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OZET

17p-Ostradiol ve 1,25-Dihidroksi Vitamin D3 Uygulanan Diiz Kas Hiicrelerinde

Cogalma ve Apoptoz Dinamiklerinin Epigenetik Analizi

Diiz kas hiicreleri kan damarlarinin 6nemli bir bilesenidir. Damar duvarinda
kasilip gevseyerek kan akimimi diizenlemek disinda matriks sentezi de yapabilme
yetenegine sahiptir. Giiniimiize kadar diiz kas hiicreleri ile aterosklerotik damar
hastaliklar1 arasindaki iliskiyi gosteren cok sayida c¢alisma yapilmistir. Bu
calismalarin bazilarinda aterosklerotik lezyonlarda diiz kas hiicrelerinin epigenetik

degisiklikleri aydinlatilmaya cahsilmstir.

Ostradiol ve D vitamininin de aterosklerotik damar hastaliklarinda oldukca
onemli oldugu, hastaligin olusumunda ve klinik seyrinde belirleyici olabilecegi cok
sayida calismayla gosterilmistir. Bu hormonlarin damar diiz kaslar1 iizerinde

koruyucu veya zararh etkileri oldugunu bildiren celiskili calismalar bulunmaktadir.

Sunulan ¢alismada, Kkiiltiire edilmis sican aortik diiz kas hiicreleri iizerine
ostradiol ve D vitamini farkhh konsantrasyonlarda wuygulandi. Cogalma
dinamiklerini gostermek icin gercek zamanh hiicre analizi yontemi kullanildi.
Hiicrelerin apoptoz oranlarimi belirlemek icin aktif kaspaz-3 antikoruyla immiin
isaretleme yapild1 ve apoptotik indeksleri karsilastirildi. Ayrica, epigenetik ve
ostrojen reseptorlerindeki degisiklikleri belirlemek icin DNMT1, DNMT3a,
ostrojen reseptor alfa ve beta antikorlar1 ile immiin isaretlemeler yapildi

Isaretlemelerin 1s51ma yogunluklar: gruplar arasinda karsilastirilda.

Bulgular incelendiginde hormonlarin diiz kas hiicre ¢ogalmasi iizerine
anlamh etki gostermedigi saptandi. Ostradiol hormonu apoptoza yol acmazken D
vitamini artan dozla korele bir sekilde apoptozu uyarmaktaydi. Hormonlarin
birlikte verildigi gruplarda ostradioliin apoptozdan koruyucu etki gosterdigi de
anlagildi. Isaretlenme yogunlugu acisindan sadece DNMT3a ile isaretlenen ve

hormonlu medyumda 72 saat bekletilen bazi gruplarda anlamh fark goriildii.

xii



Bu bilgiler 15181nda dstradiol ve D vitamininin diiz kas hiicre apoptozunda
onemli rol oynadigi, hiicre proliferasyonunda etkisinin olmayabilecegi, epigenetik

olarak da daha ¢ok DNMT3a iizerinden etki gosteriyor olabilecekleri sonucuna

varidi.

Anahtar Kelimeler: 1,25-Dihidroksi Vitamin D3, 17g-Ostradiol, Apoptoz,
Epigenetik, Sican Aortik Diiz Kas Hiicrele
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ABSTRACT

The Epigenetic Analysis of the Effect of 17p-Estradiol and 1,25-Dihydroxy
vitamin D3 on the Proliferation and Apoptosis Dynamics of Smooth Muscle Cells

Vascular smooth muscle cells are important components of the vessel wall.
As well as regulating blood flow via contraction and relaxation, vascular smooth
muscle cells are also capable of synthesizing extracellular matrix and its
components. There are number of studies pointing out their relationship with
atherosclerotic vascular diseases. Some of those tried to shed light on the epigenetic

changes of the vascular smooth muscle cells found in the atherosclerotic lesions.

To date, the importance of estradiol and vitamin D in atherosclerotic vascular
pathology and disease progression has ben shown by several works. The results are
controversial about whether those hormones have beneficial or detrimental effects

on vascular smooth muscle cells.

In the present study, cultured rat aortic smooth muscle cells were treated
either with estradiol or vitamin D in different concentrations. Real-time cell analyser
was chosen as a method to report their proliferation dynamics. To determine the
apoptotic rates of cells treated with different concentrations of these hormones,
caspase 3 immunostaining method was performed and the apoptotic indices of the
groups were compared. In addition, to determine the changes in estrogen receptors
and epigenetic markers for DNA methylation, immunstaining for DNMT1,
DNMT3a, ER-a and ER-P were carried out. Staining intensity between the groups

was then evaluated.

Assessment of our findings revealed that the effect of the hormones on the
smooth muscle cell proliferation was not statistically significant. The hormone

estradiol did not induce apoptosis on the cells while vitamin D3 did in a dose-

Xiv



dependent manner. The staining intensity was found to be different only for
DNMT3a in some of the 72 hour hormone-treated groups.

In the light of these findings, it is suggested that both estradiol and vitamin D
play an important role in smooth muscle cell apoptosis and their effects are opposite
to each other. It is also inevitable to conclude that these hormones may not be
effective on the smooth muscle cell proliferation and they may exert their epigenetic

effects on vascular smooth muscle cells over DNMT 3a.

Keywords: 1,25-Dihydroxy vitamin D3, 17p-Estradiol, Epigenetics,
Apoptosis, Rat Aortic Smooth Muscle Cells.
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1. GIRIS

Diiz kas hiicreleri kan damarlarindaki temel hiicre tipidir ve esas gorevleri
kontraksiyon ve relaksasyon yoluyla liiminal ¢ap1 degistirerek kan akisi ve basincini
diizenlemektir. Diiz kas hiicreleri gebelik ya da egzersiz gibi bazi fizyolojik olaylarda ve
cesitli vaskiiler hasar durumlarinda damarin yeniden sekillenmesinden sorumludurlar. Bu
islevlerini “kontraktil” durumlarindan cesitli ¢evresel stres faktorlerinden etkilenerek
yiiksek seviye proliferatif ve migratdr “sentetik” fenotipe gegebilmeleri sayesinde
gercgeklestirirler. Bu yiiksek plastisite 6zellikleri sayesinde kan akisindaki degisimlere ya
da vaskiiler hasara yanit vermelerini gerektiren durumlarda diiz kas hiicreleri kontraktil
fenotipten siyrilip sentetik fenotipe biiriiniirler (1). Bu dengenin diizglin bir sekilde
siirdliriilememesi ise ateroskleroz gibi ciddi vaskiiler bozukluklara yol agabilir. Bu
sebeple diiz kas hiicrelerinin ¢evresel faktorlerle etkilesiminin detayli bir sekilde

