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OVEREKTOMIZE RATLARIN iSKEMiK KALP DOKUSUNDA GPER-1
DUZEYININ ARASTIRILMASI
(YUKSEK LiSANS TEZI)
MAHMUT AY

OZET

Kardiyovaskiiler hastaliklar, giiniimiiz toplumunda siklikla karsimiza ¢ikan ve
tedavi maliyeti oldukca yiiksek olan bir hastaliklardir. Menopozla beraber kadinlarda
kardiyovaskiiler hastaliklarda artma ve endotel fonksiyonlarnda bozulma olmaktadir.
Ostrojenin saglikli postmenopozal kadinlarda aorta esnekligi ve sol ventrikiiler diyastolik
fonksiyonu diizelttigi bildirilmistir. Ostrojenin hiicredeki etkilerine klasik &strojen
reseptorleri (ER'ler; a ve B) ve G proteini bagl dstrojen reseptorii 1 (GPER-1, GPER veya
GPR30) aracilik etmektedir. GPER, estradiol (E2)’e yiiksek afinite ile baglanan, ancak
diger Ostrojen reseptorlerden (ERa ve ERP) farkl sinyalleri veren membran bagli bir
reseptor’diir.

Ik defa yapilan bu calismada, overektomize ratlarin iskemik kalp dokusunda
biyokimyasal ve histopatolojik etkileri 32 ergin disi rat iizerinde arastirildi. Ratlar
randomize olarak dort gruba ayrildi; grup 1; Kontrol (n=8), grup 2; Overektomi uygulanan
grup (n=8), grup 3; Sadece Iskemi-reperfiizyon uygulanacak grup (n=8), ve grup 4;
Overektomi + Iskemi-reperfiizyon uygulanan grup (n=8). Overektomi yapilan gruplar kalp
iskemi-reperflizyon yapilmadan 14 giin Oncesinde overleri cerrahi olarak alindi.
Overektomi yapilmayan gruplar ise operasyon stresini ekarte etmek amaciyla sadece
batinlar acilip kapatildi. Menapoz olustuktan sonra tiim gruptaki ratlarin kalbine 10 dakika
iskemi ve 10 dakika reperflizyona uygulandi. Reperfiizyon sonrasinda tiim gruplardan kan
alimd1 ve plazmada kreatin kinaz (CK-MB), Ostrojen ve progesteron diizeyleri dlgiildii.
Daha sonra hayvanlar sakrifiye edilerek kalp dokular1 ¢ikarildi. Doku 6rneklerinde GPER
diizeyleri 6l¢iildii. Biyokimyasal parametrelerin tiimii (CK-MB, 6strojen, progesteron ve
GPER) ELIZA cihazinda ticari kitler ile dlgiildii.

Biyokimyasal incelemeler sonunda; Gruplar arasinda CK-MB diizeyleri istatiksel
olarak anlamli farkliliklar géstermedi (p>0,05). Ostrojen diizeyleri kontrole kiyasla diger
gruplarda oldukc¢a diisiiktii (p<0,05). Buna karsin, gruplar arasinda progesteron
diizeylerinde istatiksel olarak anlamli farkhiliklar yoktu (p>0,05). GPER diizeyleri
Overektomi ve Overektomi+ Iskemi-reperfiizyon gruplarinda diger gruplara gore kiyasla

oldukca yiiksekti (p<0,05). Histopatolojik olarak, kontrol grubu hari¢ tiim gruplarda



miyokardiyal o6dem, miyositolizis, hemoraji ve polimorf niiveli lokosit (PMNL)
infiltrasyon bulgular1 gozlendi.

Sonu¢ olarak, artmigs GPER diizeyleri overektomi sonrasi bozulmus ve/veya
yetersiz Ostrojen sentezinden kaynaklanmaktadir ki, bu da kalp disfonksiyonunu neden
olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: GPER, kalp iskemi-reperfiizyon hasari, overektomize, dstrojen
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INVESTIGATION OF GPER-1 LEVELS IN ISCHEMIC HEART TISSUE OF
OVERECTOMIZED RATS
MAHMUT AY
ABSTRACT

Cardiovascular diseases are frequently encountered in today's society and have high
treatment costs. With menopause, there is an increase in cardiovascular diseases and a
decrease in endothelial functions in women. Estrogen has been reported to improve aortic
flexibility and left ventricular diastolic function in healthy postmenopausal women. The
effects of estrogen in the cell are mediated by conventional estrogen receptors (ERs; a and
B) and G protein-bound estrogen receptor 1 (GPER-1, GPER or GPR30). GPER is a
membrane-bound receptor that binds estradiol (E2) with high affinity but gives different
signals from other estrogen receptors (ERa and ERp).

In this first study, the biochemical and histopathological effects of ischemic heart
tissue on ovariectomized rats were investigated on 32 adult female rats. Rats were
randomly divided into four groups; group 1; Control (n = 8), group 2; Overectomy group
(n = 8), group 3; Ischemia-reperfusion only group (n = 8), and group 4; Overectomy +
ischemia-reperfusion group (n = 8). Overectomy groups were surgically removed 14 days
before cardiac ischemia-reperfusion. In order to exclude surgical stress, only the abdomen
was opened and closed. After menopause, rats in the whole group were applied to the heart
of ischemia and reperfusion for 10 minutes. Blood was collected from all groups after
reperfusion and plasma creatine kinase (CK-MB), estrogen and progesterone levels were
measured. The animals were then sacrificed and cardiac tissues were removed. GPER
levels were measured in tissue samples. All biochemical parameters (CK-MB, estrogen,
progesterone and GPER) were measured by commercial kits on the ELIZA device.

At the end of biochemical examinations; CK-MB levels did not show statistically
significant differences between the groups (p> 0.05). Estrogen levels were significantly
lower in the other groups compared to the control group (p <0.05). However, there was no
statistically significant difference in progesterone levels between the groups (p> 0.05).
GPER levels were significantly higher in the Overectomy and Overectomy + Ischemia-
reperfusion groups compared to the other groups (p <0.05). Histopathologically,
myocardial edema, myocytolysis, hemorrhage and polymorphic leukocyte (PMNL)
infiltration were observed in all groups except the control group.

As aresult, elevated GPER levels result from impaired and / or inadequate estrogen

synthesis after overectomy, which leads to cardiac dysfunction.
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TESEKKUR

Bu tez caligmasi siiresince engin bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim ve
calismamin her asamasinda sagladig1 bilimsel katkilardan dolay1 danisman hocam Ergiil
BELGE KURUTAS’a, tezime sagladiklar1 katkilarindan dolay1 Fatih YUZBASIOGLU ve
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her tiirlii maddi ve manevi desteklerini gérdiigiim aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS VE AMAC

Kardiyovaskiiler hastaliklar, gliniimiiz toplumunda siklikla karsimiza ¢ikan ve tedavi
maliyeti oldukga yiiksek olan hastaliklardir. Menopozla beraber kadmlarda kardiyovaskiiler
hastaliklarda artma ve endotel fonksiyonlarinda bozulma olmaktadir. Ostrojen hormonu,
reseptorleriyle kalp iizerinde pek c¢ok etki gostermektedir. Kardiyak fibroblast
proliferasyonunu inhibe ederken, pek cok patolojik durumda kardiyak gen ekspresyonunu
baskilamaktadir. Ostrojenin saglikli postmenopozal kadmlarda aorta esnekligi ve sol
ventrikiiler diyastolik fonksiyonu diizelttigi bildirilmistir. Bununla birlikte, Gstrojenin
kardiyak kontraktil fonksiyonu pek ¢ok mekanizma araciligiyla diizenledigi diisiiniilmektedir.
Yakin zamana kadar, Ostrojenlerin vaskiiler etkisine sadece klasik Ostrojen reseptdrlerinin
(Ostrojen reseptor alfa ve beta) aracilik ettigi biliniyordu. Ancak, son birkag yil i¢inde yapilan
caliseeysel malar G-protein iligkili 6strojen reseptoriiniin (GPER-1, GPER ya da GPR30)
varlig1 gosterilmis ve Ostrojen bu reseptor aracilifiyla hizli sinyal yanitlar1 veya
transkripsiyon olaylar1 olusturarak etkilerini gosterdigi saptanmistir. Bu gen, G-protein esli
reseptor 1 ailesinin bir {iyesidir ve endoplazmik retikulumda lokalize, ¢ok gegisli bir membran
proteinini kodlar. Proteinin Ostrojene baglanmasi, hiicre i¢i kalsiyum mobilizasyonu ve
cekirdekte fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat senteziyle sonuglanwr. Bu nedenle GPER-1,
ostrojen ile hiicre ve dokularin uyarmmini takiben goézlenen hizli non-genomik sinyal
olaylarinda rol oynar. GPER-1, kardiyovaskiiler sistemde vaskiiler ve miyokardiyal
fonksiyonun diizenlenmesinde énemli fizyolojik bir rol oynayabilecegi tespit edilmistir.

