72 saat sonra ise GRmRNA'sinin normal seviyeye geldigi tespn edilmistir..
Insan fibroblast hGRmRNA'sinda da benzer sonuclar alinmistir.

Resepior down-reglilasyonu protein senlezinin  azaltimasiyla alakall  olmayip,
glikokortikoidlerin ~ kendi GR genleriyle yaptiklan  etkilesimin bir sonucu ortaya cikan

posttranskripsiyonel bir regtilasyondur.

GR sayisindaki degisiklikier sadece glikokortikoidlere bagh degildir. Hicrenin ‘enerji
metabolizmasindaki degisiklikler de GR sayisini degistirebilir. Hicredeki ATP duzeyi, reseptoriin
hormon baglama kapasini diizenler ve reseptoriin steroid-baglamayan formdan steroid-
baglayan forma dénusimiinii sagiar. Bu ylizden GR'iine glikokortikoidlerin baglanmasi direkt
olarak ATP seviyesiyle iliskilidir. Enerji kisitlayici kosullarda reseptoriin steroid-baglamayan
formunun birktigi tespit edilmistir. Reseptérdeki bu degisiklik geriye déntstmli ve hizlidir
(dakika-saat).

Hicresel GR konsantrasyonunun regiilasyonunda cAMP'nin de roli vardir. Hiicresel
cAMP miktanni arttiran  gjanlar, hem GR'e [BHl-dekzametazon baglanmasim hem de
GRmMRNA miktarini 2-3 kat arttimaktadir. Diger taraftan cGMP artisi glikokortikoid baglanmasini
inhibe eder. Bu yiizden cAMP'nin cGMP'ye orani hem reseptér konsantrasyonunda hem de
reseptor aktivitesinde Snemli bir rol .oynar. cAMP'nin, cAMP protein kinazin aktive ederek
GR'iinii fosforile ettidi ve bunun sonucunda GR'Uniin hormon baglayan formunun arttigt tespit
edilmistir. Diger yandan cAMP, GRmRMA'sinin yahlanma émrinl uzatarak GRmRNA miktarini

arttirmaktadir.

cwe

GR konsantrasyonunun hiicre sikliisiiyle de degistigi ve S fazindaki hicrelerin G, ve G,
fazindaki hiicrelerden 1.5 ile 3 kat daha fazla GR konsantrasyonuna sahip oldugu gosterilmistir.
Ayrica hiicre yiizey moduletorleri de (Konkavalin A) reseptor sayisini etkiliyebilir.



Hicre kaltir yast da reseptdr sayisini etkiler. Fazla pasaj yapilmis hiicrelerin, az pasaj
yaptlmis hiicrelerden yaklasik %70 oraninda daha az reseptér icerdikleri tespit edilmistir.

GR'lerinin proteolitik bir reaksiyona maruz kaldiklari bilinir. Reseptori bolebilen enzimler
kalsiyuma bagh calisan enzimlerdir. Bu enzimatik reaksiyonlan, reseptér regllasyon
mekanizmasina dahil eden herhangi bir bulguya rastianmamistir (15, 38, 55, 66, 150).

3-VIllj Glikokortikoid Rezistansi ( Direnci )

Glikokortikoid rezistansinin klinik gériintiisii, asemtomatikten mineralokortikoid velveya
adrenal androjen fazlalidina kadar gesitlilik gosterir ( Tablo 3).

Tablo 3 : Glikokortikoid Rezistansinin Patofizyolojisi

A- Normal Glikokortikoid Fonfsiyonu
Asemptomatik
Kronik yorgunluk ( glikokortikoid eksikligi ? )
B- Mineralokortikoid Fazlalik
Hipertansiyon
Hipokalemik alkaloz
C- Androjen Fazlahd
Kadinda maskillinizasyon: Akne, killanma, menstiiral diizensizlik
(oligoamenaore), aligooviilasyon, infertilite
Erken plberte

Spermatogenezde anormallik

Glikokortikoid rezistansimin kiinik belirtisi hastalann biiylik bir ¢oguniugunda ortaya
ctkmaz. Bazi hastalarda ise beliri dokularda ortaya ¢ikan glikokortikoid rezistansin
kompanzasyonunun gerceklestirilememesinden kaynaklanan kronik yorguniuk belirtileri ortaya

ctkabilir.



Kortizollin mineralokortikoid aktivitesi az olmasina ragmen, bazi hastalarda
deoksikortikosteron ve kortikosteronun miktarinin artmasi hipertansiyona, daha ciddi hastalarda
hipokalemik alkoloz gibi mineralokoriikoid fazlali§i bulgulanna sebep olabilir,

Adrenal androjenlerin artan seviyeleri oligoamenore, oligoovilasyon ve infertil kadiniarda
erkeksi oOzellikleri kapsayan androjen faziahg bulgularma. sebep olur. Ayrnica  foliikil stimiilan
hormonun ( FSH ) feedback regiilasyonu ile adrenal androjenlerin kangmasi, erkeklerde

anormal spermatogenezise ve erken puiberteye neden olur.

Glikokortikoid rezistansi otozomal dominant bir gecis gosterir. Semtomatik hastalann
Klinik bulgulan ayni aile iginde bile farklihk gosterebilir. Bu durumun iki muhtemel agiklamasi
vardir. ki, mineralokortikoid ve androjen irinlerinin gesitliligi, iikincisi ise mineralokortikoidlere
ve androjenlere hedef dokulaninin hassasiyetindeki farkhiiktir. Bu ylzden benzer steroid

artiglarinda bile ayni klinik belirtiler gériiimeyebilir.

Glikokortikoid rezistansinda periferal dokulann ve HHA sistemin glikokortikoidlere
hassasiyeti azalmistir. Kortizol HHA sistemdeki CRH ve ACTH sentezini baskiliyamaz. Bu
yiizden adrenal bezden normalden daha fazla kortizol, adrenal androjen ve mineralokortikoid
yapilir.  Periferal dokular gibi hipofiz ve hipotalamusta aym derecede glikokortikoidlere

direnclidir, fakat glikokortikoid fazlahgi bulgusu yoktur.

Glikokortikoid rezistansina fonksiyonel olarak anormal GR'ler sebep olur. GR'lerindeki
fonksiyonel degisiklikler; afinitelerinin azalmas), sayllannin azalmasi, DNA'ya baglanmalarinin
azalmasi ve termobilitedir. Hicbir deney sistemi bu bozukluklarin tiiminl ortaya g¢ikaramaz.
[3H]-Deksametazon baglama deneyi geneliikle engok kulianilan deney sistemidir,

Glikokortikoid  rezistansinin molekiiler mekanizmasini aydiniatmaya calisan birkag
calisma vardir. Glikokortikoid rezistansl bir ailede yapilan bir ¢ahgmada, reseptoriin steroide
baglanma afinitesini degistiren bir nokta mutasyonu tespit edilmigtir. Ligand baglama sahasinda
olan bu nokta mutasyon, reseptériin 641'inci pozisyonunda asidik bir amino asit olan aspartati
hidrofobik bir amino asit olan valine dénustirir. Bu mutasyon ligand bagléma fonksiyonunu
etkilediginden, reseptériin ligand baglanma afinitesi degisir.

Glikokortikoid rezistansli baska bir ailede ise GR konsantrasyonu % 50 azalmig fakat

reseptor afinitesi degismemistir. Yapilan c¢alismada exon 6 ile intron 6'in 3’ sinirinda 4 baz
ciftlik heterozigot bir delesyon tespit edilmistir. Bu mutasyon GR mRNA yapiminin azaimasina
veya onun daha hizli yikimina yol agarak GR konsantrasyonunu diglrmektedir.

Calisilan diger bir ailede ise cDNA'nin 2317 pozisyonundaki bir nokta mutasyonun
adenini guanine dénistirdidu tespit edilmistir. Ligand baglama sahasindaki bu mutasyon,
GR'ln fonsiyonel yetenegini ve afinitesini azalmaktadir (3, 26,94 ).
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3-1X) insan Glikokortikoid Reseptérierinin Onemi

Tipta GRllerinin  6nemi, hematopoitik kanserlerde hormonal hassasiyetin ortaya
ctkmastyla anlasiimistir. Akut lenfoblastik l6semi ( ALL ) igin bir model sistem olan insan l6semik
hiicre serisi CEM C7 hicreleri glikokortikoid rezistansimin mekanizmasinin aydinlatiimasinda
kullaniimistir. Bu hiicrelerle yapilan cesitli calismalar glikokortikoid rezistansinin  sebebini tam
olarak agikhyamadi§indan (156), klinik (;,ahgmalar cesiti hastaliklarda GR miktarinin tespitinde

odaklanmistir (91).

GRllerinin varlid tedaviye yanitta cok 6nemli olmasina ragmen tek basina steroide
hassasiyeti klinik agidan ortaya ¢ikaramaz. Bu ylizden bu konuda yapilan ilk  ¢alismalarda,
GR sayisi ile glikokortikoidlere klinik hassasiyet arasinda tam bir iligki ortaya cikarilamanustir
(31)

ALL'li bazi hastalann steroid tedavisine direngli oldugu veya tedavinin devami sirasinda
yanitin kesildigi iyi bilinir. insan lenfoblastlan ile yapilan calismalar, dusiik GR seviyesinin
glikokortikoid direngi ile iliskili oldugunu ve GR miktarindaki azalmanin glikokortikoid direngine
yol acti§int ortaya cikarmustir. [n vivo steroide hassasiyetie, ALL'deki GR seviyesinin yas ve
immunolojik kriterlerle korelasyonuna gore hastalarin secimi son derece énemlidir ve ALL'nin
spesifik subgruplari iginde yiiksek reseptér miktan hastanin remisyona girmesi ile iligkilidir.
Bundan dolayi GR'niin mevcudiyeti 16semik hiicrelerin biyokoiyasal farklilagsmasinin derecesi
icin bir belirleyici olabilir (28, 90). Teshis ve relaps arasinda GR miktarindaki azaima steroide
rezistans ile iliskili olmasina ragmen diger mekanizma veya mekanizmalarda ALL'deki steroid
rezistansindan sorumiu olabilir. Bu konuyla ilgili yapilan galismalarda, bazi 16semik hastalarda
tespit edilen anormal reseptorierden endojen enzimlerin sorumlu olabilecedi ve bundan dolayi

_bu hastalann tedaviye yanitsizhginin reseptérierin yapisal defektinden dolayi olmadig: ortaya
cikariimigtir (62). Ayrica diferansiyasyon kromatinin yapisal degisikligine ve GR ile nonhiston /
DNA' birlesme bdlgelerinin  de§ismesine  neden olabilecedinden, hormon rezistansinin
gelismesinde bu degisikliklerin de roli olabilir (55).

AlLL'erin diginda diger l6semi tiplerinde GR seviyesi ile glikokortikoidlere klinik yanit
arasinda tam bir iligki ortaya cikarilamamistir (32). Boyle bir korelasyon sadece ALL (61, 76)
ve non-Hodgin lenfoma (12) igcin gosteriimistir.

Astimli hastalarin glikokortikoid tedavisine zayif yanit vermelerinin anormal GR'lerinden ve
glikokortikoid klirensinin artmasindan kaynaklandid bildiriimistir (75).

Miyestanya gravisli hastalarin monontikleer hiicrelerinde ( 17 ) ve romatoid artritli (RA)
hastalarin (134) fibroblastlarinda, GR afinitesi normal fakat GR miktarinda azalma tespit
edilmistir. Bunun sebebinin kortizol sentezinin bozulmasi sonucu kortizol miktarimin artmasindan
dolay! olabilecedi stylenmistir. Tezat olarak, Murakomi ve arkadaslari (107) RA ve Sjdgrens
sendromu gibi bag dokusunu tutan hastaliklarda, lenfosit GR sayi ve afinitesinde bir degisiklik
tespit edememigierdir. Schiechte ve Sherman, menial depresyoh durumiarinda tarif edilen
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kortizol fazlaliginin lenfosit GR miktarini degistirmemesi, depresif hastalardaki hiperkortizolemi
durumunun periferal glikokortikoid rezistansinin bir durumunu yansitabilecegini gésterir (136).