anlasilabilmesi ¢esitli klinik durumlar agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Ateroskleroz kan damarlarinin duvarinda yag, kolesterol, kalsiyum ve kanda
bulunan diger materyallerin birikmesiyle damar ¢apinin daralmasi ve kan akis hizinin
diismesi seklinde seyreden bir durumdur (2). Bu tikaniklik kalbe oksijen yoniinden zengin
kan tastyan bir arterde meydana gelirse miyokard infarktiisii, felg, kalp yetmezligi ve hatta
0liim meydana gelebilir. Bazi durumlarda tikanik damarda kan akisini diizenlemek icin
anjiyoplasti, stent takma veya bypass grefti gibi yeniden damarlanma protokolleri
uygulanmasi gerekebilir (2). Bu gibi uygulamalarin gelistirilebilmesi diiz kas hiicrelerinin
damar hasarlanmalarinda meydana gelen degisimlere verdigi yanitlarin anlagilmasi ile
miimkiindiir. Damar hasarlarinda damar mikrogevresi ciddi bir degisime ugrar. Oncelikle
plateletler ve infiltre olan enflamatuar hiicreleri ile makrofaj aracili biiyiime faktorleri ve
mediatorler damar duvarindaki diiz kas hiicrelerinin kasilan/kontraktil fazdan sentetik
faza dediferansiye olmalarina yol acar. Bu sentetik fazdaki diiz kas hiicreleri hasarli
bolgede bol miktarda ekstraseliiler matriks salgilarlar ve luminal ¢apin daha fazla

daralmasina sebep olurlar. Bu durumda ilerleyen asamalarda diiz kas hiicre apoptozu



gozlenebilir (2). Tiim bu ¢iktilarin 6nlenebilmesi ve/veya iyilestirebilmesi i¢in kullanilan

tedavi yontemleri son derece kisitlidir.

Ostrojen, disilerde temel cinsiyet hormonu olarak iireme sisteminin gelisiminde
ve sekonder seks karakterlerinin ortaya ¢ikmasinda rol oynamasinin yan sira, pek ¢cok
islevi olan bir hormondur ve farkli dokularda, damarlanma gibi ¢esitli fizyolojik siireclere
dahil olur (3). Erkeklerde ve post-menopozal kadinlarda yapilan ¢alismalar sonucunda
ateroskleroz kaynakli kardiyovaskiiler hastaliklarin ve koroner ve miyokard infarktiisii
riskinin pre-menopozal déonemdeki kadinlara kiyasla artmasi, 6strojenin kardiyoprotektif

roliinii gézler dniine sermektedir (4).

Kalsiyum homeostaz1 ve kemik metabolizmasindaki bilinen roliiniin Gtesinde
giincel ¢aligmalar vitamin D’nin hiicre proliferasyonu indiikleme ve immiinmodiilasyon
gibi biyolojik etkilerine dikkat ¢ekmektedir (5). Metabolik olarak aktif olan 1,25-
Dihidroksi vitamin D3’ iin serumda diisiik seviyelerde bulunmasi koroner arter
hastaliklarinin ciddiyetinin artmasina yol agmaktadir. 1,25 Dihidroksi vitamin D3
reseptorleri (VDR) kardiyovaskiiler sitemin pek ¢ok hiicresinde eksprese edilmektedir ve
bu reseptor-ligand etkilesimi hiicre spesifik fonksiyonlara ve gen regiilasyonuna yol
agmaktadir (6). Ozelikle vaskiiler endotel hiicreleri, kardiyomiyositler ve diiz kas
hiicrelerinde bulunan D vitamini reseptorlerini D vitamini yoksunlugu ¢eken bireylerde
aktive etmek amaciyla kalsitriol ve parikalsitol gibi aktivatorler kullanilir (7). Erken
yaglarda gozlenen D vitamin, yoksunlugunun vaskiiler oksidatif stresi tetikledigi,
arteriyal kan basincini arttirdigr ve kardiyak gen ekspresyonunda degisimi indiikledigi
bilinmektedir (8). Dolayisiyla disardan verilen bu VDR aktivatér takviyeleri
kardiyovaskiiler fonksiyonun iyilestirilmesi acisindan 6nemlidir. Bizim c¢aligmamizda
aort diiz kas hiicrelerine kalsitriol (1,25-Dihidroksi vitamin D3) uygulamasinin mitojenik

ve antimitojenik etkileri ile apoptotik etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.

Ostradiol ve D vitamininin in vitro ve in vivo ortamda diiz kas hiicrelerinin
proliferasyon ve apoptoz dinamiklerini degistirdigi bilinmektedir. Bu degisimlere katki
saglayan muhtemel mekanizmalardan bir tanesi de epigenetik mekanizmalardir (9).
Epigenetik DNA iizerindeki gen sekansinda meydana gelen degisimler haricinde gen
ekspresyonunu degistiren mekanizmalari igerir (10). Kromatin materyalinin yeniden

sekillendirilmesi, histonlarda gesitli modifikasyonlar ve DNA metilasyon/demetilasyon



dinamiklerinin degismesi, aktif ya da baskilanmis gen ekspresyonunu ifade ederek
epigenetik mekanizmalar1 olustururlar (10). Gen susturma ile iliskili en fazla calisilan
epigenetik modifikasyon DNA metilasyonudur. Memeli hiicrelerinde DNA metilasyonu
DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B tipleri olan DNA metiltransferaz enzimleri araciligiyla
sitozin halkasinin 5’ pozisyonunda gerceklesir (10). Pek ¢ok hiicrede siklikla ¢alisilmig
olmasina karsin diiz kas hiicrelerindeki DNA metilasyonunun etkinligini gosteren pek
fazla ¢alisma bulunmamaktadir ve dstradiol ve vitamin D3’iin diiz kas hiicrelerindeki bu
mekanizmalara etkisini gOstermenin literatiire Onemli bir katkis1 olacagini
diisiinmekteyiz. Bu nedenle, ¢alismamizda diiz kas hiicrelerinde DNMT1 ve DNMT3
enzim aktivitelerinde Ostradiol ve vitamin D3 varliginda meydana gelen degisimleri

Ostrojen reseptorleri lizerinden gostermeyi amacladik.

Vaskiiler hasarda ayr1 ayr1 veya kombine bir dstrojen vitamin D3 tedavisinin etki
mekanizmalarinin anlagilmasi klinik agidan ciddi bir 6neme sahiptir. Fizyolojik
kosullarda diiz kas hiicrelerinin proliferasyon veya apoptozunda etkin olan epigenetik
mekanizmalarin incelendigi in vitro bir ¢alismaya rastlanmamaktadir. Calismamiz,
kardiyovaskiiler bozukluklarin tedavisi veya dnlenmesi agisindan 6énemli olan dstradiol
ve vitamin D3’lin bu mekanizmalar1 ne yonde degistirdigini ortaya ¢ikarmay1
hedeflemektedir ve ¢aligmamizin sonucunda ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler sistem
iligkili bozukluklar agisindan terapdtik alanda ilerleme kaydedilmesine yol agabilecegi

distiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diiz Kaslar

Diiz kaslar kan ve lenf damarlarinin duvarlarinda yer alan, solunum, iireme ve
gastrointestinal yollarda bulunan i¢i bos pek cok orgami distan saran, ¢izgilenme
gostermeyen ve istemsiz kasilip gevseyen yapilardir. Bunun diginda derideki arrektor
pilorim kas1 ya da gozdeki siliyer kaslar gibi farkli 6rnekleri de bulunmaktadir. Esas
gorevi sivi ya da igerigin ileri yonde tasinmasini saglamaktir. Yapisal olarak mekik
sekilli, kiiglik, uzamig ve tek niikleuslu olan diiz kas hiicreleri, aktin ve miyozin
filamentleri tasimasima ragmen enine ¢izgilenme gostermezler. T tiibiillerine sahip
degildirler ancak sayisiz kaveolinleri ve kalsiyumun kontrol ettigi gelismis bir kontraktil

aparatlar1 bulunur (1).