Ilk defa yapilan bu tez calismamizda overektomi uygulanan ratlarin iskemik kalp

dokusunda GPER diizeyleri dlgiilerek tedavideki yerinin ortaya ¢ikarilmasi amaglandi.
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2.GENEL BiLGILER:

2.1. Hormonlar

Hormon kelimesi, yunancadan gelmektedir; bir seyi uyarmak, harekete gecirmek
anlamina gelmektedir. Hormonlar, endokrin sistemin organlarindan; hipofiz, bobrek iistii
bezleri, tiroit, paratiroit, gonatlar gibi kanalsiz i¢ salg1 bezlerinde sentezlenen ve kan araciligi
ile tasmarak belli hedef doku hiicrelerinde etki eden organik bilesiklerdir (Sekil 1).
Hormonlarin genel tanimma uymayan, ama hormon gibi davranan bilesikler de vardir:

Hipotalamik diizenleyici hormonlar, hipotalamusta sentezlenir, hipofizer portal sistem
araciligl ile tasmirlar ve kisa mesafedeki hipofizin sekretuvar hiicrelerine etki ederler.
Antiditiretik hormon (ADH) ve oksitosin, hipotalamusta sentezlenirler, néronlar vasitasiyla
hipofize giderler ve gerektiginde de salgilanmak tizere burada depo edilirler. Prostaglandinler,
neredeyse biitiin dokularda sentez edilirler, yakina ve uzakga etki ederler. Gastrin, sekretin,
somatostatin gibi hormonlar gastrointestinal sisteminin 6zel hiicrelerinde sentez edilirler,
lokal diffiizyonla parakrin etki gosterirler. Anjiotensin, karaciger kokenli prekiirsorden

spesifik enzimatik etki ile olusur [1]:
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Sekil 1. Hormon regulasyonunun sistemi [2]
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Hormonlar kimyasal yapi olarak heterojendir. Tirotropin saliverici hormon (TRH,
TRF) ve diger hipotalamus hormon veya faktorleri, adrenokortikotropik hormon (ACTH,
kortikotropin) ve diger hipofiz 6n lop hormonlari, antidiiiretik hormon (ADH, vazopressin),
insiilin, oksitosin, parathormon, glukagon, kalsitonin, ve bir hormon olarak kabul goren
gastrointestinal polipeptitler, peptit yapida ya da protein yapida hormonlardir. Katekolaminler
(adrenalin, dopamin, noradrenalin), tiroit hormonlar: ( triiyodotironin, tiroksin), amino asit
tiirevi hormonlardir. Glukokortikoidler (kortizon, kortizol), mineralokortikoidler (aldosteron),
cinsiyet ile ilgili hormonlar (Ostrojenler, testosteron, progesteron), steroid yapisinda
hormonlardir. Prostaglandinler, tromboksanlar, 16kotrienler ise eikozanoid yapisinda

hormonlardir [1].

Hormonlarin biyolojik olarak etkili olmasi i¢in diisiik konsantrasyonda olmalaru
yeterlidir; serumda nmol, pmol diizeyinde bulunurlar; dolayisiyla serum diizeyleri ¢ok hassas
bir metot yontemi ile 6l¢iilebilirler. Serum hormon diizeyleriini 6lgmek i¢in en sik kullanilan

metodlardan biri ise RIA’dir [1,2].

Hormonlarm hepsi uyarici degildir; bazilar1 inhibitdr etkilidir. Ornegin somatostatin,
diger bazi hormonlarin sekresyonunu azaltirken epinefrin (adrenalin) ise bazen stimulator

bazende inhibitor etkilidir [1,2].

Hormonlarm sekresyon hizlar1 sabit degildir; hormon sekrasyon hizinin diizenlenmesi;

hormona duyulan gereksinim ve hormonun inaktivasyon hizina baghdir [1] .

Hormonlarin bazilarinin depo edilme 6zelligi vardir. Katekolaminler (noradrenalin ve
adrenalin), sinir uclarinda ve adrenal mediilla, hormon-kromogranin a-ATP kompleksi
seklinde depo edilirler; tiroit hormonlari ise tiroit bezinde depolanirlar.

Steroid hormonlam ise depolanma 6zelligi yoktur [1]

Hormonlar, dolasim sisteminde serbest bulunurlar veya transport proteinlerine bagl
bir sekilde bulunurlar; peptit yapidaki hormonlar ve katekolaminler serbest formda olurlar,
steroidler ve tiroite sentezlenen hormonlar transport proteinler vasitasiyla tasmirlar.
Hormonlarm serbest formlar1 biyolojik olaylar1 regiile edebilirler [1].

Hormonlar bazen etki ederken , serotonin, histamin ve biiylime faktorleri gibi bazi aktif
maddeler tarafindan gosterilebilir ve endokrin organlari1 tarafindan salgilanmayan ama
hormon etkisi gosterebilen boyle maddelere doku hormonlar: denir [1,2].

Hormonlar tarafindan baslatilan yanit uzun siireli olur; hormonlar ortadan kaybolsa
bile etkileri devam eder.

Hedef dokularin hormonlara kars1 verdigi fizyolojik yanit, yasa ve genetik yapiya gore
degisir.
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2.2. Hormonlarin Klilik Bakimdan Onemi

Hormonlar, biliyiime, su ve elektrolit alis verisi, metabolizma , sekstiiel gelisim ve
seksiiel fonksiyonlar1 regiilatorleri olarak hayati 6nem tasimaktadir. Hormonlarin yoklugu,
yetersizligi ve fazlalig1 farklh tiirden gesitli hastaliklara neden olur; bazi hormonlarin ise
yoklugu o6lim nedeni olur. Bu sebeple klinikk bakimda  bir endokrin organinin
hipofonksiyonu veya bir hormon eksikligi zamaninda saptamak yetersiz hormonu yerine
koymak (replasman tedavisi) dnemlidir [1,2].Bir endokrin sistem organinda hiperfonksiyonda
hastalik belirtisi olabilir.

Hormon iiretiminde patoloji, kandaki hormon miktarinin veya karakteristik hormon
yikilim iirlinlerinin kantitatif tayini ile saptanabilir. Ayrica kan plazmasindaki inorganik veya
organik maddelerin normal konsantrasyonlarinda degisiklik de ilgili maddenin metabolizmasi

iizerine etkili hormonun etkisindeki patolojileri tanimaya yardimci olur [2].

Herhangi bir hormon yetersizligi veya yoklugu, buna karsilik gelen hayvansal bir
organdan saf halde elde edilen hormonun verilmesi suretiyle tedavisi miimkiindiir. Boyle
durumlarda genelde hayat boyu siiren siirekli tedavi edilmesi gerekir. Hormon tedavisi,
protein yapidaki hormonlarin enjeksiyon gibi sindirim yolu dis1 bir yoldan verilme
zorunlulugu vardir; protein yapidaki hormonlar agiz yoluyla alinmasi durumunda, sindirim

kanalinda pargalansi ve emilmemesi s6z konusudur [2] .

2.3. Ostrojen

Ostrojen, kadinlardaki adet dongiisiinin ve memelilerin disilerindeki estrus
dongiisiindeki rol alan bir takim steroid hormonudur. Ostrojen hormonu hemen hemen biitiin

omurgalilar ve boceklerin bazilarinda bulunur [2].

Ostrojen hem erkeklerde hemde kadinlarda bulunurlar. Ureme yaslarmdaki disilerde
seviyeleri daha yiiksek olur. Ostrojenler kadinlardaki gdgiis gibi ikincil cinsiyet organlarinin
gelisimini saglar ve adet dongiisiiyle iliskisi olan endometrium kalinlasmasmi ve diger
siirecleri diizenlerler [2]. Folikiil uyarict hormon (follicle stimulating hormone, FSH) ve

liiteinizan hormon (LH), yumurtalayan kadinlarda dstrojen iiretimini diizenlerler [4].

Dolagimda bulunan 6strojenler, FSH ve LH'nin seviyesinin diismesine sebep oldugu

icin bazi1 oral kontraseptiflerde 6strojen bulunur [2] .
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Kadmlardaki 3 temel Ostrojen sunlardir; 0Ostron ,0striol ve Ostradiol . Menars ile
menopoz arasindaki Ostrojen ise Ostradiol'diir. Bu Ostrojen tiirevleri enzimatik reaksiyonlar
sonucu androjenlerden sentez edilirler. Ostradiol sentezi testosterondandir, Ostron ise
androstenedion'dan sentez edilir. Ostron, éstradioldan daha az etkilidir ve menopozdan sonra

ostradioldan ¢ok Ostron olusur [2].

Ostrojenler kadmlarm dogum sancisi gibi yiiksek acilara dayanmay saglar. Ostrojenler

saldirgan bir kisilik ortaya ¢ikarir. Saglarin uzamasini ve ¢ikmasini giiglendirir [2].

Ostrojenler, 18 karbonludur ve steroid yapidadir; androjenlerden farki, C-10’daki
metil grubunun olmamasi ve A halkasininda aromatik olmasidir [Sekil 2].

Sekil 2. 6strojenin molekiiler yapisi (2).