Nefrotik glomerulonefritli hastalarda yapilan calismalarda, bu hastalarin glukokortikoid
tedavisine yanit vermeyen bir subgrubu tespit edilmistir. Acik acii glokom hastalarinin
glikokortikoidlere asin hassas oldugu bildirilmistir; fakat bu asin hassasiyet sebebinin GR
anormalliginden kaynaklandigina dair herhangi bir bulguya rastlanmamistir (55).

Damak yanginin diferansiyasyon siirecinde reseptbére bagh glikokortikoid indliksiyonu
gosterilmistir. Embriyonik damak huicrelerinde immunokimyasal teknikler kullanilarak GR'lerinin
varligr gosterildiginden, gdlikokortikoidlerin insan sekonder damak gelisiminde  etkisinin
olabilecegdi sbylenmistir (55).

Glikokortikoidler akciger maturasyonunu hizlandirdidindan prenatal terapide siklikia
kullanihir (118). Fetal doku ekstrasyonlarinda, akcigerlerde yiiksek konsantrasyonda GR'lerin
bulundugu bildiriimistir (5). GR'lerin neonatlarin akcigerlerinde de bulundugu fakat hiyalin
membran hastalikh veya idiopatik respuratuar distress sendromiu prematlrierin akcigerlerinde
bulunmadigi tespit edilmistir. Bu ylizden GR yoklugunun hiyalin membran hastalklarinin bir
sebebini olusturabilecedi bildiriimistir (77). Ayrica Heller ve arkadaglen insan plasentasinin
sitozollinde, insan orjinli dijer dokularla kiyaslandiginda benzer fizikokimyasal ézellikiere sahip
GR'lerin mevcudiyetini gbstermislerdir (59).

Glikokortikoidler  immiinolojik ve enflamatuar akciger hastaliklarinin blyitk bir
cogunlugunda tedavi amaciyla kullanilir (116). Bronkoalveolar lavaj sivisindaki MNH'lerin
kandaki MNH'er ile benzer fenotipik ozellikler tasidiklan gosterilmigtir (25, 45 ). GR miktan
6zellikle sarkoidoz ve idiyopatik pulmoner fibrozis hastalarinin tedavisinde o6nem tasir.
Sarkaidoz hastalannin genellikle daha fazla oranda glikokortikoidlere yanit vermelerinin GR
sayisindaki fazlaliktan kaynaklandigi bildiriimistir (2, 138). Glikokortikoidlere yanit veren
hastalarin yanit vermeyenlere gore daha fazla GR'lere sahip olduklarn gosteriimistir (82, 117).

4- Glikoz Transportu

Glikoz metabolizmanin énemli bir maddesidir. Barsaktan emilen veya karacigerde yapilan
glikoz, hiicre membraninda yerlesmis bulunan spesifik glikoz tasiyici proteinler (glikoz transport
protein) vasitasiyla kandan viicudun tiim hicrelerine taginir (89).

Cogu hucreler glikozu pasif kolaylastinimis diflizyonla hiicre icine alirken, bébrek ve ince
barsak gibi dokular sodyuma bagi aktif transport sistemiyle glikozu hiicre igine alir (40).

Glikoz transport proteinler tarafindan glikozun hiicre icine alinmasi dért asamada
gerceklesir. (a) Ekstraselliler ortamdaki glikozun glikoz transport proteinine baglanmasi. (b)
glikoz transport protein-glikoz kompleksinin konformasyonel degisimi. (c) Glikozun hiicre igine

birakiimasi. (d) Transport proteinin baslangi¢ sekline dénmesi.
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Gerek aktif gerekse pasif transport sistemiyle glikozu hiicre igine tagiyan glikoz transport

proteinler genis bir transport protein ailesinden gelir.

4-1) Glikoz Transport Proteinleri

Herbir doku kendi glikoz gereksinimine gore farkh glikoz ‘transport proteinine sahiptir.
Glikoz transport proteinler 6 gesittir (4, 11, 103).

GLUT1; Molekiler afirh§i 54117 Dalton olup, 492 amino asitten olusur. insan

eritrositlerinde, plasentada, fetal dokularda bulunur. Ayrica diger dokularda da yaygin bir sekilde
bulundugu tespit edilmistir. Glikoza afinitesi ylksektir (Km: 17 mM).

GLUT2; Molekiiler agirhgi 57000 Datlton olup, 524 amino asitten olusur. Pankreasin beta-
hiicrelerinde, barsakta, ve karaciger ile bobrek gibi kana glikoz veren organlarda bulunur.
GLUTZ2'nin saturasyonu igin yuksek glikoz transportu gereklidir (Km: 42 mM).

GLUT3; Molekiler agirhgr 53933 Dalton olup, 496 amino asitten olugur. Beynin néral
hiicrelerinde bulunur. GLUT 1'lerden daha yiiksek bir afiniteyle glikozu tagir (Km: 11 mM).

GLUT4; Molekuler agirh@r 54797 Dalton olup, 509 amino asitlen olusur. Insulin tarafindan
regile edilebilen GLUT4 sadece yag dokusu ile iskelet kasinda bulunur. Glikoza karg: afinitesi
cok yuksektir (Km: 2 mM).

GLUTS5; Molekiler agirhdr 54983 Dalton olup, 501 amino asitten olusur. Baslica ince
barsakta, daha az miktarda bobrek, iskelet kasi ve ya§ dokusunda bulunur. Heniiz fonksiyonu
tam olarak tespit edilememistir.

GLUT7; Molekuler agirigr 53000 Dalton olup, 528 amino asitten olugur. Plazma
membranindan ziyade, hepatositierin endoplazmik retikulumunda yerlesmigtir.

4-1l) Glikoz transport proteinlerin regiilasyonu

insiilin tarafindan aktivitesi diizenlenebilen glikoz transport proteininden baglicasi GLUT4
olup, GLUT1 daha az oranda insiiline hassastir. Bunun nedeni, GLUT1'in dokularda ¢ok yaygin
olarak bulunmasi ve az miktardaki insulinle bile kolayca uyarilabilmesidir.

Bu iki glikoz transport proteininin fonksiyonu akut ve kronik olmak Uzere iki yolla
degistirilir.

Akut regiilasyon; Insilin GLUT%in hilcre yilizey konsantrasyonunu arttinir. Ayrica
biylime faktorleri gibi cesitli ¢evresel uyaranlar ve farkh bluyime durumlan da GLUT1'in
fonksiyonunu degistirebilir (49 ).

Viral enfeksiyonlar, 1s1 goku, arsenit, solunum inhibitrleri ve alkali pH gibi cesitli stres

durumlan GLUTTlerin  akut regiilasyonuna yol agar. Bu regilasyon GLUT1in miktarinin
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protein senteziyle degistirimesinden ziyade, transport proteinlerin plazma membranina
tasinmasi (translokasyonu) ile iliskilidir.

GLUTA4'erin genellikle % 98'u hiicre igcinde bulunur. insdlinin akut uyarimi ile yaklasik
%20'si plazma membranina geger. insifinin plazma membranindaki reseptorierine
badlanmasiyla, sitoplazmada bulunan glikoz transport proteinler plazma membranina geger. Bu
translokasyonu uyaran sinyalizasyon heniiz tam olarak anlagilamamistir. Glikozun hiicre igine
gecisi sona erdiginde, insiilin reseptériinden aynilir ve plazma membranindaki glikoz transport
proteinler tekrar hiicre icine gecerler. isoproterenol gibi beta-adrenerjik agonistier, ACTH ve
glukagon gibi lipolitik ajanlar insdifinin stimiile ettigi transportu azaltir. Adenozin, nikotinik asit ve
prostaglandin E1 gibi antilipolitik ajanlar ise instlinin uyardigi transportu arttinr. Bu uyaranlarin
etki mekanizmasi, transport proteinlerin aktivitesinin degistiriimesi ile gerceklesmektedir (4).

Kronik regiilasyon; Kisa sdireli stres durumlan GLUT1'in sentezini etkilemezken, uzun
streli stress durumian hem GLUT1 mRNA'si hem de GLUT1 protein miktari Gzerine etkilidir ve
transport miktarint 20 katin {izerinde arttirir. Bazi hiicrelerde ise sentezde bir degisim goriiimez,
sadece GLUT1'lerin inaktivasyonunun azalmasindan dolayt transportun arthig tespit edilmistir.

GLUT1'in kronik uyaranlar; Serum, bliyime faktérleri ve interikinier ( EGF, PDGF, FGF,
TGFB ve interlokin 1), forbol esterleri, cAMP ve viral transformasyonlardir (4).

Obezite ve tip Il diabette instliline bagl glikoz transportunda meydana gelen post-reseptér
bir bozukluk insiilin rezistansina yol agar (47, 115).

4-lll) insiilin Rezistansi ve Glikoz Transportu

insilinin karbonhidrat metabolizmas) ilizerine en Snemli etkilerinden biri hiicrelerin glikoz
kullanimini arttirarak kan sekerini dilstirmektir. insilin bu etkisini 6zellikle kendine spesifik olan
GLU4 ve GLUT1 transport proteinleri Gizerinden gergeklestirir.

insiiline bagh glikoz transport bozukluguyla oriaya cikan insilin rezistansinin, glikoz
transport proteinlerin ( ézellikle GLUT4 ) sayisinin azalmasindan ziyade bu proteinlerin plazma
membranina translokasyonunun veya proteinin aktivitasinin azalmasindan kaynaklandigi
-bildiriimigtir (104, 143).

Glikokortikoidlerin  diabetojenik etkilerinin ~ hem hepatik hem de periferal insiilin
rezistansindan  kaynaklandigi ve insiline bagh glikoz transporiunu bozarak insilin

rezistansinin olugsmasina neden oldugu bildiriimis (57, 155).

Mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamissada, glikokortikoidler glikoz transport
proteinlerin fonksiyonunu etkileyerek glikoz transportunu azaltirlar. In vitro yapilan ¢alismalarda
glikokortikoidierin bu etkilerinin GR sayisna baglt oldugu ve .GR miktarinin artmastyla 3-0-Metil-
glikoz ( 3-O-MG ) transportunun azaldidi bildirilmistir (154).
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Lokositlerdeki glikoz transportu kolaylastinimis difiizyon vasitasiyla gerceklestirimektedir
(40). 3-0-MG hiicre icinde metabolize olmayan bir glikoz anologu olup, glikoz transport
calismalarinda yaygin olarak kullanilir (113, 114). Bizde normal ve hasta grublarinda yaptigimiz

glikoz transport cahgmasinda 3-O-MG'u kullandik.

5.- Hastaliklardaki Durumu

5-1) Obezite
Obezite genel olarak adipoz dokunun miktannin artmasi seklinde ifade edilir. Obeziteye

yol acan enerji metabolizmasindaki bozukluklar, adipoz dokuda enerjinin trigliserit formunda
depo edilmesine yol acar. Glikokortikoidler bu olugumu arttirmaktadir (43).

Obezitenin etyolojisi kesin olarak aydinlatiiamamistir. Genetik, néral, hormonal, metabolik,
besinsel, psikolojik ve sosyoekonomik faktorier obezitenin gelismesinde rol oynamaktadir
(132).

Oberzitenin gelismesinde rol oynayan endokrin degisiklikler son yillarda yogun olarak
arastiimaktadir (51). Obez kisilerin endokrin fonksiyonundaki degisiklikler kortizol yapimini da
etkiler. Kortizol yapiminin artmasi, kortizol yikimi ile dengelenerek plazma kortizol diizeyi normal
seviyede tutulur. Kortizoliin artan metabolik klirensi sekonder olarak kortizol baglayan proteinin

plazma konsantrasyonunu da. artinr (13, 14, 80).

Slavnov ve arkadaslari obezitede artan kortizol tretimini muhtemelen agiklayan plazma
ACTH seviyesinde orta dereceli bir artis bildirmislerdir (139).