2.1.1. Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri

Kan damarlar1 tim viicuda oksijen, besin ve hormonlarin taginmasinda ve
metabolik atiklarin toplanmasinda fonksiyon goriirler. Kapillerler hari¢ kan damarlarinin
duvari tunika intima, tunika media ve tunika adventisya olmak iizere {i¢ tabakadan olusur.
Kapillerler kan-doku arasindaki gaz ve atik degisiminin kolaylastirilmasi amaciyla
yalnizca en i¢ intima tabakasindan olusur. Medya ¢ogunlukla, kolajen, elastin ve diger
yapisal proteinlerden olusan matriks i¢ine gémiilmiis diiz kas hiicrelerinden olusur.
Adventisya ise ¢ok, az ya da hi¢ diiz kas hiicresi bulundurmayan vazo vazorum ve nervi

vaskiilaris igeren fibro-elastik dis tabakadir (1).

Diiz kas hiicreleri fenotipik ve fonksiyonel olarak heterojendirler. Gelisimsel
caligmalar vaskiiler sistemin bagimsiz sekilde olusan diiz kas hiicreleri sayesinde mozaik
bir yapisi oldugunu 6ngérmektedir. Gelisim sirasinda diiz kas hiicreleri mezodermden ve
noral krestten koken alirlar (1). Ayn1 zamanda endotelyal hiicrelerden ve kemik iligi

kokenli multipotent kok hiicrelerden de kaynaklanabilirler. Sonu¢ olarak kan
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damarlarinin yapisal ve fonksiyonel farkliliklar1 diiz kas hiicrelerinin multipl
kokenlerinden kaynaklaniyor olabilir. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin primer gorevi
vaskiiler tonusu siirdiirmektir. Vaskiiler kasilma derecesi, akim direncinin, sirkiilasyon
kapasitesinin ve arteriyel duvar rijiditesinin korunmasina yardim eder. Diger diiz kas
hiicre fonksiyonlar1 g¢evresel stres faktorleri ve hasara karsi kan damarit duvarinin
tamiriyle alakalidir. Vaskiiler hiicreler in vivo ve in vitro ortamda kontraktil veya sentetik
fenotipe adapte olurlar. Kontraktil fenotipte diiz kas hiicreleri ig sekillidirler ve
diferansiye olmus arter ve venlerin tipik diiz kas hiicreleridir. Sentetik fenotipte ise diiz
kas hiicreleri epiteloid sekil kazanirlar ve gelismekte olan kan damarlar ile patolojik
arterlerde yani ateroskleroz, anjiyoplasti sonrasi restenoz ve koroner arter bypass grefti
sonrasinda gézlenmektedir. Her iki fenotipte, saglikli arterlerin media tabakasinda damar
cap1 ve yasina baglh olarak ya da dolagimdaki ve mikrogevredeki faktorlere bagli olarak
degisen oranlarda bir arada bulunabilirler (10). Vaskiiler diiz kas hiicreleri tarafindan
sentezlenen temel protein elastindir ve diiz kas hiicreleriyle beraber elastik lameller damar
duvarinin yapisal ve fonksiyonel iinitesini olustururlar. Mekanik hasar veya matriks
metalloproteinazlarin aktivasyonuyla elastin fiberlerin bozulmasi ateroskleroz ve

restenoz gibi proliferatif vaskiiler hastaliklarda son derece tipiktir (2, 8).

Diiz kas hiicreleri ayni zamanda arteriyel ¢ap1 koruyarak rezistansin
ayarlanmasinda gorevlidirler. Liimen cap1 yapisal, mekanik veya fonksiyonel olarak
degisebilir. Bu siireglerin iiciinde de diiz kas hiicreleri gorev alir. Hipertansiyonda,
ornegin, vaskiiler duvarin yeniden sekillenmesine eslik eden yapisal degisiklikler, diiz kas
hiicre biiylimesi ve apoptotik siirecler ile diiz kas hiicrelerinin boyut ve dansitesinde artisi
(hiperplazi, hipertrofi) icermektedir. Bunun yani sira tiim yapisal ve mekanik degisimler
diiz kas hiicreleri tarafindan sentezlenen matriks protein kompozisyonundaki

degisimlerle de alakalidir (11, 12).

2.2. Ateroskleroz
Kardiyovaskiiler hastaliklar modern iilkelerde en sik goriilen mortalite

sebeplerinden bir tanesidir (13, 14). Ayrica gelismekte olan iilkelerde giderek artan bir



6liim sebebidir. Ana formu koroner kalp hastalig1 ve inmedir. Koroner kalp hastaliginin
mortalite oran1 erkeklerde kadinlara kiyasla daha fazladir ve yasla beraber risk artist
gozlenmektedir (14). Koroner kalp hastaliginin altinda yatan esas patoloji

aterosklerozdur.

Ateroskleroz multipl formlardaki endotelyal hasara verilen fokal, inflamatuar ve
fibro-proliferatif bir yanit olarak tanimlanmaktadir (15). Endotelyal fonksiyon bozuklugu
lipit ve inflamatuar hiicrelerin damar duvarimi ge¢mesine yol agan risk faktorleriyle
baslatilir. Artere girdikten sonra, monositler makrofajlara diferansiye olurlar ve lipitleri
fagosite ederek kopiik hiicrelerine doniisiirler (16, 17). Bunun sonucunda aterosklerozun
baslangicinda goriilen “yagh ¢izgilenme” lezyonlar1 olugsmaktadir. Yagh ¢izgilenmeler
intimada kopiik hiicre makrofajlarinin fokal birikiminden kaynaklanmaktadir. Lezyon
stireci nekrotik kor ve fibréz kep olusumuyla ilerler (16,18). Kopiik hiicre makrofajlar
O6lmeye ve igeriklerini dis ortama salmaya basladiklarinda nekrotik kor olusumuna katki
saglamaktadirlar. Bu yayilan sitoplazmik igerikler inflamasyona yol agan ekstraseliiler
lipit ve biliyiime faktorlerinin akiimiilasyonuna sebep olmaktadir. Vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin proliferasyon ve migrasyonu ise fibroz kep olusumu ile sonuclanmaktadir.
Vaskiiler diiz kas hiicreleri bu siiregte intimaya go¢ ederek ekstraseliiler matriks
biriktirirler. Hiicre sayisindaki ve matriks miktarindaki artig biriken plagin damar
limenini iggal etmesine yol agar ve sonugta stabil geliskin plak olusumu gozlenir. Bu
plaklarda kiigiik bir nekrotik kor ve kalin bir fibr6z kep bulunmaktadir. Stabil olmayan
plaklarda ise yiiksek inflamatuar hiicre icerigine sahip geligsmis bir nekrotik kor ve ince
bir fibr6z kep bulunmaktadir (19). Stabil olmayan plaklar bozunmaya daha meyilli
olduklar1 i¢in trombus olusumuna yol agmalar1 daha muhtemeldir. Trombus olusumu ise
limende bir okliizyona yol agabilir ve miyokard infarktiisii (MI) veya inme

semptomlarina sebep olabilir.