Kandaki baslica 6strojen hormonu, dstrojenlerin en aktif formu olan éstradiol (E2) ve

dahada az aktif formda olan éstron ile denge halindedir. Ostronun tiirevi olan dstriol (E3),
gebelerde idrar ve plasentada goriilen baslica ostrojendir [sekil 3]:

E:=triol E=tradiol

Sekil 3. Estriol, estradiol ve estronun molekiiler yapilari [2]
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2.3.1. Ostrojen sentezi

Ostrojenlerin biiyiik bir boliimii baz1 durumlar hari¢ disi cinste bulunan overlerde
graaf folikiiliinde sentez edilirler. Overlerdeki sentezde prekiirsér gorevi, teka hiicrelerinde
sentezlenip ganuloza hiicrelerine sunulan androjenik maddedir. Overlerdeki estron kismende
testesterona doniistiiriiliir. Testesteron ise aromatizasyon ve dimetilasyon islemiyle estradiole

dontistiiriilir [sekil 4].

Dehidroepiandrosteron——— 16x-hidroksi DHEA— 16c-hidroksi androstenedion

{DHEA) '
17-0H-SDH | Aromataz
Y
Androstenedion _ Aromataz > Estion 17-0H-50H > Esticl
ﬂPS*TWJ 16a-hidroksilaz
17T-0H-S0H I' 17-0H-S0H

i Aromataz '
Testosteron ————= Estradial

Sekil 4. Ostrojen sentezi [3]

Ostrojenler, overler, bobrek iistii bezler, plasenta ve testislerde sentez edilirler;
molekiiler oksijen ve NADPH’a gerek duyan enzim sistemi, 0strojen sentezini katalizeler.
Ostrojenin sentezlenmesi i¢in prekiirsor, androstenedion ve testosterondur [3].

Ostrojen hormonunun sentezlenmesi , FSH (follicle stimulating hormone) tarafindan uyarilir.

Metirapan, 19-hidroksilasyonu engelleyerek Ostrojen hormonunun sentezlenmesini inhibe
eder [3].

2.3.2 Ostrojen Tasinmasi Ve Metabolizmasi

Kanlarda bulunan ve 6strojen hormonunun en aktif formu olan dstradiol, androjenleri de
tastyan Ozel bir transport proteine bagh bir sekilde taginir.

Ostrojenler, aktif olmayan 2-hidroksidstradiolede doniisebilir; 2-hidroksidstradiol de
katekolaminlerin COMT (Katekol-O-metiltransferaz) ile metabolize edilmelerini kompetitif
sekilde inhibe eder ve gebelikte katekolaminlerin plazma diizeylerinin artis1 ile kan basinci

artisina neden olabilir [3].

Ostrojenler, idrar yoluyla, siilfat veya glukuronat konjugeleri seklinde vucuttan atilirlar.

Ostriol, gebelerin idrarmda en fazla bulunan dstrojendir [3]
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2.3.3. Ostrojen Hormonunun Etkileri

Ostrojen veya tiirevleri, diger steroid hormonlara benzer bir sekilde, niikleer diizeyde gen
aktivasyonu suretiyle hormonal etki gosterirler.

Ostrojenler, disilerde menstruasyon dongiisiindeki kanama dindikten sonra azar azar
artarak uterus mukozasini progestasyonal hormonlarin daha sonra  etkisi hazirlar;
endometriumun proliferatif biliylimesini ve uterus bezlerinin derinlesmesini, endometrium
vaskiilaritesinin artigmni saglarlar; fallop tiiplerini ve vaginal epiteli degistirirler. Degisiklikler,
menstruasyon kanamasi durduktan hemen sonra baglar [1,3].

Ostrojen hormonlari, menstruasyon dongiisiiniin hemen baslangicinda  follikiiliin
gelisimini baglatmis olan FSH un iiretimini baskilayarak LH un iiretimesini uyarir. Bundan
dolayi, ovulasyondan birka¢ giin dncesinde kanda bulunan Gstrojen seviyesi maksimum
seviyeye ulastigi zaman serum FSH seviyesi hafif bir selikde diiserken LH seviyesi pik
yapmaya baglar. Oviilasyonla birlikte serum FSH ve LH miktar1 hizla diiserek dongiiniin
sonunda bazal degerlere diiser. Ostrojen diizeyi de ovulasyondan birkac giin dnceden itibaren
diismeye baslar ve ovulasyon sonrasi daha da hizli bir sekilde azalarak dogii sonrasinda bazal
degere diiser [1,3].

Ostrojenler, kadmlarda veya disilerde ikincil cinsiyet karakteristiklerinin
sirdiiriilmesindede etkilidir; i¢ ve dis genital organlardaki gelisim ve olgunlagsmasimnida
Ostrojenler diizenler.

Ostrojenler, metabolik etkilerden bazilarinada sahiptirler[Sekil5].  Ostrojenlerin
karacigerdeki yaglanmay1 6nleyici, kolesterol miktarmi diisiiriicii metabolik etkiside vardir;
LDL’leri azaltrken HDL’leride artiricidirlar; ayrica osteoblastlarm Ca®* depo etmesi igin

uyarirlar [2].

Estradiol & SERMs

Astrucytcﬂ

1 ¥ L 3

Improved Anti- Anti- Anti-
Myelination | |inflammation| | oxidation edema

9 r L 3

Neuronal function and survival during cerebral ischemia

Sekil 5. Ostrojenin etkileri [2]
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2.3.4. Ostrojen Reseptorleri

Ostrojenin etkileri, genel olarak 2 farkli yolak ile ortaya ¢ikmaktadir:

1. Genomik etkiler: Ostrojen reseptoriine (ER) baglaninca, reseptdr “heat shock”
proteinleriyle (hsp) birlikte salinir ve reseptdrde bigimsel degisiklikler olusur. Ostrojenin,
reseptorleri araciligiyla olusturdugu etkiler, genomik etkiler adini alir [5].

2. Nongenomik etkiler: Ostrojenin reseptdrlerine baglanmadan da ortaya ¢ikardig etkileri,
protein-protein etkilesmesini icermektedir. ER-ligand kompleksi, transkripsiyonel faktorler
olarak bilinen niiklear faktér kappaB (NF-kB), aktivator protein-1 (AP-1) ve spesifik
protein-1 (SP-1) ile etkilesir. Tiim bu etkiler de nongenomik etkiler admn1 alir [5].

Ostrojen, biiyiime, gelisme ve reprodiiksiyonda onemli role sahiptir ve tiim bu etkileri,
hiicre i¢i reseptorleri (ER) araciligiyla gerceklestirmektedir.

Bu reseptorlerden Ostrojen reseptor alfa (ERa), uterus ve meme bezlerinde
bulunurken, ostrojen reseptor beta (ERB) merkezi sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem,
bagisiklik sistemi, iirogenital sistem, kemikler, bobrekler ve akcigerlerde baskindir .
Ostrojen, paradoksal olarak hem yararli hem de zararl etkilere sahiptir. Yararli etkilerinin
basinda seksiiel gelisimi saglamak, kolesterol iiretimini denetlemek ve kemik biitiinligiinii
korumak gelirken, baslica zararli etkileri uterus ve meme kanseri olusturma riskidir.
Ostrojenlerin hiicre i¢i Ca®" diizeylerini, protein kinaz C ve Rho-kinaz sinyallerini
diizenlemek, endotelyal nitrik oksit dretimini artrmak, damar diiz kas hiicre
proliferasyonunu inhibe etmek, vaskiiler inflamasyonu azaltmak ve kolesterol diizeylerini

modiile etmek suretiyle kardiyovaskiiler sistemde koruyucu etki yaptig1 bildirilmistir [7,8].
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2.3.5. GPER

Yakin zamana kadar, Ostrojenlerin vaskiiler etkisine sadece klasik Ostrojen
reseptorlerinin (ERa ve ERP) aracilik ettigi biliniyordu. Klasik Ostrojen reseptorlerin
aktivasyonu sonrasnda bu reseptorler cekirde§e gecerek, genomik veya nongenomik
yanitlar1 olustururlar. Ancak ERa ve ERP inhibisyonu veya bu reseptorlerin silinmesi
(knock-out ya da knock down) kardiyovaskiilersistemde Ostrojen cevaplarini ortadan
kaldirmamustir [9,10].

Ostrojen, bilinmekte olan reseptdrleri disinda da farkli bir reseptdr araciligrylada
kardiyovaskiiler etkisini olusturabilir. Son yillarda yapilan calismalarda GPER-1’in varlig1
gosterilmistir. Bu reseptor, G-proteini esli reseptor 1 ailesinin bir iiyesidir ve endoplazmik
retikulumda lokalizedir, ¢ok ge¢isli bir membran proteini’dir. Ostrojen, GPER-1

araciligiyla hizli sinyal cevaplari veya transkripsiyon olaylar1 olusturur [Sekil 6].

© Hormone

Trimeric Gg protein

receptor

r“.\
RESTING Gy GplID

STATE

[ Binding of hormone induces P. A Hydrolysis of GTP to GDP
a conformational change @ Horrane ' causes G, to dissociate from
in receptor effector and reassociate with Gm

Q U@ﬂ.