Obezitede kortizol metabolizmasinin artmasi kortizoliin kortizona oksidasyonunun bir
neticesidir. Kortizonun ACTH izerine inhibisyon etkisi kortizolden daha zayiftir, bu ylzden
ACTH'nun miktar artar ve daha fazla kortizon yapimi uyaribr (16).

" Obez kigllerin HHA sisteminde olusan bu regiilasyon  bozukiugunun obezitenin
gelismesindeki rolii deney hayvanlannda gosterilmistir (60).

5-1) Polikistik Over Sendromu

Polikistik over sendromu { PKOS ), over hiperandrojenemiye bagh dedisik klinik bulgular
le karakterize edilen bir hastalikir. PKOS'u kadinlarda menstiral siklis buzuklugu ve
hiperandrojenemi bulgulari mevcuttur. Menstiral siklué bozukiugu genellikle "oligopamenore
veya sterilite, hiperandrojenemiise hirsultizm ve akne olarak ortaya ¢ikar. PKOS'da gorulen
diger bulgular obezite, hiperprolaktinemi ve insiilin rezistansidir (52, 98).



Over fonksiyonunun bozulmasi ve over kaynakh androjen  yapimindaki artma,
hiperandrojenemiye neden olur. Over fonksiyonunun bozulmasina neden olan faktérlerin
basinda LH fazlah§ veya LH/FSH oraninin yikselmesi neticesinde overlerin  uyariimasinin
artmasidir. Diger nedenlerden biri over disi androjen yapiminin artmasi, digeri ise over steroid
sentezinin cesitli enzim eksikiigi ( 3g-HSD, 17-Ketosteroid rediiktaz ve aromataz ) sonucu

bozulmasidir (39).

Over disI androjen yapiminda adrenal bezin katkisi PKOS'munun patogenezinde rol
oynayabilecegdi onceleri pek kabul edilmezken (158), HHA sistemdeki regllasyon bozulmasi
sonucu adrenal bezin fonksiyonunun artmasimin  PKOS'nun patogenezinde etkili olabilecegdini

gosteren gcaligmalar yapilmistir (24, 33, 53, 102).

5-1ll) Konjenital Adrenal Hiperplazi

Konjenital adrenal hiperplazi ( KAH ) mineralokortikoid ve kortizol sentezi igin gerekli
enzimlerden birinin eksikligi sonucu gelisen ve klinikte siklikla anormal dis genital yapi ve erken
plberie ile ortaya ¢ikan bir {ablodur. Otozomal dominant bir gegis gdsterir. Kortizol eksikliginin
derecesine gore klinik bulgular farklilik gostermektedir ve glikokortikoid tedavisi hastalar igin

blylk énem tasir (167).
KAH'ye yol agan enzimatik defektler sunlardir;
1) 21-Hidroksilaz eksikligi ( 21-OH )
2) 11B-Hidroksilaz eksikligi ( 118-OH )
3) 3p-Hidroksisteroid dehidrogenaz ( 3p-HSD )
4) 17o-Hidroksilaz eksikiigi

5) Kolesterol desmotaz eksikligi

KAH vakalarinin blyiik gogunlugunda 21-OH eksikligi temel nedeni olusturur. 11B-OH
ve 3B-HSD enzim defektleri daha az siklikla raslanir. 17a~Hidroksilaz ve - Kolesterol desmotaz
eksikligi ise nadir gorldr.

Kortizol sentezinin hiz belirleyici enzimleri olan 21-OH ve 118-OH enzimlerinin eksikligi
sonucu, HHA sistemdeki kortizolin negatif feedback etkisi ortadan kalkar. Bunun sonucu
olarak ACTH'nun sentezinin inhibe edilememesi adfenokortikal hiperplaziye neden olur.

Tuz metabolizmasi ve su volimiindeki- imbalans iki enzim eksikliinde farkhilik gosterir.
21-OH eks‘ikliginde bozulmug aldosteron sentezi tuz kaybi ve hipovolemiye sebep olurken, 11p



-OH eksikliginde mineralokortikoid deoksikartikosteron ( DOC )un artmasi su volimininde
artisa ve hipertansiyona neden olur (110).

21-OH Eksikligi ; 21-OH eksikliginin iki sonucu vardir. (1) Kortizol sentezi bozulur. (2)
Hipotalamus ve hipofizde kortizolin negatif feedback etkisinin kaybolmas! sonucu, 21-OH
asamasinin  Gstliindeki kortizol &nciileri (prekirsér) -~ birikir  ( 17-hidroksi  progesteron,
pregnenolon, 17-hidroksi pregnenolon ve progesteron ). 17-hidroksillenmis prekiirsérler adrenal
androjenlere cevrilir.

21-OH eksiklig’jinden dolay: KAH'li kadinlarda belirsiz bir genital olusur. Erkek ve kadinda

yiksek ACTH'dan dolayr hiperpigmentasyon gérilir. 21-OH eksiklidinde kortizol tespit
sinirlarinin altinda veya normal sintrin altinda tespit edilebilir. 17-hidroksi progesteron ( 17-OHP)

ve adrenal androjenler artar (10, 100, 110).
114-OH Eksikligi ; 11p-OH enzimi hem glikokortikoid hem de mineralokortikoid sentezi
icin gereklidir. Kortizol sentezinde 11-deoksikortizoliin kortizole cevrimi azalmistir. Paralel bir

bozukluk aldosteron sentezinde de vardir. DOC'un kortikosterona dénismii  azalmistir veya
yoktur. Bunun neticesi olarak 11-deoksisteroidler ( 11-deoksikortizol ve 11-DOC ) birikir.

Hiperandrojenizm 21-OH eksikligindeki gibidir (110, 123).

5-lV) Cushing Sendromu

Cushing sendromu geneliikle 20 ile 60 yaslari arasinda ortaya cikan ve kadinlarda
gorilme siklig! daha fazla olan bir hastaliktir.

Cushing sendromunun nedeni adrenal bezden asin kortizol salgilanmasidir. Asin kortizol

salgilanmasi ACTH'na bagh olabilir yada olmayabilir. ACTH'na bagh olmayan kortizol sentezinin
nedeni adrenal adenom veya karsinomlardir ve Cushing hastalannin %10-20'sinin sebebini

olusturur.

ACTH'na bagh Cushing sendromu hipoﬁzer\ve ektopik kaynakh olup, adrenal
hiperplaziye yol acar. Hastalarin biyiik cogunlugu ( % 70-80 ) hipofizer Cushing sendromudur.
Ektopik ACTH hipersekresyonunun vyol achi§i Cushing sendromunun gérilme sikhg: ise %
10'dur. Akcigerin ufak hicreli karsinomu, pankreatik timorler ektopik ACTH
hipersekresyonuna neden olabilir (161).

Cushing hastaliinda ortaya c¢ikan bozukluklarin ¢odu asin kortizol salgilanmasindan
kaynaklansada, kortizolle beraber androjenlerin salgilanmasida 6nemlidir. Hiperandrojenemi
akne ve hirsiitizme neden olur. Obezite ve hipertansiyon da hastalarin biiyik bir goguniugunda
goralar (159).

Cushing hastah§inda glikoz intoleranst sik gorlilen bir buigudur. Asint kortizoliin etkisiyle
glikoneojenezin artmasi kan glikoz konsantrasyonunu arttirir. E§er bu adrenal diabet uzun sire
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devam ederse, ylksek kan sekerinin etkisiyle asin insilin salgilanmasi langerhans
adaciklannin haraplanmasina ve gergek bir diabetin ortaya ¢ikmasina neden olur. Hastalar
diabet, glikoz toleransi bozuk veya normal olabilir (65).

Biz de bu dor hasta grubunda HHA sistemdeki regiilasyon bozuklugu ( Obezite, Cushing
sendromu ve PKOS ) ve enzim defekti (KAH) sonucu ortaya gikan  kortizol sekresyon
bozukiugunun GR'ler lizerindeki etkilerini ve GR miktaryla 3-O-MG transporiu arasindaki

iigkiyi inceledik.



AMAGC

Glikokortikoidler protein, karbonhidrat ve ya§ metabolizmasini dizenleyen o6nemli
hormonlardir. Ayrica ¢esitli stres ve anti-enflemeatuar olaylarda da rol oynarlar. Glikokortikoid
hormonlann biydkimyasal etkilerinin ik asamasi, sitoplazmada bulunan GRlere
glikokortikoidlerin baglanmasidir. Bu ylUzden hiicresel glikokortikoid yanitinin olugmasinda
GR'ler cok 6nemli bir rol oynar.

GR mikianyla glikokortikoidlere biyolojik yanit arasindaki iliski hematolojik kanserlerde,
nefritlerde, depresif hastaliklarda ve kollajen hastaliklarda bildirilmistir.  Hiicresel GR
konsantrasyonunu belirleyen birgok fakiér vardir. Glikokortikoidlerde kendi reseptér

konsantrasyonunun regiilasyonunda rol oynariar.

Calismamzin amaci, kortizol sentezinin etkilendigi gesitli adrenokortikal hastaliklarda,
MNH'lerdeki GR miktannin ne yonde degistigini ortaya ¢ikarmaktir. Glikokortikoidlerin
karbonhidrat metabolizmasina etkilerinden biri - glikoz transportunun inhibisyonudur.
Glikokortikoidlerin bu etkisinin GR mikianyla korelasyonu goésterilmistir. Bizde calismamizin
diger kisminda ayn: hasta grubunun MNH'erindeki 3-O-MG transportunu tespit ederek GR

mikiariyla olan korelasyonunu arastirdik.
Bu amag dogrutusunda dort hasta grubuyla c¢alistik. Bunlar; (1) Hiperkortizolemik

Cushing hastalan, (2) Hipokortizolemik konjenital adrenal hiperplazili hastalar ve hipotalamik-
hipofizer-adrenal sistemdeki regiilasyon bozuklugu sonucu kortizol sentezinin etkilendigi (3)

obez ve (4) polikistik over sendromlu hastalardir.



MATERYAL ve YONTEMLER

£) Materyal

Glikokortikoid reseptér ve 3-O-Metil glikoz transport parametrelerinin  incelenmesi igin
segilen hasta gruplart (Obez, Cushing sendromu, Polikistik over sendromu ve Konjenital
adrenal hiperplazi ) iki farkh yas grubundaki saglikl kontrol bireyleriyle kiyaslanmisgtir.

Kontrol grublarini olusturan bireyler arasinda herhangi gegciriimis bir endokrin hastalk
bulgusu yoktu. Ayrica kontrol gruplart herhangi bir ila¢ kullanmayan bireylerden
olusturulmustur. Hastalanin hepsinde hastaliklariyla iliskili biyokimyasal parametreler
gonderildikleri klinikte yapilmis ve taniari konmustur.

Hasta grublart;

1- Obezite : Calisma, yaslan 23 ile 37 arasinda ( 28 + 8 yil ) degdisen 11 obez ( 3 erkek
ve 8 kadin ) hastada yapildi. Hastalann vicut kitle indeksleri ( body mass index = BMI ) > 28
kg/m2 ( BMI : 33.9 + 4.3 kg/m2 ) olarak tespit edildi. Kortizol dlizeyrleri yiksek olan hastalarn
img dekzametazon ylklemesine normal cevap vermeleriyle, bu hastalardaki Cushing
sendromu siphesi ortadan kaldinildh. Ayrica bu hastalarin OGTT'sindeki glisemi degerleri

normal olarak tespit edildi.

2- Cushing sendromu : Calisma, yaslan 13 ile 38 arasinda ( 26 + 8 yil ) degisen 10
Cushing sendromlu ( 2 erkek ve 8 kadin ) hastada yapildi. Hastalar obez (BMI : 29.6 + 5.7
kg/m2 ) olarak tespit edildi. Bu hastalara bazal kortizollerinin ve Uriner serbest kortizollerinin
yuksek olmasi, dilrinal kortizol ritminin bozulmas! ve yliksek doz dekzametazona yanit
vermelerinden dolayr hipofizer Cushing sendromu tanisi konmugtur. Ayrica bu hastalarin
higbirinde diabet tespit edilmemistir.