2.2.1. Diiz Kas Hiicre Migrasyonu ve Proliferasyonunun Aterosklerozla iliskisi
Kan damarlarinda diiz kas hiicreleri sessiz profile sahiptirler ve limen g¢apini

kontrol edebilmek ve bu yolla noral, hormonal veya lokal faktorlerde kan akisini



diizenleyebilmek icin yiiksek seviyede kontraktil hiicre olarak ozellesmislerdir. Bu
hiicreler kiiltiire edildiklerinde veya damar hasari sonucunda aktive edildikleri zaman
kontraktil/diferansiye fazdan prolifere olan/sentetik faza gecis yaparlar ve sayisiz biiyiime
diizenleyici molekiil eksprese etmeye baglarlar. Bu siire¢ fenotipik modiilasyon olarak

adlandirilir (20, 21).

Diiz kas hiicreleri aterosklerotik plak olusumunun tiim evrelerine katilirlar. Erken
donem lezyonlarinda, endotelyal fonksiyon bozuklugu ve intimal lipit akiimiilasyonu
inflamasyonu tetikleyerek 16kositlerin bu bdlgeye gogiinii artirir (22, 23). Makrofajlar ve
kopiik hiicrelerinden salgilanan sitokinler ve platelet kokenli biiylime faktorii beta
(PDGF-B) gibi biiyiime faktorleri, diiz kas hiicrelerinin dediferansiyasyonuna yani
fenotipik modiilasyonlarina sebep olarak bu hiicrelerin mediadan intimaya go¢ etmesine
yol acarlar. Bunun yani sira proteaz aracili ekstraseliiler matriks degredasyonu vaskiiler
diiz kas hiicrelerinin gdciine olanak tamimaktadir (24). intimada diiz kas hiicreleri
cogalarak, ekstraselliiler matriks (ECM) sentezleyerek, lipitleri ve lipoproteinleri fagosite
ederek ve inflamatuar sitokinleri salgilayarak aterom yayilimi ve kompleksitesine katki
saglarlar. Bu lezyon yayilimi stenozise sebep olabilir. Ayrica, mediadan go¢ eden diiz kas
hiicrelerinin yani sira insanlarda intimada halihazirda bulunan diiz kas hiicreleri
tanimlanmistir ve bu hiicrelerin ¢evresel etmenlerle fenotipik modiilasyona ugradiklari ve

aterom olusumuna katki sagladiklar1 bilinmektedir (25).

Plak stabilitesi aterosklerotik siireglerde en kritik problemdir. Stabil olmayan bir
plak bozulursa trombozis baslayabilir ve bu da vaskiiler okliizyona ve doku infarktiisiine
yol agabilir. Diiz kas hiicreleri ECM salgilayarak plak {izerine fibr6z bir kep sabitler ve
plak stabilitesini mekanik olarak destekler. Diiz kas hiicrelerini de igeren bu fibroz kep
lezyon ile damar liimeni arasinda koruyucu bir tabaka olarak islev goriir. Fibroz kep
olusumunun degraniile plateletler, endotelyal hiicreler, makrofajlar, kopiik hiicreleri ve
vaskiiler diiz kas hiicrelerinden salgilanan, PDGF, fibroblastik biiyiime faktorii (FGF-2)
ve dontistiirticii biiyiime faktori B (TGF-B) gibi biiyiime faktorleri ve sitokinlerle stimiile
edildigi diisiiniilmektedir. intimada vaskiiler diiz kas hiicreleri cogalarak ve ekstraseliiler

matriks tireterek aterosklerotik plaklarin fibroz kepini (skleroz) olustururlar (26).



2.2.2. Diiz Kas Hiicre Oliimii

Diiz kas hiicre 6liimii ve sag kalimi arasindaki denge aterosklerotik plak olusumu
ve stabilitesinde Onem tasir. Bazal seviyelerde otofaji, hasar gdormiis hiicresel
komponentlerin geri doniislimiinii sagladig1 i¢in ateromlarin stabilizasyonunda fonksiyon
goriiyor olabilir. Aterosklerotik plaklarda diiz kas hiicre apoptozu ve nekrozu
tanimlanmasina ragmen bu siireglerin potansiyel yararli veya zararli rolleri tam olarak
anlasilamamistir. Erken lezyonlarda programli hiicre 6liimii hiicresel atiklarin etkili bir
sekilde temizlenmesini desteklemektedir. Ote yandan stabil olmayan plaklarda stabil

plaklara ya da normal damarlara kiyasla yiiksek hiicre apoptozu plak olusumunu

indiiklemektedir (26).

Giincel g¢aligmalar aterosklerotik lezyonlarda apoptotik diiz kas hiicrelerinin
varligimi gostermistir. Programli  hiicre Oliimii olarak bilinen apoptoz, DNA
fragmantasyonu, niikleus morfolojisinde degisimler ve sitozolik makromolekiil sizintisi
olmadan, hiicrenin fragmante olmasiyla sonuglanan intrinsik hiicresel mekanizmalar
tarafindan kontrol edilmektedir. Bu agidan hiicresel sisme, plazma membraninda hasar ve
hiicre lizisi yoluyla hiicresel komponentlerin sizmasi ile karakterize nekrozdan farkli bir
hiicre 6liimii yolagidir (27). Diger hiicreler gibi diiz kas hiicreleri de ekzojen veya endojen
yolaklara bagimli, 6liim reseptorleri iceren (Fas, TNF-R) veya mitokondriyal (sitokrom ¢
salinimi) stres durumuna apoptoz ile yanit verir. Ayrica diiz kas hiicrelerinde mekanik
strese bagli apoptozun p38 yolagiyla gerceklestigi ve bunun sonucunda kan akisinda
degisikliklerin gozlendigi gosterilmistir. Dahasi, apoptotik diiz kas hiicreleri plazma
membranlarinin  dis  katmaninda bulunan ve trombin olusumunu destekleyen
fosfatidilserinlerin translokasyonu yoluyla plak trombojenitesini arttirirlar (28).
Dediferansiye olmus diiz kas hiicrelerinin ultrastriiktiirel analizleri bu hiicrelerde bol
miktarda endoplazma retikulumu ve Golgi varligimi gostermektedir. Endoplazma
retikulumu, normalde salgilanan proteinlerin diizgiin katlanmasindan sorumlu oldugu i¢in
bu hiicrelerde artan protein ihtiyaci belki de daha fazla proteinin hatali katlanmasi sonucu
meydana gelebilecek endoplazma retikulumu stresini agiklayabilir. Ozellikle gelismis
aterosklerotik plaklarda yiiksek miktarda gozlenen endoplazma retikulumu stresi son
derece 6nemli bir diiz kas hiicre apoptozu nedenidir (29). Her ne kadar teorik olarak

restenotik ve primer ateroskerotik plaklarin baskilanmasinda ideal bir yol gibi goriinsede