Hormone dissociates
from receptor; G, binds
to effector, activating it

0.0 U%.ﬂ-@

(4] Binding of GTP to G,
triggers dlssomatlon of G,
both from the receptor and

e

Sekil 6. Ostrojenin GPER aracilikl1 etki mekanizmasi [10].
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GPER-1 ilk olarak 1996 yilinda klonlanmis ve baslangicta GPR-30 adi verilmistir.
Haas ve arkadaslari, 2007 yilinda insan arter ve ven diiz kaslarinda GPR-30 ekspresyonunu
gostermiglerdir. GPER-1’in, plazma zar1 ve endoplazmik retikulum da lokalize oldugu ve
insan viicudunda beyin, karaciger, kalp, akciger, pankreas, plasenta, kan damarlari, kemik,
lenfoid doku, endometrium, over ve meme kanseri dokularinda eksprese edildigi
gosterilmistir. Insan ve kemirgen miyokardiumun da ve kardiyomiyosit hiicrelerinde
GPER-1 mRNA ile birlikte protein ekspresyonu gosterilmistir. Erkek hayvanlarda GPER-1
yoklugu sol ventrikiil genislemesine ve diyastol sonu basing artisina neden olurken disi
hayvanlarda boyle bir etki goézlenmemistir. Ancak disi hayvanlarda kardiyomyosit
hiicrelerinde miyokard infarktiisii sonras1t GPER-1 mRNA ve protein ekspresyonu artisina

neden olmustur. (Sekil 7).

Receptor characteristic ERa ERP GPER1
Receptor superfamily nuclear steroid hormone receptor superfamily G-protein coupled receptor superfamily
Type nuclear membrane-bound G protein-coupled
. DNA-binding domain, 7 transmembrane a-helical regions, 4

ligand-binding domain, N-terminal domain extracellular and 4 cytosolic segments

Chromosome region 60251 14q23.2 7p22.3
Number of isoforms 3 5 1
Size 595 aa 530 aa 375 aa

central and peripheral nervous system,
uterus, ovaries, mammary glands, testes,
spermatogonial cells, gastrointestinal system,
pancreas, kidney, liver, adrenal and pituitary

uterus, epididymis, colon, salivary gland,
breast, liver, kidney, white  vascular endothelium,

istribution in huma . y
Distiibutiondnhuman adipose tissue, prostate,  lung, bladder, prostate,

tissues

ovary, testes, skeleton ovary, testes, skeleton 3 p
Y 28 ! b4 i ! glands, bone tissue, cardiovascular system,
brain brain 5
immune cells
Tamoxifen activity partial agonist antagonist agonist

ER - estrogen receptor; GPER1 - G protein-coupled estrogen receptor 1; aa — amino acids.

Sekil 7. Ostrojenin reseptorleri [11]

2.4. Menopoz

Menopoz; overlerin aktivasyonunun kaybindan dolayr menstiirasyon dongiisiiniin
kalict bir bigimde sonlanmasidir. Toplumlarin endiistrilesmesi ve yasam siirelerinin
zamanla artmasi kadmlarda menopoz sonrasidaki silireci arttirmast neden olmustur.
Bundan dolay1 postmenopozal kadinlar daha uzun siire Ostrojen yetersizligine maruz
kalmaktadir. [13,14].

Menopozun kardiyovaskiiler sistem {izerine nagatif etkileri vardir. Bu etkilerden
iyl bilineni; plazmadaki lipidler ve lipoproteinleri olumsuz degisimlere yol agmasidir.
Plazmadaki toplam kolesterolii, LDL (diisiik yogunluklu lipoprotein) ve trigliseridler
konsantrasyonlar1 artar, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ve ozellikle
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subfraksiyonunu olan HDL, konsantrasyonlar1 azalir. HDL nin ise kardiyoprotektif etkisi
oldugu bilinmekte ve bu konuda calismalar devam etmektedir. Erkeklerde hipertansiyon ve
koroner arter hastaligi gecirme riski, premenopozal kadinlardan daha yiiksektir; bununla
birlikte postmenopozal donemdeki bir kadin ayni yastaki erkekle ayni1 derecede
kardiyovaskiiler hastalik riski tasimaktadir. Koroner arter hastaliklarinin, kadinlarda
erkekler ile karsilastirildiginda ortalama 10 yil sonra gelistigi bildirilmistir. Bu gecikmenin
nedeni menopoz Oncesinde Ozellikle Ostrojen olmak {izere kadin seks hormonlarmin
koruyucu etkisine bagli olabilir. Menopozla beraber kadinlarda kardiyovaskiiler

hastaliklarda artma ve endotel fonksiyonlarinda bozulma olmaktadir [15,16,17,18].

2.5. Overektomi

Yetiskin ratlarda ovaryum folikiillerle dolu bir yapidadir ve bobreklerin kranial kutbunda

yer alirlar.Helezonik yapidaki ovidukt ovaryumu bikornual yapidaki uterusa

fi Adrenal hez

‘ ' — Bdbrek

K@ Dvaryum
2 — CIVIdH}{l

& ———Cornu Uteri

idrar kesesi

Uretra
{ Vagina
. \gsEAnus,

Sekil 8. Disi ratlarda tirogenital sistemin anatomisi [22]

Overektomi (OVR), cerrahi yonte ile overlerin ¢irailmasi islemidir. Bu prosediir
ratlarda siklikla kullanilir. Bunun nedeni, overler alindiktan sonra uterusun hizla regrese
olmas1 ve operasyon sonrasi hayatta rodentlerde uterus hastaliklarindaki goriilmenin
azhigidir. 2. ve besinci lumbar vertebralar ile ayn1 hizadaki linea alba iizerinden 0.5-1.0
cm aras1 bir ensizyon acilir. Ratlardaki deri esnek oldugu i¢in ovarler alinirken, uygun
tarafa dogru esnetilebilir. Hafifce bir manipiilasyon ile ovarler ve etrafindaki yag dokusu
saptanip ¢ikartilabilir. Ovaryumlardan hi¢ parca birakilmamalidir. Aksi halde siklik
aktivitesi de-vam edebilir. 4-0 emilebilir iplikle damarlarinin kranial kisimlar1 ve uterus
ligatiire edilmelidir. Sonra ovidukt, ovaryum ve uterusunda kii¢iik bir kismi ¢ikartilmalidir.

Oviduktun tamaminin alinmalidir aksi takdirde Ostrus siklusu devam eder [23,24,25].
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2.6. Kalbin Anatomik Yapisi

Kalp iki tane kulak¢iktan ve iki tane karinciktan olugmak iizere dort tane odacigi
olan bir yapidir. Sag kulakg¢ik ile sag karincik arasinda iiglii, sol kulakg¢ik ile sol karincik
arasinda ise ikili kapakgik bulunur. Sag kulak¢iga iist ana toplardamar ile sag karinciga ise
alt ana toplar damar ile baglanir (Sekil 9). Sag olan aort atardamari1 baglantilidirsonucunda

meydana gelen kemotaksisin diizenleyicilerinden biri oldugu diisiiniilmektedir [26,27,28].

\" f AORT
TOPLAR r AECIGER ATARI
DAMARIT - /
[ — o I SOL EULAKCIE
=E | ; e —
¥ i 4 ( f- ‘ h AKCIGER TOPLARI

] SOL KARIMCIE

Sekil 9. Kalbin Anatomik Yapis1 [26]

Kulakeiklar ile karinciklar arasindaki kapakegiklar karinciklara dogru tek yonde agilir.
Karmciklar1 atardamarlara baglayan agikliklarda da yarim ay seklinde ticlii kapakciklar
bulunur. Kalbin yapisinda i¢ten disa dogru endokard, miyokard ve perikard olmak iizere li¢
farkli yap1 goriiliir. Kalp kirmizi (¢izgili) kastan yapilmis bir pompadir. Cizgili kastan
yapilmis olmasina ragmen istegimiz dis1 ¢alisir. Kalbin sol tarafinda temiz, sag tarafinda

ise kirli kan bulunur [26].
Kirli Kan: Besin ve oksijen bakimindan fakir olan kana kirli kan denir.

Temiz Kan: Besin ve oksijen bakimindan zengin olan kana temiz kan denir.
Kalbimiz yasadigimiz siirece siirekli kasilip gevseyerek calisir. Kulak¢ik ve kariciklarm
kasilip gevsemesi kanin hareketi i¢in itici bir giic olusturur. Kulak¢ik ve karinciklarin

kasilip gevsemesi birbirine zittir[28].

Kulakg¢iklarin her ikisi ayni1 anda kasilirken karinciklar gevseme durumuna geger.

Kalbin her odacig1 kasilma sirasinda igindeki kan1 pompalar. Gevseme sirasinda ise kanla
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dolar. Kulakg¢iklar ile karmciklar arasinda kanin geri donmesini engelleyen kapakgiklar

bulunur[28].