3- Polikistik over sendromu : Calisma, yaslari 18 ile 36 arasinda ( 23 * 6 yil ) degisen
10 kadin hastada yapildi. Bu hastalarin hepsi obez ( BMI : 29.9 + 566 kg/m2 ) olup,
hiperandrojenemiye ve oligopamonoreye sahipti. Bu olgularda diger hiperandrojenemi nedenleri
berteraf edildi. Hastalarin higbirinde diabet teshis edilmedi.

4- Konjenital adrenal hiperplazi : Calisma, yaslan 3 ile 14 arasinda ( 9 + 3 yil ) degisen
14 KAH'li (7 erkek ve 7 kadin ) hastada’ yapildi. Bu hastalann 3'line 11-8- hidroksilaz, 11'ine
21-hidroksilaz eksikligi tanisi konmustur. Hastalar arasinda kortizol eksikligi nedeniyle ilag
kullananiarin kanlari, ilaclari bir hafta stireyle doktor kontroliinde kesildikien sonra alindi.



B) Metod

1- Kandan Mononiikleer Hiicreler (MNH)'in Saflagtinimas: : MNH'ler Ficoll-Hypaque
santrifilj yontemiyle kandan izole edilmigtir. Bunun igin alinan heparinii gece aghk kani ( GR
deneyi icin 25 ml, 3-O-MG transportu i¢in 15 ml ) 1 : 2 oraninda PBS ( Fosfat-tuz tamponu ;
NaCl 0.29 moli, KCI 5.6 mmoll, NagHPO4 11.3 mmolt ve KHaPO4 2 mmold, pH7.4) ile
sulandinildi. Ficoll-Hypaqge ( 1.077 kg, Sigma ) lizerine tabakalandinlip 400 x g'de 30 dakika
(20°C) santrifuj edildi. MNH'lerden zengin arafaz aspire edilip, ki defa PBS ile yikkand:t (100 x
g, 10 dakika ).

En son agamanin hicre pelleti; GR deneyi igin yakiagik 5x107 hiicre/mi olacak sekilde
RPMI-1640 ( Seromed ) ile slispansiyon haline getirildi. 3-O-MG transportu igin ise yaklasik
1x107 hicre/ml olacak sekilde PBS-BSA ( 10 mg fatty acid-free bovine serum albumin
(Sigma) / 1 mi PBS ) ¢ozeltls! ile slispansiyon haline getirildi.

Hicre sayisi sayim kamarasi ile tespit edildi. Hicre canihdi tripan blue boyamasiyla
yaklasik %92-98 oraninda tespit edildi. Hiicre siispansiyonundaki lenfosit orani % 88-94,
monosit orani ise % 6-12 arasinda tespit edildi.

2- Glikokortikoid Reseptdr Deneyi : GR baglama deneyi Damm ve arkadaslarinin
- modifiye ettikleri metoda gére yapildr (34). Total baglanmanin hesaplanmasi icin bes ependorf
tiiblinden herbirine iginde 5x107 hiicre/ml hiicre bulunan siispansiyondan  0.15 ml ( 6x10°
hicre/mt ) ve artan konsantrasyonda ( 5-50 nmoll ) [ 6, 7- 3H (N) }-dekzametazon
( Spesifik aktivitesi : 43.9 Cifmmol, 250 uCi, New England Nuclear, USA ) kondu.

Non-spesifik baglanmanin tespiti iginde diger bes ependorf tiibiine ik bes tiibteki hicre
ve radyoaktif dekzametazonun yanisira 80 pmbm olacak sekilde non-radyoaktif dekzametazon
( Sigma ) konup, bitin tubler 37°C'lik su banyosunda 2 saat siireyle ( orta derece sallantida )
inkiibe edilidi ( Inkiibasyon volimii 0.25 mi'ye RPMI-1640 ile tamamlandt ).

Inkiibasyon tublerine 1.2 ml soguk PBS konarak inkilbasyon sona erdirildi. Her bir
inkiibasyon tibi 3 kez soguk PBS ile yikandi ( 100 x g, 10 dak.). Hiicrelerin parcalanmast icin,
1 ml etanol ( Merck ) ve 0.4 ml PBS ilave edilip vortekslendi. Bu siispansiyonun tamami ( 1.4
mi) icinde 5 ml Aquasal { New England Nuclear, Boston, MA, USA ) bulunan sayim siselerine
aktarihp, beta-sintilasyon sayacinda sayimlarn yapildi (Packard A C anberra Company, TRI-
CARB 1000 TR).

Herbir say'm sisesinden alinan degeder kullanilarak hesaplanan total ve non-spesifik
baglanma degerlerinin farkindan spesifik baglanma dedederi elde edildi. Bu verilerden
Scatchrd egrisi (133) cizilerek, hiicre basina disen reseptdr sayisi ve baglanma afinitesi

- (Kq) hesapland: (Sekil 14).
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3- Mononiikleer Hiicrelerde 3-O-Metil Glikoz Transportu : MNH'lerde 3-O-Metil glikoz
(3-O-MG) transportu Tanaka ve arkadaslarinin geligtirdigi metoda gore gerceklestirildi  (154).

iki ependorf tiibliniin herbirine, 0.01 ml 3-O-Metil-D{1-3H }-Glikoz ( Spesifik aktivitesi; 2-5
Cifmmol, 1 mCi, Amersham, UK ) ve icinde 1x107 hiicre/m! bulunan hiicre stispansiyonundan
0.1 ml ( 1x10° hiicre/m! ) konularak ( final glikoz konsantrasyonu 20 umol/l ) oda isisinda
2 dakika inkibe edidi. Inkiibasyon ortamina transport inhibitérii phioretin { 100 umolll )
( Sigma ) ilave edilerek inkiibasyon durduruldu. Aynca bir baska iki inkiibasyen tiibiinde, non-
spesifik 3-O-MG transportunun tespiti icin ortama [°H }-3-O-MG konmadan énce hicre

slispansiyonuna phloretin dave ediip transporta devam edildi.

Tubler 100xg'de 10 dakika santrifuj edilip olusan hicre pelletleri phloretin/PBS { 50 u
mol phloretin /1 PBS ) ile iki defa yikand! { 100 x g, 10 dak.). Hicrelerin pargalanmasi icin 0.4
mi 0.05 N NaQOH { Merck ) ilave edilip vortekslendi. Tubler 1 dakika 12000 x g'de santrifij
edildikten sonra her bir tibln supernatanindan 0.350 mi alinip  iginde 5 mi sayim sivist { 25 g
naftalin { Sigma ), 1.5g 2,5- Diphenyloxazole { Sigma ) ve 5.0754 g POPOP ( Sigma) 200
mi 1,4-Dioxan { Merck ) iginde ¢dzilerek hazidandi ) bulunansayim siselerine konarak, beta-
sayicida sayildy. 3-C-MG transportunun dekzametazon, dstrodiol ve progesteron ile inhibisyon
galigmast igin; MNH'ler kandan izole edildikten sonra PBS iginde bu (¢ hormon ile (3'7°C'de 1.
saat) inkibe ediip PBS ile yikand: ( 100xg. 10 dakika). PBS-BSA ile slispansiyon haline

getirilip transporta yukaridaki sekilde devam edildi.

Nst {3H }3-O-MG transportu, {otal ve ncn-spesifik transportun farkindan "fmol/mi hicre x

dak” cinsinden hesapland.

istatiksel Analizler
Ortalamalar arasindaki farkin Snem kentroll analizi, student t testi ve Mann-Whitney U

testi kullandarak yapildi. Tum veriler "ortalama t standart sapma” olarak ifade edilmistir.



BULGULAR

GRYerin  [3H]-dekzametazon baglanma parametrelerine ve [*H ]~3—O~MG transport
kinetiklerine yonelik bir seri deney yapildi (1 ). Optimum deney sarllari saglandiktan sonra
normal ve hasta gruplarinin  GR miktan ve afinitesi ile 3-O-MG transport degerleri hesaplandi

().

| A') GR Kinetik Deneyleri

1- MNH sayisina bagh olarak [°H]}-dekzametazonun GR'lerine baglanmasi : Sekil
6'da goriildigi gibi artan MNH miktanyla GR'ine badlanma artmakta ve 6x10° hiicre/ml hiicre
sayisinda baglanma doyuma ulagmakiadir.

Sekil 6 : GR'lere baglanmada hiicre sayisinin éhemi
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40 nmol/l [3H}-dekzametazon, 2-10 x10°% hiicre/ml arasinda degisen hiicre ile metod
kisminda izah edildigi gibi inkube edildi.
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2- [3H]-dekzametazonun artan konsantrasyonlannda GR'liine baglanma kinetigi :
[3H]-dekzametazonun artan konsantrasyonuyla GR'ere baglanma artmakta ve 40 nmolf'de
satlirasyona (doyuma) ulasmaktadir ( Sekil 7).

Sekil 7 : GR'lere bajlanmada [3 H}-Dekzametazon konsantrasyonunun énemi
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6x108 hiicre/ml MNH, [*H]-dekzametazonun artan konsantrasyonlariyla ( 5-50 nmolfi )

metod kisminda izah edildidi gibi inklibe edildi.
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3- GR'lere [*H]-dekzametazon baglanmasimin dekzametazon ile inhibisyonu

GR'ine [°H]}-dekzametazon baglanmasi artan non-radyoaktif dekzametazonia inhibe

olmaktadir. GR'line [3H)-dekzametazonun baglanmasi; 0.1 pmoll dekzametazonda % 15, 1

umol/l dekzametazonda %21, 20 umolll dekzametazonda %27, 40 umol/l dekzameta-zonda

% 50, 80 pmol/t dekzametazonda % 65, 100 umol/l dekzametazonda % 63 oraninda

inhibe olmaktadir ( Sekil 8).

Sekil 8 : GR'lere [3 H}-Dekzametazon badlanmasinin dekzametazonla inhibisyonu
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40 nmolfl [*H}-dekzametazon, 6x106 hiicre/mi MNH ve artan konsantrasyonlarda non-

radyoaktif dekzamatazon { 0.1-100 umolfl ) metod kisminda izah edildigi gibi inkibe edildi.




4- GR'lere [°*H]-dekzametazon baglanmasinin farkli hormonlaria inhibisyonu:

[®H)-dekzametazonun GR'lerine badlanmasinin dekzametazonia inhibisyonu, 17-B-6strodiol ve
progestronun  inhibisyonuyla  kargilagtinidi. 20 pmoll  hormon konsantrasyonunda
Dekzametazon %27, 17-B-6strodiol %5, progesteron %10 ; 80 umoli hormon konsan-

Dekzametazon %65, 17-f-6strodiol %8', progesteron %13 ; 200 pmoll

trasyonunda :
Dekzametazon %68, 17—B-c‘5strodiol %9, progesteron %14

hormon konsantrasyonunda :
oraninda baglanmayi inhibe ettigi gérildi ( Sekil 9).

Sekil 9 : GR'lere [3 H-Dekzametazon baglanmasinin dekzametazon, 17-B- éstrodiol

ve progesteronla inhibisyonu
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40 nmol/l [*H)-dekzametazon, 6x10° hiicre/ml MNH ve artan konsantrasyonlarda

non-radyoaktif dekzamatazon, progesteron ve 17-3-6strodiol (20-200 umol/i) metod

kisminda izah edildigi gibi inkiibe edildi.




I B) 3-O-MG Transport Kinetik Deneyleri

1- MNH sayisina bagh olarak 3-O-MG transportunun artmasi : MNH'lerdeki 3-O-MG
transportu hiicre sayisiyla paralel bir sekilde artmaktadir ( Sekil 10 ).

Sekil 10 : 3-O-MG transportuna MNH sayisinin etkisi
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20 pmol/l 3-O-MG konsantrasyonunda 0.5, 1.0 ve 2.0 x 106 hicre metod kisminda

izah edildigi gibi inkiibe edildi.