(30, 31), diiz kas hiicrelerinde apoptozun plak stabilitesi tizerindeki olasi negatif etkileri

sebebiyle yararli ya da zararli olup olmadigi halen tartisilmaktadir.

2.3. Epigenetik

Epigenetik, ¢esitli genomik fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynayan DNA ve
kromatin modifikasyonlaridir. Multiselliiler organizmalarin farkli hiicresel fenotipleri,
housekeeping ve hiicre-spesifik genlerin ekspresyonuyla ve uygun olmayan genlerin
baskilanmasiyla gelisir. Hiicre tipini tasarlayan gen ekspresyonu epigenotip olarak
adlandirilir ve genetik koddan bagimsiz olarak gen ekspresyonunu diizenleyebilen
epigenetik mekanizmalar tarafindan olusturulur ve siirdiiriiliir. Genomik imprintingde
genler kalitsal parental allelerin bir tanesinden kaynaklanir ve epigenetik gen
diizenlenmesine tipik bir 6rnek teskil etmektedir. Tek bir organizma baz alindiginda
hemen hemen tiim hiicrelerdeki (gametler harig¢) genotipler ayni olmasina ragmen
hiicresel fenotipler ve fonksiyonlar farklilik gostermektedir ve bu durum hiicre
diferansiyasyonu ve embriyonik morfogenez sirasinda meydana gelen diferansiyel

epigenetik diizenlemelerle agiklanabilir (31, 32).

DNA metilasyonu promotor bolgesindeki sitozin bazlarinin 5° karbonuna bir metil
grubu eklenmesiyle (5-metilsitozin) transkripsiyonun baskilanmasina yol agar (Sekil 2.1).
De novo metilasyon yani degistirilmemis DNA’ya bir metil grubu eklenmesi epigenetik
bir degisimdir ¢iinkii DNA’da bir mutasyon olmadan gergeklesen kimyasal bir
modifikasyonu igerir (33, 34). Mutasyonlara kiyasla metilasyon degisimleri geri
dontstiiriilebilir. Epigenetik diizenlemeler ayrica DNA-iligskili molekiillerde de
gozlenmektedir. Bunlar histon modifikasyonlarini, kromatinin yeniden sekillenmesini ve
miRNA ve siRNA’lar1 igeren kiigiik kodlanmayan RNA’lar1 kapsamaktadir. Bu
degisimler parental kdkenli gen ekspresyonlarinda (genomik imprinting), X-kromozom
inaktivasyonunda ve heterokromatin olusumunda Kilit rol oynarlar (35). Gen susturmaya
yonelik DNA metilasyonu, insan genomuna DNA ve RNA viriislerinden gelen ya da host
genomundan bagimsiz replike olabilen mRNA ve tRNA molekiillerinden kaynakli

tekrarlayan sekanslarin kontrolii agisindan son derece 6nemlidir (36).



DNA da sitozinlere metil grubu eklenmesi reaksiyonunun enzimi DNA
metiltransferazlardir (DNMTler). Memelilerde tic ana DNMT bulunur ve bunlar; var olan
metilasyon motifinin DNA replikasyonundan sonra korunmasini saglayan DNMT1 ile de
novo metiltransferazlar olarak islev goren DNMT3a ve DNMT3b dir. DNA
replikasyonundan sonra tamamen metillenmis DNA hemi-metile hale gelir ve DNMT1
sitozinin 5° karbonuna metil grubu eklemek iizere hemi-metile DNA ya baglanir (36).
Sonug olarak DNA metilasyon degisiklikleri tiim dokularda gozlenir ancak doku spesifik
metilasyon degisikliklerinin kiigiik bir miktar1 hiicre farklanmasi, hastalik ve kanser gibi

durumlarda hiicresel aktivitelerde 6ncii etkiye sahiptir.
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Sekil 2.1. DNA Metilasyonunun sematik sunumu. (@) DNA (sitozin-5)-metiltransferazlart DNA’daki 5’
ucta bulunan sitozin halkasinin 5. Karbonuna bir metil grubu eklerler ve 5-metilsitozin olusumuna sebep
olurlar. (b) DNA metilasyonunun klasik modeli: Stirdiirme ve de novo metilasyon.(Sekil Cheng ve
Blumenthal (2008)’den uyarlanmigtir (37)).

2.3.1. Aterosklerozda Epigenetik Degisiklikler
2.3.1.1. DNA Metilasyonu ve Ateroskleroz

DNA metilasyonu kromozomal DNA yapisin1 koruyan ve gen ekspresyonunu
diizenleyen, X-kromozom inaktivasyonunda, imprinting isleminde, gelisimsel olarak