2.7. Kalpte iskemi-Reperfiizyon (I/R) Hasan:

Dokunun metabolik ihtiya¢larmi karsilamak i¢in arteriyel akim ile yeterli oksijen ve
besinin saglanamadig1 durumlarda iskemiden soz edilir. iskemi, doku hasarina yol a¢tig1
icin 6nemli bir durumdur. Olusan hasarin miktarinda, iskeminin ciddiyeti kadar siiresi de
onemli bir faktordiir. Ciddi bir iskemide bile siire 40 dk. dan az ise hiicresel ve fonksiyonel
degisiklikler geri doniisiimliidiir ve tedaviye olanak vardir. Iskemi siiresi, 40-50 dk. ise
tam bir fonksiyon kayb1 ve iskemi siiresine bagli ve ilerleyici olan geri doniisiimsiiz bir
hasar meydana gelir. Bu siire 50 dk. dan fazla ise reoksijenasyon ya da reperfiizyon
hasarma benzeyen,fakat ayni olmayan mekanizmalar devreye girer .

Iskemik doku en az ii¢ fizyolojik anormallik gdsterir [30,31,32].

a)Hipoksi; oksidatif metabolizma i¢in oksijen sunumunun az olmasi,

b)Aerobik metabolizmadan anaerobik metabolizmaya doniisii ifade eden toksik
metabolitlerin birikimi,

¢) Uygun elektron akseptorii yoklugunda katabolik reaksiyonlar sonucu meydana

gelen asidoz.

Deneysel kosullarda, ana koroner arterin ani kapatilmasi ile olusan iskemideki
metabolik degisiklikler; aerobik metabolizmanin durmasi, kreatin fosfatin (CP) azalmasi,
anaerobik glikolizin baglamasi, laktat ve alfagliserol fosfat (GP) gibi glikolitik iirtinler ile
niikleotid yikim iiriinlerinin birikmesi seklindedir. Bu metabolik degisikliklere bagli olarak
kontraksiyon durur, membran potansiyelleri degisir ve elektrokardiyografik degisiklikler
meydana gelir.

Miyokardiyumun yliksek enerjili fosfatlara olan ihtiyaci, yapilandan fazla oldugu
icin dokudaki net ATP miktar1 azalmistir. Ciddi bir iskemik hasarda tiiketilen ATP’nin %
80’i anaerobik glikoliz kaynaklidir. Iskeminin ilk dénemlerinde varolan ATP, kontraktil
fonksiyon i¢in kullanilmasina karsin, siire ilerledikce, artik kontraksiyon yapilamadigi i¢in,
mitokondriyal ATPaz’lar tarafindan, muhtemelen bozulan durumlarin restorasyonu icin
harcanir. ATP’nin az bir kismi da iyon transport ATPaz’lar1 tarafindan tiiketilir. iskemi

stiresi uzadikca tiim bu metabolik olaylarin yavasladig1 goriilmiisttir.
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Geri1 doniistimsiiz hasara maruz kalmis bir hiicrede, ATP seviyelerinin agir1 diistiigt,
anaerobik glikolizin durdugu, H+, AMP, inozin, laktat ve GP’nin arttig1, osmolar bir artig
oldugu, hiicre zar1 harabiyeti, mitokondrilerde sisme ve amorf cisimciklerin olustugu tespit
edilmistir [33,34,35].

Miyokardial reperflizyon hasari, uzun siireli iskemiyi takip eden reperflizyon
sirasinda meydana gelen hasar1 ifade etmektedir (Kaplan P ve ark., 1992). Reperfiizyon
hasarinin patofiizyolojisinin anlagilmasindaki zorluk, iskemik fazda meydana gelen
hasarda reperflizyon fazinda olusan hasarin tam ayriminin yapilmasimin gii¢ olmasidir.

Deneysel caligmalar 4 reperflizyon hasarmin oldugunu gostermistir [36].

1. Oliimciil reperfiizyon hasari: Reperfiizyondan hemen &nce hala yasiyor olan
kardiyak miyositlerin koroner kan akimi yeniden saglandiginda reperfiizyona bagli
olarak 6lmesi,

2. Vaskiiler reperfiizyon hasari: No-reflow fenomeni ve koroner vazodilator
rezervin azalmasi ile sonuglanan ilerleyici mikrovaskiiler hasar,

3. Miyokardial stunning: Anormal intraselliilar metabolizmanm neden oldugu
azalmig enerji liretimine bagh olarak, reperfiizyon sirasinda meydana gelen geri
doniisiimlii mekanik disfonksiyondur.

4. Reperfiizyon aritmileri: Reperfiizyonu takip eden saniyelerde ventrikiiler

tagikardi veya fibrilasyon gelismesi.

2.8. Kalpte iskemi-Reperfiizyonun éstrojen ile iliskisi

Onkosullama, insanda olusabilecegi fikri ilk defa tarafindan ortaya atilmustir [37].
Koroner bypass ameliyat1 olan hastalarda gecirilen gegici iskemik atak sayisinin artmasi
ile, ventrikiiler fibrilasyon sonrasi1 ventrikiiler ATP diizeylerinin korundugu bulunmustur.
Daha sonra da farkli arastiricilar, infarktiis Oncesi gegirilen anjina krizinin miyokard
infarktiisii izerindeki koruyucu etkisini gostermiglerdir [38]. Koroner arter hastaligi olan
olgularda, egzersiz testlerinde ilk testin ardindan gecen kisa bir siireden sonra yapilan
ikinci testte daha az anjina ile egzersizi tolere edebildikleri biliniyordu. egzersiz ile ortaya
cikan anjinal agrinin ileriki donemlerde ayni egzersiz yapildiginda giderek azaldigi,
iskemik parametrelerde ve st segment degisimlerinde azalma saptandigi arastirmalarda

gdzlenmistir [39]. Insan atrial veya ventrikiil trabekiillerinde, ventrikiiler miyosit hiicre
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kiiltlirlerinde yapilan in vitro ¢aligmalar ile dnkosullama olusabilecegi ortaya konmustur
[40]. Acik kalp ameliyat1 gegirecek hastalara farkli dozlarda adenozin uygulamis ve bu
hastalarin postoperatif periyodu daha rahat gecirdiklerini ve kalp fonksiyonlarmin daha
cabuk diizeldigini gdstermislerdir [41]. Iskemik &nkosullama kollateral kan akimma bagh
degildir, az ya da hi¢ kollateral sirkiilasyonu olmayan deney hayvanlarinda da meydana
gelmektedir [43].Baz1 kardiyovaskiiler ilaglar iskemik dnkosullamay1 modifiye etmektedir.
uzun siireli oral antidiyabetik ila¢ kullanan diyabetik hastalardan aliman miyokard
dokusunda Onkosullama ile olusan korumanin ortaya c¢ikmadigi gosterilmistir [45].
Ostrojen miyokardiyal KATP (ATP'ye duyarli bir potasyum kanali) kanallarmn1 aktive ederek
farmakolojik 6nkosullama olusturabilmektedir [52]. Kalsiyum kanal blokorleri insan kalp
dokusunda iskemik onkosullamay1 bloke etmektedir [55]. Koroner arter bypass veya kapak
cerrahisi uygulanan hastalarin kalbi, operasyon srasinda siklikla iskemireperflizyona
maruz kalmaktadir ve iskemik Onkosullama bu durumlarda doku hasarinda azalma
saglayabilir. iskemik onkosullamanin, aortik crossclamp teknigi uygulanan operasyonlarda
ATP yikimini ve troponin T sizmasmi azalttig1 bulunmustur [46]. Izofluran anestezisinin
iskemik onkosullamay taklit ettigi ve koroner bypass cerahisi gegiren hastalarda koruma
olusturdugu gosterilmistir [47]. 90 saniyelik iki balon okliizyonundan ikincisinde anjinal
rahatsizligin, ST segment kaymasinin ve ortalama pulmoner arter basinciin daha diisiik,
hiz-basing iiriiniiniin, kardiyak ven akimmnin ve miyokardiyal laktat olusumunun daha az
oldugunu ortaya koymuslar ve ilk kez anjiyoplasti ile iskemik dnkosullamanin olustugunu
gostermiglerdir. Bu semptom ve belirtilerin azalmasi anjioplasti oncesi bir katp kanal
blokeri olan glibenklamid verilerek oOnlenmistir [43]. Benzer calismalar da insanda
anjioplasti ile dnkosullama olustugunu gdstermistir. 1999 yilinda iskemik 6nkosullamanin

gec fazinin insanda da ortaya ¢iktigini ilk kez gosterdiler [ 49,50,51,52].
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3. MATERYAL VE METOT

Calismamizda Siitcii Imam Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma Merkezi’nde
gerceklestirildi. Calismamizda 250-300 g agirliginda 32 adet disi ergin Wistar albino disi
rat kullanmildi. Denekler 22-24 °C oda sicakliginda, 12 saat aydmlatma periyodunda
tutularak ve standart laboratuvar yemi ile beslendi. Ratlarin genel fizyolojik bilgileri Tablo
1°‘de wverildi. Miyokardiyal IR modellerinde kullanilmast ve miyokardiyal koroner
kollateral dolagiminin az olmas1 nedeniyle, deney hayvani olarak rat se¢ilmistir. Ratlar oda
sicakliginda, bir kafeste beser tane olmak iizere temiz bir ortamda, standart laboratuvar
kosullarinda, pellet yem kullanilarak bakildi. Cerrahi islemden 12 saat once yeme islemi
kesilerek su serbest birakildi. Deneyin sonunda ratlar sakrifiye edildiginden postoperatif

bakim gerekmedi.