2- MNH'lerdeki 3-O-MG transportunun zamana bagmmhhg : MNH'lerdeki 3-O-MG
transportunun zamana bagimlihg: incelendiginde, 3'lUincii dakikaya kadar transportun zamanla

parelel bir sekilde artti§: tespit edildi ( Sekit 11 ).

Sekil 11 : 3-O-MG transporiuna zamanin etkisi
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20 pmol/l 3-O-MG konsantrasyonunda, 1.0 x 108 hiicre ¢esitli zaman araliklarinda

(0.5, 1, 2, ve 3 dakika ) metod kisminda izah edildigi gibi inkiibe edildi.



3- MNH'lerdeki 3-O-MG transportuna glikoz konsantrasyonunun etkisi : Artan glikoz
konsantrasyonlarinda MNH'lerdeki 3-O-MG transportu incelendiginde, 20 umolfi glikoz
konsantrasyonunda transpori doyuma ulasti§i goralmistir ( Sekil 12).

Sekil 12:3-O-MG transportuna glikoz konsantrasyonunun etkisi

1500

1250 -

0 f 4 + 1
0 10 20 30 N 40
3-0-MG ( 4M )

1.0 x 108 hicre, 5- 40 umol/l 3-O-MG konsantrasyonlarinda metod kisminda izah

edildigi gibi inkiibe edildi.



4- MNH'lerdeki 3-O-MG transportunun farkh hormonlarla inhibisyonu:
Dekzametazon, progesteron ve 17-p-ostrodiolin 3-O-MG transportuna etkisi incelendiginde : 20
umol/l hormon konsantrasyonunda : Dekzametazon %28, 17-B-Ostrodiol %19, progesteron
%22 ; 80 umol/l hormon konsantrasyonunda : Dekzametazon %36, 17-B-8strodiol %16,
progesteron %35 ; 200 umoli hbrmon kensantrasyonunda : Dekzametazon %25, 17-§3-
gstrodiol %11, progesteron %20 oraninda transporiu inhibe ettigi goraldia ( Sekil 13 ).

Sekil 13 : 3-O-MG transportuna dekzametazonun , 17-B-6strodiolin ve progesteronun

etkisi
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HORMON KONSANTRASYONU ( p2ii )

1.0x 108 MNH 20, 80 ve 200 uM dekzametazon (Dex), progesteron (Pro) ve
17-B-6strodiol (Ost) ile 37°C'de 2 saat inkiibe edildikien sonra, 20 ymolf 3-O-MG

konsantrasyonunda metod kisminda izah edildi§i gibi inkiibe edildi.



Il ) Hasta ve Kontrol Gruplarimn GR ve 3-O-MG Transport
Sonuglari

HHA sistemindeki regiilasyon bozuklugu ve enzim eksiklidi sonucu ortaya cikan ve
kortizol sentezini etkileyen dort hastalik grubunda yaptigimiz calismalann sonuglari asagida
ozetlenmistir. Ayrica hasta gruplarnini karstlastirdigimiz kohtrol gruplarin da,1 kendi aralarinda

yas ve cinsiyet yoniinden kiyasladik.

1- Eriskin ve cocuk kontrol gruplarinin GR sayisi, afinitesi ve 3-O-MG transportu
yoniinden incelenmesi : Normal eriskin ve normal ¢ocuk gruplarinin plazma kortizol
(14.3£8.3 pug/dl vs 13.9 +4.6 pg/dl, p>0.05) ve aclik glikoz (82.3+ 5.6 mg/dl vs 86.3 =
18.9 mg/dl, p>0.05) seviyeleri arasinda da anlamli bir fark tespit edilememistir.

Her iki grubun, GR sayisi ( 6234 * 1588 reseptor/hiicre vs 6816 + 1647 reseptor/hiicre,
p>0.05) ve afinitesi ( 4.56 + 0.68 nM vs 4.23 + 0.74 nM, p>0.05 ) incelendiginde anlamli bir bir

fark tespit edilememistir ( Sekil 18 ). Her iki grubun 3-O-MG transport seviyeleri arasinda da
anlamli bir fark yoktur ( 46.25 + 12.92 fmol/10° hiicre x dak vs 61.15 +23.15 fmol/108 hiicre x

dak, p>0.05) (Tablo 5).

Her iki kontrol grubunun sonuglan (GR sayisi, afinite, 3-O-MG transportu, plazma kortizol
ve aclik glikozu ) cinsiyete gbre degerlendirildiklerinde, bitun parametreler arasinda hem erigkin
hem de g¢ocuk kontrolierde cinsiyet ydniinden anlamh bir fark tespit edilememistir (p>0.05)

(Tablo4).

Tablo 4 : Eriskin kontrol ile gocuk kontroliin karsilastiriimast

GOCUK KONTROL ERISKIN KONTROL

ERKEK KADIN ERKEK KADIN
n 5 5 5 5
GR sayis1 | 6816 + 1575 | 6816+ 1903 || 6312+ 1143 | 6156 + 2053
( reseptor/hiicre ) - . - -
?fMa)ﬁ“'tes' (kd) 453 +002 | 3.90+043 || 4291063 | 4.82+066
30-MG Transport -
(fmol/06 hilcrexdak) | 6168 +28.34 | 80.63£20.06 || 48.77 £ 12.05 | 43.73 £ 14.65
KORTIZOL ( pg/d! ) 16.6+4.9 117426 151+84 13.9+8.0
GLIKOZ ( mg/dl) 79755 92.8+24.0 102.1+6.3 825+48
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Tablo 5 : Erigkin kontrol ve ¢ocuk kontrol grubunu olusturan bireylerin GR parametresi ile
3-O-MG ftransport degerleri

ERISKIN KONTROL

COCUK KONTROL

NO| YAS |RESEPTOR| Kkd | 3-0-mG |[No| YAs |RESEPTOR| Kkd | 3-0-MG
CiNS TRAS. cins TRAS.
(res/hic) | (nM) | (@molr108 {res/hiac) | (nM) | (fmol/105
hae. x dak.) hic. x dak.)
1 | 25/E] 8040 442 ] 3322 [i1]8/K| 4260 3.94 | 3825
2 | 2rie | 5880 3.50 5071 {|2|7/E| 5880 515 | 2287
3 |33/k| 9600 5.62 3675 |13 |6/E] 6300 525 | 8521
4 )23/k] 5700 | 390 3028 [§4|4/k| 6480 450 | 5250 °
5 |25/e| 4920 4.44 3084 5| 7/e] 8520 430 | 4668
6 |27/E| 6120 | 416 | 5920 |{e |11/k| ose0 | 339 | 5310
7 |271k| 4440 5.28 6553 |7 {13/K| 7800 4.06 | 68.05
8 138/E| 6600 5.23 6090 I8 [10/E| 8400 | 4.91| 9214
9 |20/K| 6240 473 3430 {Jo}so/k| e180 | 381 91.17
10|32k | 4800 | 457 | 5179 |l10| 8/E | 4980 | 302 | 6150
28+5 6234+ 4561 46251 8+3* 6816% 423+ 61151
1568 0.68 12.92 1647* 074 2315

*p > 0.05,

**p < 0.001 vs normal erigkin
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Sekil 18: Normal erigkin ve normal gcocuk grub

scatchart analizi
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Sekil 14: Obez ve normal eriskin grub scatchart analizi
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2- Obezite : Tablo 6'da gortldiiglu gibi obez hastalanin plazma kortizol diizeyleri normal
sinirlarda olmastna ragmen, GR sayisinda ve Ky degerinde anlaml derecede azalma tespit
edildi (Sekil 14 ). BMI degerierinin ise normal gruba kiyasla anlaml derecede artligi gorildi.

Obez hastalarin aghk glikoz degerleri normal dizeyde olmasina ragmen ve 3-O-MG

transportunda anlamh derecede azaima tespit edildi (Tablo 7).

Tablo 6 : Obez ve kontrol grubu degerlerinin kiyasfanmasi

OBEZ ERISKIN KORTROL p
n 11 10
GR Miktan (resepror/hiic.) 4855 + 1389 6234 + 1568 <0.05
GR Afinitesi (nM) 2.92+0.84 4.55 +0.67 < 0.001
3-O-MG Transporiu
(fmol/108 haore x dak) 31.90 +8.20 46.26 + 12.91 <0.01
BMI (kg/m?) . 3394423 234432 <0.001
Plaz. Kortizolii (ug/dl ) 11.9+2.9 14.3+83 > 0.05
Achk Glikozu (mg/dl) | 853+ 87 923+56 > 0.05




Tablo 7 : Obez ve kontrol grubunu olusturan bireylerin GR parametresi ile 3-O-MG
transport degerieri

OBEZ ERISKIN KONTROL

No| YAS |RESEPTOR| Kd 3-0MG }INO| YAS [RESEPTOR| Kd 3-0-MG
CiNs TRAS. CiNS TRAS,

(res.thiuc) | (nM) | (fmolr108 (res./nuc) | (nMm) | (fmol/106

hic. x dak.} hic. x dak.)
11 23/K 2400 2.00 25.68 1]25/E 8040 412 33.22
2 |34 E| 3600 3.00 36.75 2| 211E 5880 350 50.71
3 | 37/K 6750 2.68 40.78 3 |33/K 9600 5.62 36.75
4 |26/K| 3600 2.40 41.06 4 | 23/K 5700 3.90 30.28
5129/K| 4920 3.57 19.87 5)25/E 4920 4.44 39.84
6 |36/E| 6600 3.44 3496 6 |27/E 6120 416 59.20
7 130/K{ 5260 503 | 26.90 7 127/K 4440 5.28 65.53
8 {25/K| 4200 2.50 37.50 8 | 38/E 6600 523 60.90
9 [35/E| 4260 2.58 19.30 9 ]120/K 6240 473 34.30
10126/K| 5520 2.48 28.35 |[j10]32/K 4800 457 51.79
11127/K| 6300 2.40 39.84
298 4855+  2.92+ 319+ 28+5 6234+ 4551 46.3 +
1389%  0.84** 8.2 1568 0.67 12,9

*p > 0.05, *p < 0.05, ***p < 0.001, ™*p < 0.01 vs normal erigkin




3- Cushing sendromu : Tablo 8'de gortildigu gibi, Cushing sendromlu hastalann plazma
kortizol duzeyleri normal gruba goére anlamii derecede artmis olmasina ragmen, GR
parametreleri ( reseptdr sayis) ve afinitesi ) normal sinirlar icinde tespit edildi (Sekil 15).
BMl'in ise normal gruba gore arthii gortldo.

Cushing sendromiu hastalarin aclik plazma glikoz.diizeyleri ve 3-O-MG transportu
normal sinirlar iginde tespit edildi (Tablo 9).