diizenlenmis genlerde transposable genetik elementlerin mobilitesini ve aktivitesini
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kontrol eden epigenetik bir mekanizmadir. insanlarda saglikli somatik hiicrelerin tiim
sitozinlerinin yaklagik %1°1 kadar1 metillenmis goriinmektedir ancak dokular arasinda bu
oran degiskenlik gosterir. DNA metilasyon diizeneginin bazi komponentleri histon
metilasyon kompleksindeki enzimle ortaklik gosterirler (32-39). DNA metilasyon motifi,
embryonik gelisim sirasinda replikasyona ugradigi kabul edilen bir olaydir ve rodentlerde
erken donemde indiiklenen DNA metilasyon degisimlerinin yavrulara aktarildigi
bilinmektedir (38). Ayrica erken donemdeki epigenetik yeniden programlamanin yetiskin
donemde farmakolojik terapi yoluyla geri dondiiriilebilecegine dair kanitlar mevcuttur
(39-41). DNA metilasyonunun yasa bagli degisiminin genetik olarak kontrol edildigi
diistiniilmektedir. Bjornsson ve arkadaslari zaman boyunca bazi bireylerin sitozin
metilasyonu kazandigin1 veya kaybettigini ve bireye oOzgli degisimlerin kalitsal
olabilecegini 6ne siirmiislerdir (42). Damar duvarimin hiicresel kiitlesinin ¢ogunluguna
karsilik gelen diiz kas hiicrelerinde de epigenetik degisimler tespit edilmistir. Diiz kas
hiicre diferansiyasyonunun en erken belirteci olan Transgelin DNA metilasyonuyla
diizenlenmektedir ve endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) endotelyumda hipometile
haldeyken diiz kas hiicrelerinde asir1 metillenmis haldedir (43, 44). Aterosklerotik plak
neointimasinda eksprese edilen iNOS diger dokularda metilasyon yoluyla
baskilanmaktadir (45, 46). Endotelyal hiicrelerde goriilmeyen, ancak ¢ogalan diiz kas
hiicrelerinde hipermetile bulunan Ostrojen reseptor alfa promotorii de epigenetik
diizenlemeye tabi tutulur (47). Koroner arter by-pass ameliyatina girmis hastalardan ve
koroner aterektomi gecirmis hastalarin aterosklerotik plaklarindan toplanan 6rneklerde
DNA izolasyonu yapilmis ve tamaminda Gstrojen reseptor alfa genlerinin metillendigi
gosterilmistir. Ayrica ateromlarda da, normal aorta gore Ostrojen reseptorleri
metilasyonunun ciddi bir artig gosterdigi bulunmustur (48). Bu bulgular, kardiyovaskiiler
hastaliklarda CpG adalarindaki metillenmenin 6nemini vurgulamaktadir. Ying ve
arkadaslar1 (2000) bu metilasyonun diiz kas hiicreleriyle alakali olup olmadigini
aragtirmiglardir ve Ostrojen reseptor alfa (ER-a) metilasyonunun diiz kaslarda fenotipik
tranzisyon sirasinda artis gosterdigini bulmuslardir. Aragtirmacilar kontraktil fazdaki diiz
kas hiicrelerinde ER-a ekspresyonu varken, proliferatif fazdaki diiz kas hiicrelerinde ER-
a’nin metillenme yoluyla susturuldugunu da géstermislerdir (47). Yani fizyolojik
sartlarda Ostrojenle aktivasyonundan sonra Ostrojen reseptorleri, hiicre proliferasyonunun

engellenmesi gibi pek ¢ok hiicresel aktiviteyi diizenlemektedir. Bu etkisiyle Ostrojen
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reseptor aktivasyonu, hasara karsi ¢ogalmaya baslayan diiz kas hiicrelerinde de anti-

proliferatif yoniiyle vaskiilo-protektif 6zellik kazanmis olabilir.

2.3.1.2. Hipermetilasyon ve Ateroskleroz

CpG adalarinda hipermetilasyon, transkripsiyonel susturmanin karakteristigidir.
DNA metilasyonu yoluyla gen baskilanmasi, transkripsiyon faktorlerinin tanima
bolgelerindeki sitozinleri metilleme ya da promotdr bdlgeyi metil-sitozin tantyan
proteinlerden (MBD1, MBD2, MBD4, MeCP2, Kaiso) bir tanesi aracilifiyla kapatarak
saglanir (49). Kanser disindaki hastaliklarda hipermetilasyon yoluyla transkripsiyonel
susturma/baskilama tizerine pek fazla ¢alismaya rastlanmamaktadir. Aterosklerozun bu
kadar komplike bir durum olmasi spesifik genlerde meydana gelen epigenetik
diizenlemelerden kaynaklaniyor olabilir. Ateromatdz bdlgelerde c¢ogalan diiz kas
hiicrelerinde Ostrojen reseptor alfa promotér bolgesinde metilasyon oraninin arttigi
saptanmugtir (47, 48). Ayn1 zamanda plak olmayan bolgelere kiyasla plak bolgesindeki
hiicrelerde yiiksek seviyede Ostrojen reseptor beta promotdr metilasyonu gozlenmektedir
(49). Cogalan diiz kas hiicrelerinde Ostrojen reseptorlerinin aktif rolii in vivo ortamda
heniiz tam anlamiyla netlesmemistir. Arteriyel diiz kas hiicrelerinde yasa bagli artan bir
Ostrojen reseptor promotdr metilasyonu saptanmistir ancak yas-iligkili hipermetilasyon
yalnizca Gstrojen reseptorlerinde degil immiin-modiilatér ve timor baskilayict genlerde
de gozlenen bir durum oldugu icin ateroskleroz patogenezinde dnemli etkilere sahip

olabilir.

2.3.1.3. Hipometilasyon ve Ateroskleroz

DNA metilasyonu kaybi, replikasyon-bagimli (pasif) ya da replikasyon-bagimsiz
(aktif) olabilir. Aterosklerozda hangi siirecin dominant oldugu bilinmemekle beraber
neointimada diiz kas hiicrelerinin aktif bir sekilde replikasyona ugruyor olmalar1 pasif

hipometilasyon fikrini iistiin kiliyor gibi goziikkmektedir. Yaslanma ve ateroskleroz
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genellikle es zamanl gerceklestigi icin hangisinin global hipmetilasyona sebep oldugu
bilinmemektedir. Genomik DNA hipometilasyonu yaglanmanin bir karakteristigi
olmasina karsin giincel ¢alismalar popiilasyonun yalnizca %20-30 unun hipometilasyon
karakteristiginde oldugunu gostermistir (42, 50). Ayrica timor biiyiimesi ve sizofreni gibi
baz1 patolojik durumlarda da global hipometilasyon gozlenirken, ozellikle gelismis
aterosklerotik plaklarda diiz kas hiicre ¢ogalmasinin oldugu bolgelerde normal arterlere
kiyasla %9 oraninda sitozin metilasyonunda azalma saptanmistir (51). Apolipoprotein-E
knockout farelerdeki ateromlarda ve tavsan aortlarimin neointimal kalinlagsmalarinda
benzer hipometilasyon motifleri gosterilmistir (52). DNA da tekrarlayan sekanslarin
hipometilasyonu DNA rekombinasyon olaylariyla kromozomal instabilite veya
mutageneze yol agabilen transposable elementlerin aktivasyonuna yol agabilir ancak
aterosklerotik lezyonlarda DNMT1 mRNA’siin upregiile oldugu bulgusu bu durumla
celismektedir.