10/10/2018 tarihli ve 01 sayili Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul izni ile baslanan ¢alismamiz siiresince hayvan
haklar1 ile ilgili NIH (National Institutes of Health) tarafindan belirlenen ‘Hayvan

Haklariin Korunmasi’ hususundaki esaslara 6zenle uyuldu.

Tablo 1. Sicanlarm fizyolojik degerleri.

Ortalama Yasam 1-2 yil

Agirlik 200-300 g
Beden 1si1s1 37.5°C
Solunum sayist 100-150/dk.
Kan basimci 80—130 mmHg
Kan hacmi /viicut agirligi 1/20

Kalp ritmi 200-360(240)/dk
Hemoglobin 16-19

Hematokrit 0.1gr/100ml

Sodyum 320mgr/100mg
Potasyum 17.5-22.0 mgr/100ml
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3.1.Deney Gruplan

Calismamiz baslica 4 gruptan olustu. Deneklere anestezik olarak ketamin

(50mg/kg) intramiiskiiler injeksiyon ile uygulandu.

Grup-1 kontrol grubu (n=8): Batin ag¢ilip, overler ¢ikarilmadan kapatildi. Bu sekilde,
ameliyat stresinin etkisi ekarte edildi. 2 ay sonra kalp dokusu ¢ikarilarak denekler sakrifiye
edildi.

Grup-2 Sadece Overektomi uygulanan grup (n=8): Bu gruptaki ratlara standart
intraperitoneal ketamin 50 mg/kg + ksilasin 5 mg/kg anestezisi uygulandi ve cerrahi islem
oncesi ayak geri ¢cekme refleksi ile anestezi olusup olusmadigi kontrol edildi. Cerrahi iglem
icin Oncelikle siganlar lateral pozisyonda yatirilarak batinin her iki tarafindaki tiiyler tiras
edildi. Tiras edilen bolge batticon ile temizlendi. Orta axiller ¢izginin besinci lumbar
vertebra ile kesistigi bolgeye 0,5 cm’lik kesi yapildi. Cilt, cilt alti, kas dokusu kesilerek
ovaryuma ulasildi. Ovaryum dikkatlice disartya c¢ikartilarak, cornu uteriye baglandigi
yerden 3/0 ipek iplikle bagland1 ve kesilerek ¢ikartildi. Kanama kontrolii yapildiktan sonra
cornu uteri dikkatlice tekrar yerine yerlestirildi. Once kas dokusu, sonra deri alt1 ve deri
primer siitiir ile kapatildi. Siitiir atilan yer batticon ile temizlendi. Diger taraftaki ovaryum

da ayn1 iglemler uygulandi. Overektomi igleminden sonra siganlarin menopoza girmeleri

icin 14 giin beklendi [ Resim 1 ve 2]. 14 giin sonra kalp dokusu ¢ikarilarak denekler
sakrifiye edildi.

Fotograf 1. Overektomi islemi Fotograf 2. Overektomi sonrasi
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Grup-3 Sadece Iskemi-reperfiizyon uygulanan grup (n=8): Batm acilip, overler
cikarilmadan kapatildi. Bu sekilde, ameliyat stresinin etkisi ekarte edildi. 14 giin sonra 6n
kosullama teknigiyle kalp dokusuna iskemi- reperfiizyon yapildi. Siganlarin yaklagik 3 mm
olmak iizere gogiis kafesi agildi. Perikardiyum uzaklastirilip, abdomene basi yapilarak kalp
nazikge gogiis kafesi digina ¢ikarildi ve sol 6n inen koroner arterin orjinine yakin yerinden
6/0 iplikli atravmatik yuvarlak igne gecirildikten sonra kalp tekrar gogiis kafesi igine
birakildi. Ipek ipligin her iki ucu kisa bir polietilen borudan ( i¢ ¢ap1 Imm, uzunluk 15
mm) gecirildi. 10 dakikalik stabilizasyon periyodundan sonra koroner arter etrafina
yerlestirilen iplik bir klips yardimiyla sikistirildi ve 10 dakika siireyle gegici bdlgesel
iskemi yapildi. Iplerin gevsetilmesi ve borunun c¢ikarilmasi ile reperfiizyon yapildi

[Resim3].

Fotograf 3. Kalp dokusunda iskemi-reperfiizyon islemi

Grup 4 Overektomize+ iskemi-reperfiizyon uygulanacak grup (n=10): Anestezi
altinda her iki over ve overe ait yag dokusu ayrilarak arteriya ve vena ovarica’lar
baglandiktan sonra overler ¢ikarildi (overektomizeli grupta anlatilan teknik). 14 giin
bekledikten sonra 6n kosullama teknigiyle kalp iskemi-reperflizyon hasar1 olusturuldu

(iskemi-reperfilizyon grubunda anlatilan teknik).
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3.2.Cerrahi Yontem

Calisma KSU Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuarinda gerceklestirildi.
Ratlar tek tek tartilarak her birine intraperitonal olarak 50 mg/kg dozunda ketamin
hidroklorid (Ketalar flakon, Eczacibagi Tiirkiye) verilerek anestezi saglandi Anestezi
altinda (Ketamin ile anestezi) si¢anlarda trake entiibasyonu yapildi. Sicanlarin yaklasik 3
mm olmak tizere 4.ve 5.torakslar sol toraktomi yapilarak gogiis kafesi agildi. Perikardiyum
uzaklagtirilip, abdomene bask1 yapilarak kalp nazikge gogiis kafesi disina ¢ikarildi ve sol
on inen koroner arterin orjinine yakin yerinden 6/0 ipek iplikli atravmatik yuvarlak igne
gecirildikten sonra kalp tekrar gogiis kafesi i¢ine birakildi. Ipek ipligin her iki ucu kisa bir
polietilen borudan ( i¢ ¢apt 1mm, uzunluk 15 mm) gegirildi. 15 dakikalik stabilizasyon
periyodundan sonra koroner arter etrafina yerlestirilen iplik bir klips yardimiyla
sikistirilarak ve 10 dakika siireyle gecici bolgesel iskemi yapildi. Iplerin gevsetilmesi ve
borunun ¢ikarilmasi ile reperfiizyon yapildi [Resim 4,5].

Deney sonunda her dort gruptaki ratlarin kalp dokulari alindi. Dokular ikiye
boliinerek bir kismi biyokimyasal analizler i¢in ayrildi. Diger doku parcalari ise kap
icerisine alinarak formaldehit ile muhafaza edildi. Histopatolojik degerlendirme Siit¢ii
imam Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda, biyokimyasal

degerlendirmeler ise KSU Tip Fakiiltesi T1ibbi Biyokimya Anabilim Dalinda yapild.

— Fr
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Resim 4. Deneysel Kalp Iskemi Reperfiizyon Calismasi-1
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Resim 5. Deneysel Kalp Iskemi Reperfiizyon Calismasi-2

3.3. Arastirma Sirasinda Kullanilan Aygitlar

-Cam Kalemi

-Enjektor

-Hassas Terazi
-Kronometre

-Lam

-Lamel

-Manyetik Karistirict
-Meziir (25ml,50 mL, 100 mL250 ml,500 ml)
-Mikroskop

-Otomatik pipet

-Pastor pipeti

-Pipet uglar1 (1000 ve 100)
-Sogutmali santrifiij

-ELIZA(ChemWell)
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-Su Banyosu
-Vorteks
-Buzdolab1

-Buz Makinesi
-Distile Su
-Biyokimya tiipii
-Vacutenier
-Etiiv

-Balon Joje
-Beher

-Ependorf

3.4. Arastirma sirasinda kullanilan kimvasallar

-GPER-1 Elisa Kit 96 well

-Distile su

-Etanol

-Serum Fizyolojik(% 0,9 NaCl)

3.5. Biyokimyasal Ol¢iimler
3.5.1 Homojenat Hazirlama

Dokularin  homojenize
(hacim/agirlik) %1,15 KCI ¢oziinme saglamak amaciyla eklendi. Dokular 16.000
devir/dakika hizda 3 dk boyunca homojenize edildi. Daha sonra homojenatlar +4 °C’de

14000 rpm’de 30 dakika santriflij edildi ve iistteki siipernatantlar alind1 ve ependorf tiiplere

ayrildi

islemine gecmeden oOnce dokulara 1 gr 9 hacim
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3.5.2. GPER-1 Diizeyi

Rat kalp dokusunda GPER diizeyleri ELIZA cihazinda ticari kit (Rat-GPER-1
Katalog No: MBS095620) yardimiyla 450 nm’de ol¢iildii. (Kit referans araliklar1 0.156
ng/ml-10ng/ml, sensitivitesi: 0.038 ng/ml)