Tablo 8 : Cushing sendromu ve kontrol grubu sonugﬁlarmin kiyasianmasi

CUSHING SENDR. | ERISKIN KONTROL P

n 10 10

GR Miktan (reseptor/hiic.) 6513 + 1255 6234 + 1568 > 0.05
GR Afinitesi (nM) 4.20 +1.30 455 +0.67 >0.05
3-O-MiG Transportu

(fmol/108 hiicre x dak) 48.1+204 463+129 > 0.05
BMI (kg/m?2) 29657 234432 < 0.05
Plaz. Kortizolii (ng/dl ) 38.6+10.3 14.3+8.3 < 0.001
Achk Glikozu (mg/dl) " 956 +6.8 923+56 > 0.05

Sekil 15: Cushing sendromu ve normal erigkin grub scathart analizi

4 -
[
o Normal
¥ Cushing
0 4 8 12 16
BOUND ( fmol / ml hiicre )
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Tablo ¢ : Cushing sendromu ve kontrol grubunu olusturan bireylerin GR parametreleri ve
3-O-MG transport degerleri

CUSHING SENDROMU ERISKIN KONTROL
NO| YAS |[RESEPTOR| Kd 3-0-MG {INO| YAS | RESEPTOR| Kd 3-0-MG
CiNs TRAS. CinNs TRAS.
(res./hic.) | (nM) | (Fmolr108 (res.hic) | (nM) | (fmol/108
htc. x Qak.) hic. x dak.)
1138/K| 5280 5.02 48.78 25/ E 8040 412 33.22
2 113/ K| 6480 3.92 4865 271 E 5880 3.50 50.71
3 126/K| 6900 2.39 44.15 33/K 9600 5.62 36.75
4 131/K| 7560 | 2.14 26.43 23/K| 5700 3.90 30.28
5 {24/E| 4560 | 330 | 41.06 25/E| 4920 | 444 | 3984
6 |27/K| 6480 6.00 58.72 271E 6120 4.16 59.20
7 |13/K| 8880 4.23 97.12 271K 4440 5.28 65.53
8 |27/K| 7200 5.33 55.12 38/E 6600 523 60.90
9 |33/K]| 5280 5.50 23.80 20/K 6240 473 34.30
10|26/E| 6513 420 4038 {10 [ 32/K 4800 4,57 51.79
26+8" 6513+ 420+ 481+ 28+5 62343 456+ 46.3 +
1255* 1.30* 20.4* 1568 0.68 12.9

*p > 0.05 vs normal erigkin
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~4- Polikistik over sendromu : Tablo 10'da gorildiga gibi polikistik over hastalarinin
plazma kortizol dizeyleri ve GR parametreleri (GR miktar ve afinitesi ) normal sinirlar iginde

tespit edildi (Sekit 16), BM!' dederi ise anlamh olarak yiiksek bulundu.
Achk plazma glikoz dizeyi ve 3-O-MG transportu normal sinirlar icinde tespit edildi
(Tablo 11).

Tablo 10 : PKOS ve kontrol grub sonuglannin klyaslahmasn

T[ PKOS . ERISKIN P
KONTROL

n 10 10

GR Miktan (reseptér/hiic.) 6592 + 911 6234 + 1568 >0.05
GR Afinitesi (niM) , 3.91 £0.79 4.55 +0.67 >0.05
3-O-MG Transportu

(fmoll105 hiicre x dak) 412+ 13.0 46.3+12.9 > 0.05
BMI (kg/m?2) 29.9+5.6 23.4+32 <0.05
Plaz. Kortizolii (ug/dl ) 10.8+5.2 143+8.3 > 0.05
Achk Glikozu (mg/di) 1 97.8+10.8 823+56 >0.05

Sekil 16: PKOS ve normal erigkin grub scatchart analizi

o Normal

x PKOS

0 } —

0 4 8 12 16
BOUND ( fmol / m! hiicre )
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"Tablo 11 : PKOS ve kontrol grubunu olusturan bireylerin GR parametresi ile 3-O-MG
transport degerleri

PKOS ERISKIN KONTROL
NO| YAS |RESEPTOR|{ Kd 3-0-MG [|NO Y_AS' RESEPTOR| Kd 3-0-MG
CiNs TRAS. CiNs TRAS.
(resshic) | (nM) | (fmolr108 (res./hic) | (nM) | (fmol106
hic. x dak.) hiic. x dak.)
1 1241K| 7920 2.54 37.15 1 | 251E 8040 412 33.22
2 }22/K| 5400 3.00 28.59 2 | 271E 5880 3.50 50.71
3 136IK|[ 7320 4.51 4584 3 | 33/K 9600 5.62 36.75
4 [20/K| 6720 3.73 4516 [} 4 | 23/K 5700 3.90 30.28
5 |181K| 7020 5.31 49.21 5| 25/E 4920 4.44 39.84
6 | 21/K| 4920 4.43 59.34 6 | 27/E 6120 4.16 59.20
7 |18/K| 6240 3.85 1362 |17 |27/K| 4440 5.28 65.53
8 |25/K}| 7200 3.91 50.34 8 | 38/E 6600 5.23 60.90
9 |126/K| 6220 3.53 35.09 9 | 20/K 6240 473 34.30
10120/K| 6964 4.29 4726 {10 32/K| 4800 4,57 51.79
23+6* 6592+ 391+ 41231 28+5 6234+ 456+ 463+
911* 0.79* 13.0* 1568 0.68 12.9

*p > 0.05 vs normal erigkin
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§- Konjenital adrenal hiperplazi : Tablo 12’<§e gérildiugu gibi KAH'l hastalarin plasma
kortizol dlizeyleri gocuk kontrol grubuna gére anlamh derecede diisiik olmasina ragmen, GR
say! ve afinitesinde ise anlamh bir fark bulunamadi (Sekil 17).

KAH'li hastalarin aclik glikoz degerlerinde ve 3-O-MG transportunda herhangi bir fark
tespit edilememistir (Tablo 13).

Tablo 12 : KAH ve kontrol grubu sonuglannin kiyaslanmasi

KAH COCUK KONTROL P
10

GR Miktan (reseptdr/hiic. ) 5814 + 1574 6816 + 1647 >0.05
GR Afinitesi (nM) 361 +1.51 423 +0.74 >0.05
3-O-MG Transportu

(fmol108 hilcre x dak) " 543 +27.2 61.2 £23.2 > 0.05
Plaz. Kortizolli (ug/d! ) 452 +3.9 142+48 <0.001
Aclik Glikozu (mg/dl) 886 +6.4 86.33 + 18.9 >0.05

S$ekil 17: KAH ve ¢ocuk kontrol grub scatchart analizi

T
x Normal
3 e KAH
o
-
*
LL 2
a
1 4
0 + 4
0 4 8 12 15
BOUND { fmol / mi hiicre }
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____Tablo 13 : KAH ve kontrol grubunu olusturan bireylerin GR parametresi ile 3-O-MG-—

transport degerleri

KAH COCUK KONTROL
NO| YAS |RESEPTOR| Kd 3-0-MG |INO| YAS, RESEPTOR| Kd 3-0-MG
CiNS TRAS. CINS TRAS.
(res./hac) | (nm) | (fmolr106 (res./huc) | (nM) | (fmol106
hic. x dak.) hic. x dak.)
1] 8/K 7500 3.38 40.31 8/K 4260 3.94 38.25
2| 9/E 4200 3.34 24.75 71E 5880 5.15 22.87
315/K 5100 1.57* 40.40 6/E 6300 5.25 85.21
4 J13/E| 4320 | 1.60* 65.71 4/K 6480 4.50 52.50
5| 3/E 6960 3.13 24.84 7/E 8520 4.30 46.68
6| 5/E 6240 462 3262 11/K| 9360 3.39 53.19
7 [141K] 5340 2.41 65.43 13/K| 7800 4.06 68.05
8 |10/K| 5520 2.04 26.81 10/E] 8400 4.91 92.14
8 J11/E| 7920 6.28 119.06 9/K | 6180 3.81 91.17
101 12/K| 5640 3.42 44.62 10] 8/E 4980 3.02 61.50
11 112/K| 9240 2.96 65.53
12|81 E 5100 5.66 54.30
13| 5/ E| 4300 5.38 62.06
141 6/K 4020 478 93.87
89+  5814%  3.61% 54.3+ 84+ 6816+  4.23+ 61.2 +
3.5 1574* 1.51% 27.2* 2.9 1647 0.74 23.2

*p > 0.05 vs gocuk kontrof
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TARTISMA

NORMAL SONUCLAR

GRleri cesitli dokularda tespit edilmistir (6, 37). Glikokortikoid hormonlarin biyolojik
aktivitelerinin GR konsantrasyonu ile iligkili oldugu gosteriimigtir (152). GR patolojisinden
kuskulanidan birgok hastalikta, GR caligmalari icin glikokortikoid hormonlanin hedef hiicrelerden
bin olan MiNH1er kullanidmistiv (34, 50, 134). Bizde calismalarimizda GR deneyleri icin MiNH'ieri
kullandik. Cahstigimiz hasta gruplannin sonuglarnini iki farkh yas grubundaki kontrol grublar ile
kiyasladik.

Optimum GR diizeyine genel olarak 5-15 post-natal giinlerde ulasildi§i ve reseptor
diizeyinin bundan sonraki gelisim sireci boyunca degismedigi bildiriimistir. Bazi arastirmacilar
ise gelisim stiresi boyunca GR miktarinin degistidini, bunun sebebinin ise maturasyona bagli
olarak dokularin glikokortikoidlere olan hassasiyetlerinin farkli olmasindan kaynaklandigini
bildirmiglerdir (73).

GR'lerin yaslanmaya badh degisimi cesitli c¢alismalarda bildiriimistir. Bazi arastirmaciar
yaslanmayla GR miktarinin azaldigini fakat afinitenin degismedigini (129), bazi arastirmacilar
hem GR miktarinin hem de GR afinitesinin azaldidini (131), bazi arastirmacilar ise her iki
parametreninde degismedigini (72) bildirmislerdir.

insan dokulari ile yapilan calismalarda, genel olarak yaglanmayla GR parametrelerinde
herhangi bir degisiklik tespit edilememigtir (70, 143). Bir ka¢ calismada ¢ok genc grupla , cok
yasl grup arasinda reseptér miktan agisinda anlamii bir fark tespit ediimis olup, yaslanmayla
reseptor miktannin azaldidi, afinitenin degismedigi bildirilmistir (128, 153).

Bizim kontrollerimiz geng (8 + 2 yil ) ve yetiskin ( 28 + 5 yil ) grublardan olugmus olup, bu
iki grub arasinda GR parametreleri agisindan herhangi bir fark tespit edilememistir.
Literatirlerde de bu yas gruplan arasinda herhangi bir farka raslanmamistir (153).

MNH'lerdeki GR miktiarinin 5000-10000 reseptdr/hiicre arasinda oldugu bildiriimektedir
(144), kontrol gruplarimizin GR sonuglarida literatlrlerle uyum igindedir (134, 153).

GRllerinde cinsiyete bagh bir degisim literatiirlerde tespit edilmemigtir (70, 153). Bizim
calismamizda da her iki kontrol grubunu olusturan bireyler arasinda cinsiyete bagh bir degisim
saptanmamistir.

GR'lUne [3H]-dekzametazon bagdlanmasinin farkli hormonlarla inhibisyon calismalari, GR
icin dekzametazonun spesifikidini gostermek amaciyla vyapidl. [3H]-dekzametazon
bagianmasinin soduk 200 ymolfl dekzametazonla % 68 inhibisyonu GR'lerinin dekzametazona
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ylksek afinitesini gosterir. Bu sonuc dider literatirlerie de uyum icindedir (169). Diger tarafian

[®H]-dekzametazon bagianmasini, 200 pmolfl progesteron %14, 200 pmol/l 6strodiol ise %9
oraninda inhibe etmektedir. Literatirlerde progesteronun [SH}-dekzametazona baglanmasini
%14-53, Ostrodioliin ise %1-10 arasinda inhibe ettigi bildirilmistir (8, 50, 67). Bu sonugler
ozellikle progesteronun GR icin belirli bir agonist etkiye gahip oldugunu gosterir. Ostrodiol ise

deha az agonist etkiye sahiptir.

GR'lerine [3H]-dekzametazon baglanmasinin optimum kosullari bizim deney sistemimizde;
6x108 hiicre, 40 nmolfl [3H]-dekzametazon konsantrasyonu, 2 saat inkiibasyon olarak tespit
edilmis olup, bu baglanma 80 umol/l dekzametazon ile en fazla % 65 oraninda inhibe

olmakiadir.

Glikokortikoidlerin periferal dokulardaki glikoz transportunu inhibe ettigi bilinmektedir (64).
Glikokortikodlerin bu etkisinin spesifik resepiorier vasitasiyla gergeklestidi ve GR sayisi ile
glikoz transportu arasinda ters bir iliskinin bulundugu in vitro ¢calismalarda gosterilmistir (154).

3-O-MG, D-glikozun metabolize olmayan bir analogudur ve kolaylastinimis diflizyon
calismalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir (113). Kontrol grubumuzun MNH'lerindeki 3-O-
MG transport sonuglan (35) ve 3-O-MG transportunun kinetik ¢alismalan literatirle uyum

gb6stermektedir (9, 35).