2.4. Ostradiol

Kardiyovaskiiler gelisim ile kardiyak ve vaskiiler fonksiyonlarda, yasa bagh
gelisen miyokard infarktiisii sebepli 6liim oranlarinda, kalp yetmezligi ve aritminin kinik
tablosunda cinsiyete bagli major farkliliklar bulunmustur (53). Bu farkliliklarin seks
steroid hormon seviyeleri ve bu hormonlarin reseptorlerinin fonksiyonlarindaki
farkliliklarla iliskili oldugu One siiriilmiistiir ve kadinlarda seks hormonlarindaki
degisimlerle alakali klinik sendromlarin kardiyovaskiiler komplikasyonlarin sayisindaki
artigla baglantili oldugu distniilmektedir. Geng kadinlarda gézlenen polikistik over
sendromu artan ateroskleroz riskiyle 1ilgilidir. Kadinlarda menopozla beraber
kardiyovaskiiler olaylarin sayisinda ciddi bir artis gozlenirken erkeklerde oOstrojen
reseptor ekspresyonunda azalma ya da endojen dstrojen olusumundaki eksiklik miyokard
infarktiisiiyle iliskilendirilmektedir (54). Ostrojen ve androjenlerin hiicresel
fonksiyonlarla ¢esitli etkilesimleri, kardiyovaskiiler sistemde patofizyolojik uyaranlara

verdikleri yanit1 etkiliyor olabilir.
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2.4.1. Sentezi ve Metabolizmasi

17B-0stradiol steroid hormonlar sinifina ait, dogal yollarla sentezlenen ve
biyolojik olarak aktif Ostrojen formudur. Esas olarak gelismekte olan ovaryan
folikiillerinin graniiloza hiicreleri ve teka internadan sentezlendigi gibi korpus luteum ya
da plasentadan da sentezlenmektedir. Ostradiol androstenedion gibi androjenlerden
koken alarak iki mekanizma ile sentezlenir. Androstenedion aromataz enzimiyle dstrona
ve Ostron 17-B-hidroksisteroid dehidrojenaz ile 6stradiole doniistiiriiliir. Bunun haricinde
17B-hidroksisteroid dehidrojenaz direkt olarak androstenedionu testosterona ve

testosteron aromataz enzimiyle ostradiole dontistiiriiliir (55).

Klasik steroidojenik dokular haricinde aromataz ve 17p-hidroksisteroid
dehidrojenaz enzimleri vaskiiler hiicreler de dahil pek ¢ok farkli dokuda bulunmaktadir.
Sentezlendikten sonra dolasimda serbest ya da albiimine bagli veya seks hormon
globiilin-baglh halde bulunur. Yetiskin kadinlarda serum Ostrojen seviyeleri folikiiler
fazda 40-60 pg/ml iken midsiklusta 200-400 pg/ml civarindadir. Gebelikte 7100 pg/ml’
ye ulasabilen Ostradiol seviyeleri menopozla beraber 5-20 pg/ml’ ye diiser (56).
Dolasimdaki seviyeleri diisiik olsa bile hedef hiicrelerdeki etkili konsantrasyonlar1 g6z
ard1 etmemek gerekir. Vaskiiler dokuda Ornegin, Ostradiol dokuya ait bazi hiicreler

tarafindan sentezlenebildigi gibi ekzojen kaynaklardan da etkilenmektedir.

Ostradiol esas olarak karacigerde metabolize edilmesine ragmen, vaskiiler doku,
gastrointestinal sistem (GIS), dalak, beyin ve pankreas gibi dokularda da &stradiol

metabolizmasinda islev goren enzimler bulunmaktadir.

2.4.2. Biyolojik Etkileri
Ostrojenler overden kdken alan endojen hormonlardir. Pek ¢ok farkli dstrojen
olmasina ragmen (0striol, Ostron ve Ostradiol), fonksiyonel olarak en 6nemli formu 17f3-

oOstradioldiir.

Ostrojenler disi iireme sisteminin biiyiime ve gelismesinde &nemli bir role
sahiptirler. Sekonder cinsiyet karakteristiklerinin farklanmasinda, fertilizasyon siirecinde,
gebeligin siirdiiriilmesinde ve menstriiel siklusun diizenlenmesinde gorev alirlar. Bu
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klasik fonksiyonlarinin disinda Ostrojenlerin diger pek ¢ok dokunun biyolojisinin ve
fizyolojisinin diizenlenmesinde 6nemli bir rolii olduguna dair giderek artan deliller
bulunmaktadir. Ornegin, karacigerde kolesterol metabolizmasinin diizenlenmesi,
kemiklerde osteoporozisin engellenmesinde islev goriir ve beyinde ¢esitli néroprotektif
etkilere sahip oldugu diisiiniilmektedir. Ostrojenler cildin yaslanmasini kismen
baskilarken, kolon kanseri riskini azaltir. Ayrica son birka¢ yilda kardiyovaskiiler
sistemin dstrojenler i¢in énemli bir hedef sistem oldugu anlasiimistir. Ote yandan zararl
etkileri arasinda uterus ve meme dokusundaki karsinojenik etkileri indiiklemesi bulunur
(55). Her ne kadar disi hormonlar1 olarak bilinse de erkeklerde de tireme sistemini ve

fertiliteyi etkilemektedirler (57).

2.4.3. Reseptorleri-Yap1 ve Fonksiyonlari

Steroid hormonlarin ve tiirevlerinin biyolojik etkileri intraseliiler reseptorleriyle
diizenlenir. Steroid hormon reseptdrleri sinif 1 niikleer reseptor siiperailesine aittir. Bu
ailede ostradiol igin ER-a ve B bulunur (58). Steroid reseptorleri hedef genlerdeki hormon
response element adi verilen spesifik DNA sekanslarinin homo veya heterodimerlerine

baglanarak transkripsiyonu diizenlerler (59).

2.4.3.1. Reseptor-Ligand Etki Mekanizmalari

Reseptor-ligand etki mekanizmalarinda ¢esitli yolaklar islev gormektedir.
Bunlardan birincisi klasik yolak olarak adlandirilirken digeri reseptor bagimli (non
genomik) yolaklar olarak bilinir. Klasik yolakta Ostradiol eylemleri transkripsiyon
faktorleri olarak Ostrojen reseptorlerinin aktivasyonunu igerir. Hem niikleus hem de
sitozolde bulunan 6strojen reseptorleri, onlart stabilize eden ve reseptor DNA baglanma
bolgelerini maskeleyen 1s1 sok proteinleriyle iliski igerisindedirler. Serbest Gstrojen
hiicreye difiizyonla girerek reseptorlerine baglanir ve konformasyonel degisiklige ugrar.

Bunun sonucunda &strojen reseptorleri 1s1 sok proteinlerinden ayrilir ve homo veya
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heterodimerizasyona ugrarlar. Daha sonra Ostrojen-reseptor kompleksi difiizyonla
niikleusa gecer ve burada hedef genlerin diizenleyici bolgelerindeki dstrojen responsiv
element adi verilen spesifik DNA sekanslarina baglanir. DNA’ya ek olarak ostrojen-
reseptor kompleksi gesitli ko-aktivator veya ko-repressorlerle iletisime geger. Bu yolla

hedef gen ekspresyonunun arttirilmasi veya baskilanmasi diizenlenmektedir (60).

Non-genomik yolak ise, dstrojen reseptor-bagimli, gen transkripsiyonu igermeyen
Ostradiol eylemleri olarak bilinmektedir. Baz1 6strojen-kaynakli yanitlar, stimiilasyondan
sonraki birkag saniye veya dakikada meydana geldigi i¢in saatler ya da glinler gerektiren
transkripsiyonel mekanizmalarla agiklanmasi miimkiin degildir. Ostrojen reseptdrleri
endotel hiicrelerinin kaveola adi verilen plazma membrani invajinasyonlarinda
tanimlanmistir. Bu nedenle niikleer reseptor ailesine iiye olmakla birlikte sitoplazmada
da ekspresyonuna rastlanabilir. Ostrojen reseptorleri muhtemelen kaveolann intraseliiler

yiizeyini kaplayan sayisiz proteinlerle iliski halinde fonksiyon goriirler (61).