Kit iceriginde bulunan aviraclar

-96’lik kaplamali kuyucuk

-Standart(Liyofilize)

-Belirleme Reaktifi A (Green)

-Belirleme Reaktifi B (Red)

-A Reaktifi icin Seyreltme Cozeltisi

- B Reaktifi i¢cin Seyreltme Cozeltisi

-TMB Substrat

- Yikama Tamponu (Wash Buffer) ( 30x konsantre)

Prensibi: Orneklerde GPER-1 diizeyleri kantitatif sandvi¢ immiinoassay teknigi
(ELIZA) ile 6lgiildii. Mikrotitre plakast GPER-1'e 6zgii bir antikor ile dnceden kaplandh.
Standartlar ve numuneler daha sonra GPER-1'e 6zgii bir biyotin-konjuge antikor ile uygun
bir mikro-titre plaka oyuklarna ilave edildi. Daha sonra, Avidin bagli horseradish
peroksidaz (HRP) her bir mikroplakaya ilave edildi ve inkiibe edildi. TMB substrat
cozeltisi GPER-1, biyotin-konjuge antikor ve enzim-konjiige avidin i¢eren kuyucuklara
ilave edildikten sonra bir renk degisimi olustu. Enzim-substrat reaksiyonu, siilfiirik asit
cozeltisi ilave edilerek sonlandirildi ve renk degisimi 450 nm bir dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Ol¢iiliir. Numunelerde GPER-1 konsantrasyonu, Standart egride

numune O.D.lerin karsilastirilmasiyla saptandi.
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GPER-1 Standat Grafigi

25
20 &
y=7,8297x-2,0171
2:
15 R*=0,9486

Optical Density

2,5 3

Concentration

Sekil 10. GPER-1 Standart Grafigi

Kit Prosediirii

1. Tum reaktifler, 6rnekler ve standartlar hazirlandi.

2. Standart ve drneklerden ilgili her kuyucuga 100pL eklendi. 1 saat 37 °C’de inkiibasyon
islemine tabi tutuldu.

3. Aspirasyon islemi yapildi ve her kuyucuga Belirleme Cozeltisi A’dan 100uL eklendi. 1
saat 37 "C’de inkiibasyon islemine tabi tutuldu.

4. 3 kez aspirasyon ve yikama islemi yapildi.

5. Aspirasyon islemi yapildi ve her kuyucuga Belirleme Cozeltisi B’dan 100uL eklendi. 30
dakika 37 °C’de inkiibasyon islemine tabi tutuldu.

6. 4 kez Aspirasyon ve yikama islemi yapildi.

7. Her kuyucuga 90uL Substrat Soliisyonu eklendi. 15-25 dakika 37°C’de inkiibasyon
islemi yapildi.

8. Her kuyucuga 50uL Stop Soliisyonu eklendi. 450nm’de okuma yapildi.

3.6. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik inceleme icin, dokular % 10’ luk tamponlu nétral formaldehit
soliisyonunda 24 saat fikse edildi. Orneklerin tiimii doku takip cihazinda rutin takibe
alimarak parafin bloklar hazirlandi. Bu parafin bloklardan mikrotom ile her doku O6rnegi
icin 5 um’lik seri kesitler hazirlanarak Hematoksilen-Eozin (H&E) boyasi ile boyandi.

Calisma, ayni patolog tarafindan hangi doku Orneginin hangi gruba dahil oldugunu
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bilmeden ve doku 6rnekleri icinden rastgele secim yapilarak gergeklestirildi. Hazirlanan
preparatlar 151k mikroskobu ile histopatolojik incelemeye tabi tutuldu. Gruplar;
miyokardiyal 6dem, myositolizis, fokal hemoraji ve polimorfoniiveli 16kosit (PNL)

infiltrasyonu gore degerlendirildi.

3.7. istatistiksel analiz

Istatiksel analizin yapilmasmda SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15.0
kullanildi. Sonuglarimiz ortalama + standart sapma seklinde verildi. Biyokimyasal
verilerimizin degerlendirilmesinde ise gruplar arasindaki farklarin incelenmesi igin Non
Parametrik Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin degerlendirilmesinde de Mann-
Whitney U testi kullanildi. Her iki test icinde p<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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BULGULAR
4.1. Deney Hayvanlarinin Ozellikleri
4. 1. 1. Beden Agirhg:

Yaptigimiz bu c¢alismada, deney hayvanlarmnin deney boyunca takip edilen beden agirlik
profillerinin degerlerinde, 14 giin sonunda OVR ve OVR+I/R grubunda beden agirlig:
kontrol grubuna kiyasla anlamli 6lgiide artmist1 (p<<0.01). Ancak, I/R grubunun beden
agirligr ameliyat stresine maruz kalmamasi 14. giinde I/R yapilmadan hemen 6nce 6l¢iildii
ve 239,145,8 olarak belirlendi. Calismamizda cerrahi menapozun beden agirligi iizerine

etkisini gormek i¢cin Grup 1, 2 ve 3’lin beden agirliklarmin sonuglar: Tablo 2°de sunuldu.

Tablo 2. Ratlarin Beden Agirligi Degerleri

Beden Agirligi (g)
Grup 1 (Kontrol) 179,0+£3,08 g
Grup 2 (OVR) *205,3+13,2 g
Grup 4 (OVR+I/R) *209,0+£7,4 g

* OVR ve OVR+I/R gruplarinda beden agirlig1 kontrole kiyasla anlamli 6lgiide yiiksekti
(p<0.05).

-Beden agirligi grup 1 ve 2 arasinda (p=0,003) ve grup 1 ve 3 arasinda (p=0,003) istatiksel
olarak anlaml farkliliklar vardi (p<0,05).

-Beden agirligi grup 2 ve 3 arasinda (p=0,573) istatiksel olarak anlanlamli farkliliklar
yoktu (p>0,05).

= 250
2
2 200 ¥
2 150 4
0
< 100 1
@
[aa]
50
0

Kontrol OVR OVR+I/R

Sekil 11. Beden Agirligi Degismleri
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4.2. Biyokimyasal Bulgular
4.2.1. CK-MB Bulgulan

Reperflizyonun sonunda kan 6rnekleri alindi. Kardiyak enzim olan kreatin kinaz (CK-MB)

diizeylerine bakildi. (Tablo 3).

Tablo 3. Kardiyak enzim CK-MB degerleri

CK-MB (ng/mL)

Grup 1 (Kontrol) 1,03+0,06*
Grup 2 (OVR) 1,00+0,06*
Grup 3 (I/R) 1,13+0,04%*
Grup 4 (OVR+I/R) 1,10+0,05%*

*Grup 1 ve 2 arasinda reperfiizyonun 0.dk da CK-MB degerleri agisindan anlamhi fark
yoktu (p>0,05).
**Grup 2 ve 3’de CK-MB degerleri diger gruplara kiyasla oldukga yiiksekti ancak gruplar

11

OVX+/R
Sekil 12. CK-MB diizeyleri

arasinda fark yoktu (p>0,05).

1,05 +
1 o
0,95 1
0,9 -

Kantrol oVX

-
“_\__\
L5 B =]

CK-MB (ng/ml)

4.2.3. Plazma Ostradiol ve Progesteron Diizeyi

Ratlara uygulanan Overektomiyi analiz edebilmek i¢in, plazma ostradiol ve
progesteron  diizeylerine  bakilmistir.  Gruplar  arasinda  Ostradiol  diizeyleri
karsilastirildiginda, OVR ve OVR+I/R gruplarmna ait degerlerin, diger gruplardan anlamli
bir sekilde diisiis oldugu saptanmistir (P<0.05). Bu dort grup arasindaki progesteron diizeyi

kiyaslandiginda anlamli bir fark gériilmemistir (p>0,05).
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Tablo 4. Tiim Gruplarda Plazma Ostrojen Diizeyleri

Ostrojen Diizeyleri (pg/mL)

Grup 1 (Kontrol) 23,02+3,26*
Grup 2 (OVR) 11,9542,82*
Grup 3 (I/R) 22,8243,49*
Grup 4 (OVR+I/R) 8,08+1,05*
e Grup 2 ve 4’te Ostrojen diizeyleri kontrole ve I/R gruplarina kiyasla anlamli
derecede diismiistiir (p<0,05).
= _30
833
0@ =20
10 -
0 [ ]
Kontrol oVX IR OVX+HR

Sekil 13. Plazma Ostrojen Diizeyleri

Tablo 5. Tiim Gruplarda Plazma Progesteron Diizeyleri

Progesteron Diizeyleri (ng/mL)

Grup 1 (Kontrol) 12,02+4,26*
Grup 2 (OVR) 10,95+3,71*
Grup 3 (I/R) 11,8243,16*
Grup 4 (OVR+I/R) 10,96+3,02*

*Gruplar arasinda istatiksel farkliliklar yoktu (p<0,05) .