Glikokortikoidlerin  3-O-MG transportunu inhibe etme orani, éstrodiol ve progesteronia
kiyaslandiginda; dekzametazonun 80 umolfilde % 36, Ostrodioliin 80 umol’de % 19 ve
progesteronun 80 umolfide % 36 oraninda 3-O-MG transportunu inhibe ettigi tespit edilmistir.
Bu ¢ steroid hormonun 3-O-MG transportunu inhibe etme oranlarn, [3H}-dekzametazonun
GR'Une baglanmasinin ayni hormonlarla inhibisyonu ile paralellik gostermekiedir. Literatiirle
klyaslandlg'jlnda, dekzametazonun 3-O-MG transportunu yaklasik % 40, 6strodioliin % 10 ve
progesteronun % 30 oraninda inhibe ettigi bildiriimistir (154).

OBEZITE

Obez deney hayvanlarinda GR'leriyle yapilan ¢calismalarda farkh sonuglar bildirilerek (60,
84, 164), GR'lerinin obezitenin gelismesinde 6nemli rol oynayabilecedi sunucuna varimigtir
(85, 111).

Obez hastalarda gtzienen kortizol metabolik klirens artisinin, GR  parametrelerini

etkileyebilecedi disunilmustir (126). Ozelikle abdominal obez hastalarin viseral
adipositlerinde diger adipoz dokulara nazaran daha fazla miktarda GR'lUnln bulunmast (20),

kortizollin metabolik klirens artigina baglanabilir.



Bizim yaptigimiz calismada ise obez hastalann MNH'lerdeki GR sayisinda ve Kd
dederinde azalma tespit edilmistir.

Kalinyak ve arkadaslari, glikokortikoid fazialigi ve azhg durumlanndé GR sayisinda
dokuya spesifik bir reglilasyonun gerceklestigini gostermislerdir (74).

Gercektende obez faffa sicanlarinda kortikosteroidler normal seviyede olmasina
ragmen hipotalamus ve hipokampustaki GR sayisinda artma goéruimdis, karacigerdeki reseptor
sayisinda herhangi bir degisiklik saptanmamistir. Adrenalektomiye ragmen GR sayisinda
herhangi bir degigikligin olmamas!, faffa sigan beyninde difer dokulara nazaran GR'lerin

anormal olarak regile edildigini géstermektedir (8€).

Obezitedeki gibi RA'li hastalarda adrenal sekresyon artmakta, kortizol sirkadyen ritmi
bozulmakta ve kortizol diizeyi genellikle artmis veya normal seviyede bulunmaktadir (109). RA'li
hastalarin kortizol diizeyi de§ismemesine ragmen, GR sayisi normal gruba gére disiiktir. Bu
azalma sebebinin RA'li hastalardaki immun-HHA sisteminin bozuklugundén
kaynakianabilecegi stylenmistir (134). RA'In etyolojisinde immiin sistem bozuklugu rol
oynamasina ragmen, obezitenin etyolojisinde birgok faktdr ( genetik, néral, hormonal,
metabolik, besinsel, pisikolojik ve sosyoekonomik faktdrler ) rol oynamaktadir (132).

HHA sistemi bozulmus hastalarla yapilan bir calismada, obezite ve oligoamenore bulgusu
tasiyan bir hastada GR sayisinda ve Kd degerinde bizim bulgularimiza benzer azalma tespit
edilmistir (162).

MNH'lerdeki GR sayi ve Kd degerinin azalmasi, MNH'lerdeki GR reglilasyonunu etkileyen
faktorlerden dolayr olabilir. GR regilasyonunda hiicrenin enerji metabolizmasindaki
degisikliklerin de rol oynadigi gdsterilmigtir (150).

IM-8 kiltr lenfositieriyle yapilan bir caligmada, glikoz kullanimini kisitlayici ortamda IM-

9 lenfositlerinin hem ATP seviyesinde hem de GR'lerinin ligand baglamé kapasitesinde azalma
tespit edilmistir. Bu durum GR aktivitesinin hicrenin glikoz kullanimi ve ATP dizeyiyle direkt

iliskisini gosterir (163).

GR'lerinin hiicresel sikliislerinde ATP'ye olan bagimliiklan gosterilmigtir (Sekil 4). ATP
seviyesindeki azalma hiicrede hormon baglayamayan GR'lerinin birikmesine yol agmaktadir.
GR deney sistemlerinde hilcrede tespit edilebilen GR'leri hormon baglayabilen reseptérier .
oldugundan, hormon baglayamayan GR'lerin sayisinin artmasi hormon baglayan GR sayisinin

azalmasi gibi yansiyabilir (15).
Bizim obez hasta grubumuzda tespit eftigimiz GR sayisindaki azalmada, obezitenin

patogenezinde rol oynayan metabolik degigikliklerin de rolli olabilir. Obezlerde yapian
calismalar, obezlerdeki metabolik bozukliuklarin dokulann ATP kullanimini etkiliyebilecegini

gbstermistir (132).



Septik sokiaki hastalarla yapilan bir ¢alismada, bu hastalarda tespit edilen GR sayisindaki
azalmanin nedeni olarak, sok durumunda enerji metabolizmasinda meydana gelen
degisikliklerin ATP diizeyini etkilyebilecedi ve buna bagdl olarakta GR sayisimi azalabilecegi
dgisunilmustir (171).

Obez hastalarin MNH'lerindeki  3-O-MG transportunun  azalmas) bu distncemizi
desteklemektedir. 3-O-MG transportu % 34 oraninda azalirken, GR sayisida % 22 oraninda
azalmistir. GR sayisindaki azalmaya paralel olarakia Kd degerinde % 36 oraninda azalma
olmustur. Reseptdr miktarindaki azalmanin neticesi olarak, reseptériere baglanacak iigand
miktarinda da (Kd) azalmanin olmasi ( afinitenin artmasi ) normal bir sonugtur.

Obez hastalarda GR sayisi ile 3-O-MG transportu arasinda in vitro daki sonuglann aksine
paralel bir iligkinin bulunmamasi, obezitedeki insilin rezistansina bagh olabilir. Obez deney
hayvan modelleri ve obez insanlarda yapilan caligmalar, obezitedeki insilin rezistansinin
glikoz transport protein sayisindaki azalmadan veya insilinin hiicre icindeki glikoz transport
proteinlerinin plazma membranina translokasyonunu uyéramamasmdan kaynaklanabilecegini
gostermistir (30, 47, 63, 143).

MNH'lerdeki - glikoz transport proteinlerin izoformlari tam olarak tespil edilememigsede
monoklonal antikorlarla yapilan calismalar, bu hicrelerde insuline duyarh  GLUT1'lerin
mevcudiyetini géstermistir (35).

Obez hastalann 3-O-MG transportunda tespit ettifimiz azalmanin sebebi, insilin
rezistansina bagh olarak glikoz transport proteinierin fonksiyon ve miktarindaki azalmadan
kaynaklanabilir. Bu hiicrelerin enerji metabolizmasindaki degisiklikler GR baglanma kapasitesini
etkileyebilecegi gibi glikoz transportunuda etkileyebilir. MNH'ler gibi GLUT1 proteinine sahip
eritrositierde Carruthers ve arkadaslarinin (23) yaptigi bir calismada ATP seviyesinin GLUT1
protein fonksiyonunu degistirdigi gosteriimistir.

Obez hastalarda lipoprotein metabolizmasinin  bozuldugu bildirilmistir - (36). Bunun
sonucunda plazmadaki serbest yad asit (FFA) arlisi, glikoz oksidasyonunun inhibisyonu ve
glikoz-6-fosfat miktarinin artmasi yoluyla periferal glikoz transportunu azaltir (41). Bizimde
obez hastalarimizdaki FFA miktarninin yiiksek olusu, 3-O-MG transportundaki azalmanin bir

nedenini olusturabilir.

- POLIKISTIK OVER SENDROMU
Son yillarda PKOS'nun patogenezinde HHA sistem ve adrenal korteks fonksiyon
bozukiugunun roliini aragtiran birgok caligma yapilmistir (44, 99).

11-B-hidroksisteroid dehidrogenaz (118-HSD) aktif kortizollin inaktif kortizona
dénisiiminden sorumlu mikrozomal bir enzimdir (165). Ozellikle karacijer ve boébrekte
bulunan bu enzimin 118-dehidrogenaz ve 11-oxo-rediiktaz olmak tzere iki ayn formu vardir.
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113-HSD enzimin konjenital eksikliji, AME ( Aperent mineralocorticoid excess =
Mineralokortikoid fazlalig) ) sendromuna yol agar (48, 120, 146).

Enzim eksikliginde aktif kortizol miktarimin  artmas kortizolun klirensini arttirir. Bunu
kompanse edecek kortizol Uretimindeki artigla normal kortizol konsantrasyonu saglanir. Fakat
bu arada ACTH'na bagh androjen artisida meydana gelir. Bu durumun gériildiigi kadinlarda
hiperandrojeneminin klinik bulgulari ortaya ¢ikar. Bu bulgularnin i1s1§t altinda, PKOS'nun
patogenezinde adrenal bezin roliinin olabilecedi disiniimistir. Rodin ve arkadaslarinin
PKOS'lu hastalar (zerinde genis ¢apta yaptiklan bir caismada kortizol 11-oxo-redikiaz
aktivitesinde orta derecede bir bozukluk tespit etmislerdir (148).

Yapilan diger caligmalarda da HHA sistemin regiilasyon bozukluguna bagh olarak,
PKOS'lu hastalarin adrenal bezinin hiperfonksiyonu tespit edilmistir (88, 99, 124, 127).

HHA sistem regiilasyon bozuklugunun GR otoregulasyonundaki rolinii inceleyen
calismalar vardir. Atopik dermatit hastalarindaki HHA sistem regilasyon bozuklugunun GR
parametrelerine etkisini inceleyen bir calismada, GR parametrelerinde herhangi bir farklihk
gosterilmemigtir (131). Alzheimer hastaliindaki HHA regiilasyon sistem bozuklugun GR
parametrelerine etkisini inceleyen bir bagka ¢alismada da GR parametrelerinde herhangi bir
degisiklik tespit edilememistir (130).

Bizim PKOS'lu hasta grubunun, GR parametreleri Gzerine yaptigimiz calismada, GR
sayisinda veya afinitesinde herhangi bir farkhlik saptanamamstir. Bu bulgularimiz, HHA sistem
le GR arasinda iligkiyi arastiran calismalarda elde edilen bulgulari desteklemektedir. PKOS'lu
hastalardaki HHA sistem hiperfonksiyonu GR parametrelerinde herhangi bir degisiklik
yapmadan, hastalarin hiperandrojenemisinde rol oynamaktadir.

PKOS'lu hastalarda glikoz metabolizmasini bozan instlin rezistans: sik gérilen bir bulgu
olmasina ragmen (21, 58, 87), bilzim inceledigimiz hasta grubunun aglik glikoz seviyesi ve 3-O-
MG transportu normal sinirlar icindedir. Hasta grubumuzun GR parametreleri dedismediginden,
3-O-MG transportunda da herhangi bir degisiklik beklenmemektedir.

CUSHING SENDROMU

Glikokortikoidler icin hedef hiicrelerden biri olan periferal MNH'ler, spesifik olarak ve
yiksek afiniteyle glikokortikoidlere baglanan reseptérieri icerdiklerinden, steroid resepior
regllasyon c¢alismalan icin ideal hiicrelerdir (153). Sentetik glikokortikoidlerin  MNH'deki
GR'lerin down-regiilasyonuna yol actifi cesitli calismalarda gosterilmistir (169)..

Bununla beraber reseptér down-reglilasyonunun derecesi steroidin cinsine ve
etki slresine baghdir. Sigan hepatoma hicrelerinde  yapilan ~ ¢calismalarda, hicrelerin
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dekzametazonla 6 saat muamelesi GR'lerin % 50m yol acarken,

72 saatlik muameleden sonra reseptorler normal seviyelerine donmustiir  (112). Benzer
celismalarda da steroidin in vitro etki siresinin uzamasinin reseptdr down-reglasyonunun
glcint azalttigi bildirilmistir (150).

Biz de hipofizer Cushing hastalarinda yapti§imiz g¢alismada, endojen hiperkortizoleminin
GR sayisinda ve afinitesinde herhangi bir degisikiik yapmadigini tespit ettik. Cushing
hastalarinda yapllan diger calismalarda da GR parametrelerinde herhangi bir degisiklik tespit
edilememigtir (18, 78, 119).

Ketoconazole adrenal bezdeki kortizol sentezini, sitokrom P450 hidroksilaz! inhibe
ederek durdurur. Ayrica direkt olarak ACTH sentez ve sekresyonunu da azaltir. Bu 6zellikleriyle
hiperkortizoleminin goériilduga hastalarda yaygin olarak kullanilir (168). Cushing hastalarindaki
kortizol seviyesi ketoconazole tedavisinden sonra azalmasina ragmen, GR parametrelerinde
herhangi bir degisiklik saptanamamistir (119). Bu bulgular Cushing hastalarindaki endojen
kortizol seviyesinin GR'lerin regiilasyonunda etkili olmadi§ini gésterir.

Sepsisli hastalarda yapilan bir calismada, sepsisli hastalarin glikokkortikoid tedavisine
beklenen yaniti vermemeleri (zerine GR'lerin rolt arastinldiginda, bu hastalarda
hiperkortizolemi olmasina ragmen GR'lerin sayi ve afinitesinde herhangi bir dedisiklik tespit

edilememistir (141).

Bununla beraber, glikokortikoid rezistans sendromunda gérilen hiperkortizolemi
(Cushing bulgusu olmayan) GR sayi ve afinitesinde azalmaya neden olmaktadir (19, 27, 67,
108, 160).

Biitlin bu bulgular glikokortikoidlere hassasiyette GR'lerin 6nemli bir rol oynadigini, fakat
hastaliklarla iliskili bagka faktérierinde GR regiilasyonunda rof oynayabilecegini gésterir.

inceledigimiz hasta grubumuzun glikoz degerleri normal sinirlar iginde olup, 3-O-MG
transport dederleride normal sinirlar icinde tespit edildi. GR degerleri ile 3-O-MG transportu
arasinda herhangi bir iligki tespit edilemedi.

KONJENITAL ADRENAL HIPERPLAZI

Primer adrenal yetmezlik sebebi adrenal fonksiyonun bozulmasidir. Kortizol tretiminde
azalma ve plazma ACTH miktarinda artma hastaligin o&zelliklerini olusturur. Primer adrenal
yetmezlik nedenlerinden biri de KAH'dir (93).

Adrenal yetmezlik gorilen hastalarda yapillan GR calismalarinda farkh sonuglar

bildiritmigtir.
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Kontula ve arkadaglarinin
hastalarindaki GR miktart ve afinitesinin normal gruptan farkli olmadigini tespit edilmistir
(78).

Schlechte ve arkadaslarinin yaptiklar calismada ise yeni teshis edilmis, tedavi gérmemis
adrenal yetmezlik bulgulari olan hastalarin MNH'lerindeki ,GR miktarinda azalma, afinitede ise
artis tespit edilmistir. 6 aylik tedaviden sonra bu hastalarin reseptor miktari degismemis, afinite
ise normale dogru azalmistir. Daha uzun tedaviden sonraki GR parametreleri tedavi oncesi
degerlere gelmistir (135).

Brentani ve arkadaslarinin yaptiklan ¢alismada ise; tedavi gérmemis adrenal yetmezlik
buigusu olan 2 hastada ( etyolojisi tuberkiloz olan ) GR miktarimin azaldigi, 2 hastada
( idiopatik ve bilateral adrenalektomili ) ise degdismedigi, GR afinitesinde ise herhangi bir fark
gorilmedidi bildirilmistir (18).

Deney hayvanlanyla yapilan calismalarda ise adrenalektomiden sonra GR afinitesinde
herhangi bir degisiklik gézlenmemesine ragmen, GR sayisinda artma tespit edilmistir (149).

Bizim yaptigimiz ¢alismada ise hipokortizolemili 14 KAH'i hastanin GR miktarlar ve

afiniteleri normal ¢ocuk grubundan fakl olarak bulunmamistir.

inceledigimiz KAH'li hastalar arasinda glikokortikoid tedavisine direng gosteren bazi
vakalarin GR say: ve afinitesinin , glikokortikoid tedavisine yanit verenlerden farkli olmamasi,
KAH'li hastalarda kortizol diizeyleri ile GR sayilan ve afiniteleri arasinda iligkinin bulunmadigini
gosterir. Benzer bulgular bronsiyal astmada tespit edilmistir (83). Kortikosteroid tedavisine yanit
veren bronsiyal astmalarla, kortikosteroid tedavisine yanit vermeyen brongiyal astma hastalan
arasinda GR sayi ve afinitesi yoniinden bir fark tespit edilememistir.

Adrenal fonksiyonun artti§i ve hiperkortizoleminin gorildiigi hastalarda yapilan
calismalardaki GR sonuglari da farkliliklar gostermektedir. Bizimde calismamizda tespit ettigimiz
gibi Cushing hastalanmin GR parametrelerinde herhangi bir degisiklik goériiimezken (119),
anoreksia nevroza hastalarnnda ise GR sayisinda artma tespit ediimistir (79).

Bu sonugclardan oriaya ctkan; in vitro hipokortizolemi GRllerinde artmaya neden olurken,
endojen hipokortizoleminin GR reseptérierierinde yaptigt degisiklik hastaliklara gore farklilik
gbstermektedir. Bunun nedeni GR regiilasyonunda kortizol diizeyi diginda hastaliklarla iligkili

baska faktorierinde rol oynamast olabilir.

KAH'li hastalarda 3-O-MG transportu ile GR sayisi arasinda herhangi bir iligki tespit
edilememigtir. Hasta grubumuzun glisemi degerleride normal siniriar icinde tespit edilmistir.
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OZET

Kortizole hiicresel yanitin ik asamasint sitoplazmada bulunzn glikokortikoid reseptdrierine
(GR) kortizollin baglanmasi olusturur. Bu baglanma streroid-reseptér kompleksinin nikleusa
dogru hareketine ve spesifik protein sentezine yol acar. Béylece glikokortikoide hiicresel yanit
olusur.

Glikokortikoidlerin hedef hiicrelerinden biri olan periferal mononiikleer hiicreler (MNH),
cehzametazonu spesifik olarak ve yiiksek bir gfiniteyle baglarlar. Bircok hastalik durumlarinda
GR caligmasi icin MNH'ler tercih edilmistir. Hiicresel GR miktan glikokortikoidler tarafindan
reglle edildidi ve glikokortikoidlerin kendi reseptérlerinin down-regilasyonuna yol agctiklar
bircok ¢calismada gosteriimistir. ‘

Bu ¢aligmanin amac! gesitli adrenokortikal hastalik durumlarinda GR sayi ve afinitesinde
meydana gelebilecek degisiklikleri arastirmaktir. Hiicresel GR seviyesi ile 3-OMG transportu
arasinda ters bir iligki oldugundan, GR calismasiyla paralel olarak ayni hasta grubunda 3-O-MG

transportunuda inceledik.

Konjenital adrenal hiperplazi (KAH), konjenital enzim eksikligi sonucu hipokortizoleminin
gdrildiigi bir hastaliktir. Cushing sendromu ise hiperkortizolemi ile iligkili bir hastaliktir. Hipo- ve
hiperkortizoleminin GR say! ve afinitesine etkisi incelendiginde, her iki hastalik grubunda da
GR say! ve dfinitesinde ve 3-O-MG transportunda herhangi bir degisiklik saptanmadi. GR
miktan ile 3-O-MG transportu arasinda herhangi bir iliski tespit edilmedi. Bu bulgular, kalici
hipo- ve hiperkortizoleminin hiicresel GR seviyesinde 6nemli bir degisiklige yol agmadigini
gostermektedir.

Obez ve polikistk over sendromlu (PKOS) hastalarda, hipotalamus-hipofizer-adrenal
(HHA) sistem regtilasyonunun bozulduguna dair bulgular vardir. Bu hastalardaki HHA sistem
bozuklugunun serum kortizol ritmini bozdugu gosterilmistir. PKOS ve obezitenin patogenezinde
GR'nlin rollini arastirmak igin, bu hastalardaki GR parametrelerini inceledik. PKOS'lu hastalarin
GR sayi ve afinitesi ile 3-O-MG transportunda herhangi bir degisiklik tespit edilmedi. Aynica GR
miktari ile 3-O-MG transportu arasinda da herhangi bir iliski gériilmedi.

Bununla beraber, obez hastalarin GR sayisinda ve 3-O-MG transportunda- azalma,
afinitede ise artma teépit edildi. Obez hastalardaki insilin. rezistansinin énemli nedenlerinden

biri glikoz transportunun bozuimasidir. Hiicrenin enerji metabolizmasinda meydana gelebilecek
degisikliler GR sayisini etkileyebilecegdinden, obez hastalardaki azalmis GR miktarinin nedeni

glikoz transportundaki azalma olabilir.
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SUMMARY

The first step in the cellular response to cortisol is a specific binding to cytoplasmic
glucocorticoid receptors (GR). This leads to a transformation or activation of the steroid
receptor complex which migrates into the nucleus where a specific synthesis of mRNA is
induced, resulting in the synthesis of specific proteins. The ensuing effect on cellular
-metabolism represens the glucocorticoid response. Peripheral mononuclear ieukocytes (MNL),
which a targets for glucocorticoids, contain receptors that bind dexamethasone with high affinity
and specificity. The ready availability of MNC makes this tissue for on examination of receptors
in disease states. The cellular GR concentration has been shown i{o be modulated by
glucocorticoids. There are numerous reports demonstrating that glucocorticoids down-regulaie

their own receptor concentration.

The purpose of this study was to investigate potential changes in GR activity and affinity
in MNL of patients with various adrenocortical disorders. In parallel, we have measured 3-O-
methyl-D-glucose (3-O-MG) uptake in MNL because there was a reverse relationship between
the cellular GR levels and the 3-O-MG uptake in MNL. Congenital adrenal hyperplasia (CAH) is
associated with hypocortisolism when the hyperplasia fails to compensate for the congenital
enzym defect. Cushing's syndrome refers to the manifestations of glucocorticoid excess. To
examine the effect of hyper- and hypocorticosolism on GR, we studied GR number and affinity
on peripheral MNL in patients with hypercortisolemic Cushing's disease and in patients with
hypocortisolemic CAH disease. No change in GR number or affinity was found in MNL from
patients with Cushing’s syndrome and CAH. The 3-O-MG uptake in MNL from patients with
Cushing's syndrome and CAH was within the normal range and there was no correlation
between GR number or affinity and 3-O-MG uptake. This findings suggest that long lasting
hypo- or hypercorticosolism does not lead to major alteration in the amount of cellular.GR.

Several fines of evidence suggest disturbances of the hypothalamic-pituitary-adrenal
(HPA) system in polycystic ovary syndrome (PCOS) and obese patients. The possible
hormonal dysregulation of HPA system in this patients may lead to imbalances in the circadian
rhythm of cortisol serum levels. To examine the potential role of the GR in pathogenesis of
obese and PCOS patients, we analyzed GR paremeters in this patients. GR binding
characteristics did not differ between PCOS patients and controls. The 3-O-MG uptake in MNL
from patients with PCOS was within the normal range and there was no correlation between
GR number or affinity and 3-0-MG uptake. However, GR number and 3-O-MG uptake in obese
patients were significantly lower than in controls, but GR affinity was significantly upper than in
controls. A major defect contributing to insulin resistance in obesity reduced glucose transport
activity. Alterations in cell energy-metabolism may affect receptor number. The reason of the
reduction of GR levels in obese patients' may to be production sufficient ATP depending on

reduced glucose transport.
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