Progesteron Diizeyleri

Kaontrol OoVvX OVX+I/R

Sekil 14. Serum Progesteron Diizeyleri

37



Tablo 6. Kalp Dokusunda GPER diizeyleri

GPER Diizeyleri (pg/mL)
(Min-Max)

Grup 1 (Kontrol) 1,46+0,33
(1,03-2,02)
Grup 2 (OVR) 3,10+0,72*
(2,0-3,9)
Grup 3 (I/R) 1,17+0,72
(0,07-2,09)
Grup 4 (OVR+I/R) 3,85+1,01*
(2,51-5,81)

* Grup 2 ve 4’de GPER diizeyleri anlamli derecede yiiksekti (p<0,05).

-GPER diizeyleri grup 1 ve 3 arasinda (p=0,529) ve grup 2 ve 4 arasinda (p=0,172)
istatiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmadi (p>0,05).

-GPER diizeyleri Grup 1 ile 2 arasinda (p=0,001) ve grup 2-3 arasinda (p=0,001) istatiksel
olarak anlamli farkliliklar saptand1 (p<0,05).

GPER Diizeyleri (pg/mL)

Kontrol OVR IR OVRHR

Sekil 15. Tiim gruplarda GPER-1 diizeyleri
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Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubu hari¢ tiim gruplarda miyokardiyal 6dem, miyositolizis, hemoraji ve PMNL

infiltrasyonu bulundu (Sekil 1,2,3 ve 4).

Sekil 16. Iskemi Reperfiizyona Bagli Lokosit Antienflamatuar Goriintii
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5. TARTISMA

Kardiyovaskiiler hastalik (KVH) her iki cinsiyette en dnemli 6liim sebebi olmaya
devam etmekte ve yilda 17,3 milyon 6lime neden olmaktadir. Koroner kalp hastaligi,
kardiyovaskiiler hastaliga bagl 6liimlerin en yliksek yiizdesini olusturur. Kadinlarda KVH
insidans1 erkeklerde oldugundan daha diistiktiir, ancak bu cinsiyet esitsizligi, menopozun
baslamasindan sonra yavas yavas tersine cevrilir. Kadinlarda iki tarafli bir ovektomi
ameliyatindan (OVR) sonra 6strojen yoksunlugu ayrica KVH'den kaynaklanan dliimlerde
artiga neden olur ve bir estradiol replasmani, kadin cinsiyet hormonu yoksunlugunun kalp
sorunlar1 lizerindeki etkisini goOsteren Olim riskini azaltabilir. Endojen 0Ostrojen
eksikliginin, miyokard iskemisi ve reperflizyon (I/R) 'dan sonra daha ciddi kalp dokusu
hasar1 ve fonksiyon bozuklugu ile sonug¢landigi gosterilmistir. Kardiyak I/R uygulanan
OVR hayvanlarinda, kardiyak mitokondri hasar gérmiis ve bozulmamis ve OVR olmayan
hayvanlardan daha biiyilk oranda bozulmustur, bu da saglam olanlara kiyasla azalmig
mitokondriyal fonksiyona neden olmustur. Ayrica menopoz, viicut agirhigmin, i¢c yag
agirhiginin, toplam kolesteroliin, LDL kolesteroliin, trigliseritlerin ve sistolik kan
basincinin artmasi, metabolik sendrom riskinde artisa katkida bulunan tiim faktorlerle de
iligkilidir. Metabolik sendromun varhigi, bir¢ok iilkede kadin Oliimlerinin 6nde gelen
nedeni olan kalp-damar hastaliklari, 6zellikle de koroner arter hastaligi ve miyokard

iskemisi riskini artirabilir.

Deney siiresince kullanilan hayvanlarin beden agirliklar1 deney oncesi (Overektomi
yapilmadan 6nceki giin) ve deney sonrasi (14 giin sonra, menapoz donemi) Ol¢lilmiistiir.
Gruplarin beden agirlhigi kiyaslandiginda, OVR ve OVR+I/R grubunda anlamli bir artis

goriilmiistiir.

Menopozdan sonra kardiyovaskiiler olaylarin goriilme siklig1 artmaktadir. Bununla
birlikte, Ostrojen tedavisi (E2) kullanimi tartigmalidir. ancak mekanizma/mekanizmalar
belirsizdir. GPER-1, 17-Estradiol'e (E2) baglanan reseptdrlerden biridir. Bugiine kadar,
menapozda iskemik kalp hastaliginda GPER-1 ve diizeyleri hakkinda higbir bilgi yoktur.
Bu c¢alisma, GPER-1'in, overektomize ve iskemik kalp hastaligt modeli olusturulan

sicanlarda GPER-1 diizeylerinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

(Calismamizda miyokardiyal hasarm gostergelerinden olan kardiyak enzim CK-MB
diizeyleri reperflizyonun 0 dk.’ da dl¢iilmiistiir. Kontrole kiyasla, sadece I/R, ve OVR+I/R
gruplarinda CK-MB diizeyi reperfiizyonun 0. dak. da yiikselme gozlendi. Ancak gruplar
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arasinda C-MB yoniinden istatiksel olarak fark yoktu (p>0,05). Kalp hasarinda ki
morfolojik degisikliklerin 4-12 saatte belirgin hale geldigi icin 0. dak da CK-MB

diizeylerinin istatiksel olarak anlamli fark gostermedigi diistiniilmiistiir.

Calismamiz kapsaminda bulunan her 4 grubun plazmasinda Gstrojen ve progestron
diizeyleri arastirilmistir. Kontrol grubuna gére, OVR ve OVR+IR grubunda plazma
Ostrojen diizeylerinde belirgin diisiis gdzlenmistir. Ayrica plazmadaki progesteron diizeyi
de Olciilmiis ve gruplar arasinda fark goriilmemistir. Sonuglarimizda progesteron
diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli bulunmamasi progesteronun farkli plazma
proteinlerine baglanmasi ile neden olumus olabilir(Brunton L.L. ve ark., 2005).

GPER hakkinda artan bilgi ve ¢esitli hastaliklarda GPER diizeyleri hakkinda bilgi
sahibi olmak, tan1 ve prognostik yaklasimlara katkida bulunabilir ve tedavi yaklasimlarinda
GPER agonisti (G-1) veya antagonistinin (G-36) kullanilmasin1 saglayabilir. Hayvanlar
iizerinde yapilan deneysel c¢aligmalar, estradioliin antidepresan benzeri etkisine ERB ve
GPER aracilik ettigini ve GPER'in depresyon tedavisinde yeni bir hedef olabilecegini
gostermistir (Findikli E ve ark, 2017). Calismamizda, OVR ve OVR+IR grubunda GPER
diizeylerinin artmis ve Ostrojen diizeyleri diismiistiir. Bu gruplarda overektomiden dolay1
yeterli Gstrojen sentezlenmediginden dolayr hormon-reseptor iliskisinden de yola ¢ikarak
yeterli Ostrojen-GPER ile birlesmedigi icin GPER diizeylerinde artis oldugu
diisiiniilmektedir. Iskemik kalp dokusunda artan GPER diizeyini diisiirmek bu tip hastalara
GPER antogonisti (G-36) uygulanabilir. Bunun i¢in tedaviye yoneklik ileri caligmalara
ihtiya¢ vardur.

PMNL’ler iskemi-reperflizyon sonrasinda kalp hasarinda esas role sahiptirler ve PMN
l16kositlerin azaltilmasi bu hasardan koruyucu bir etki olusturur (Lopez-Neblina F ve ark.,
1996; Frangogiannis NG ve ark., 2007). Calismamizda histopatolojik olarak kalp IR
uygulanan I/R, sham ve OVR+I/R gruplarinda PMNL infiltrasyonu, 6dem, hemoraji ve
myositolizis gézlenmis olmasi, ortaya ¢ikan doku hasarinda esas olarak hiicre i¢i Ca™
dengesinin  bozulmast ve inflamatuvar kaskatin  aktivasyonuyla olustugunu

diistindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER
Bu ¢aligma sonucunda, biyokimyasal ve histopatolojik veriler neticesinde;
1- CK-MB degerleri agisindan anlamli fark yoktu (Tablo 3),

2- Grup 2 ve 4 ‘te Ostrojen diizeyleri kontrole kiyasla anlamli derecede diigsmiistiir (Tablo

4,

3- Gruplarda serum progesteron diizeyleri arasinda istatiksel farkliliklar yoktu (p<0,05)
(tablo 5),

4- Kalp dokusunda GPER-1 diizeyleri Grup 2 ve 4’de diger gruplara gore kiyasla olduk¢a
yiiksekti (p<0,05) (tablo 6).

5- Histopatolojik olarak I/R grubunda, sham ve OVR+I/R gruplarinda PMNL

infiltrasyonu, 6dem, hemoraji ve myositolizis gézlendi.

Menapozdan dolayi yeterli 6strojen sentezlenmemektedir. Nitekim ¢alismamizda,
yeterli 6strojen-GPER (hormon-+reseptor iliskisi ) ile birlesmedigi icin GPER diizeylerinde
artis oldugu diisiiniilmektedir. Iskemik kalp dokusunda artan GPER diizeyini diisiirmek
icin bu tip hastalara GPER antogonisti (G-36) tedavisi uygulanabilir. Ancak, tedaviye

yoneklik hayvan modelleriyle ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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