Membran Ostrojen reseptorlerini intraseliiler formlardan ayiran farkliliklar
belirgin degildir. Razandi ve arkadaslar1 Chinese hamster over hiicrelerini ER-a ve ER-
B’nin intraselliiler formlarin1 kodlayan genleri tasiyan bir vektorle transfekte etmislerdir

ve bu reseptorleri membranda ortaya ¢ikarmiglardir (61).

2.4.4. Ostradiol ve Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) diinya {izerinde oliime yol agan temel
sebeplerden bir tanesidir (13,14). Vaskiiler patogeneze katki yapan siire¢ esas olarak
aterosklerozdur. Aterosklerozun temel tetikleyicisi vaskiiler endotelyum hasaridir.
Hasarli endotelyal hiicreler monositler i¢in kemo-atraktan olarak rol oynayan sitokinlerin
ekspresyonuna baslar. Ayrica hasarli hiicreler monositlerin baglanabilecegi adezyon
molekiillerini de eksprese ederler. Dolasimdan sub-endotelyal araliga go¢ eden
monositler burada makrofajlara diferansiye olarak diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)
sindirimine baglarlar ve bu durum kopiik hiicreleri olusumuyla sonuglanir. Plateletler de
lezyon bolgesine girerek PDGF-3 ve TGF-B gibi biiyiime faktorlerini salgilarlar. Kopiik
ve endotel hiicrelerinden salinan mitojenik faktorlerle birlikte bu biiyiime faktorleri, diiz
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kas hiicrelerini prolifere olma, go¢ etme ve kollajenden zengin bag doku matriksi
salgilamak iizere aktive ederler. Tiim bu siire¢ler neointima olusumu ve damar duvarinda
kalinlagma ile sonuglanir. Vaskiiler hasara ek olarak diiz kas hiicreleri sebebiyle olusan
intimal kalinlasma, ateroskleroz olusumuna Oncii olmasinin yani sira normal damar

yaglanmasi siirecinde de gézlenmektedir (16-19).

Epidemiyolojik calismalar erkeklere kiyasla pre-menopozal donemdeki
kadinlarin koroner kalp hastaliklar1 insidansinin daha diisiik oldugunu gostermektedir.
Menopoz baslangicinda overlerde fonksiyon bozuklugu ve dolayisiyla 17-B Ostradiol
sentezindeki azalma KVH insidansinda artisa eslik etmektedir (62). Ostrojen yoksunlugu
ve vaskiiler patoloji arasindaki iliski hormon replasman terapisi alan post-menopozal
kadinlarda koroner hastalik riskindeki azalma ile desteklenmektedir. Dolayisiyla
Ostradioliin vaskiiler koruyucu etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin belirgin bir
sekilde anlasilmasi, hem erkeklerde hem de kadinlarda kardiyovaskiiler hastaliklarin
onlenmesinde ve tedavisinde yeni terOpatik ajanlarin gelistirilebilmesine olanak

saglayacaktir.

2.4.4.1. Aterosklerotik Hastahklarda Ostradioliin Rolii

Kardiyovaskiiler organlar da dahil pek ¢ok dokuda farkli ekspresyon seviyelerinde
Ostrojen reseptorlerinin varligi saptanmistir. Kalp ve damarlardaki lokalizasyonuna
bakildiginda, insanlarda ve rodentlerde, vaskiiler endotel ve diiz kas hiicrelerinde,
kardiyak fibroblastlar ve miyositlerde Gstrojen reseptorleri tanimlanmistir (63). Disi ve
erkek sicanlarin kardiyak miyositlerinde Ostrojen reseptorleri niikleer bir yerlesim
gostermektedir ve Ostradiol varliginda hem o hem de B reseptor ekspresyonunu arttirdigi
bilinmektedir (64). Ostradiol kalp yetmezliginde protein kinaz B/Akt yolagm aktive
ederek kardiyak miyositlerdeki apoptozu 6nlemeye ve iyilestirmeye yardim eder (65). Bu
anti-apoptotik etkileri kiiltiire miyositlerde ve farelerde yapilan koroner okliizyon modeli
caligmalariyla da desteklenmektedir (66). Ayrica, endotel hiicrelerinde NO sentaz
aktivasyonunu tetikleyerek vazodilatasyona yol acarken kardiyak fibroblastlarda TNF-a

iiretimini engelleyerek hasarli miyokardda ICAM-1 aracili 16kosit baglanmasin1 onler
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(67). Ostrojenler vaskiiler diiz kas hiicrelerinde guanozin monofosfat bagimli mekanizma
ile spesifik kalsiyum kanallarinin agilmasina ve bu yolla kas toniisiinde azalmaya yol agar
(68). Ayrica diiz kas hiicre proliferasyonunu azaltici fonksiyonuyla bilinir. Tiim bunlar

Ostrojenin kardiyovaskiiler koruyuculugunu goéstermektedir.

Spontan ateroskleroza yol acan ApO-E yoksunlugu c¢eken hayvan modeli
calismasinda, 17p-0stradiol uygulamasi sonrasinda vaskiiler inflamasyonun ciddi bir
sekilde engellendigi, aortik anevrizma olusumunun azaldigi gozlenmistir (69). Benzer
etkiler streptozotosin indiiklenmis hiperglisemi sonrasi ateroskleroz olusumu gozlenen
hayvan modellerinde de gosterilmistir (70). Dahasi, Ostrojenin vaskiiler inflamasyon ve
ateroskleroz iliskili ICAM-1, VCAM-1 ve E-selektin gibi pro-inflamatuar genleri
indiikkleyen NF-kB aracili yolagi inhibe ettigi bulunmustur (69, 71). Aterosklerotik
hastaliklarda hormon replasmani hastaligin evresine baglidir. Erken donemde Gstrojen
vazodilatasyon ve anti-inflamatuar siireclerde faydali olmasina ragmen prolifere olan
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin bulundugu ge¢ evrede yani aterosklerotik plak zaten
olustugunda Gstrojen vazodilatasyonu engelleyip pro-inflamatuar davranmaya baslar ve

neovaskiilarizasyon upregiilasyonu yoluyla plak stabilitesini azaltir (72).

Ostradioliin kalpteki dogrudan etkileri, renin-anjiyotensin sisteminin (RAS)
komponentleri, bradikinin ve endotelin gibi dolasimdaki ya da lokal faktorlerin
degisimiyle arttirilabilir. Ostradiol serumdaki ve damarlardaki anjiyotensin doniistiiriicii
enzim ekspresyonunu azaltarak renin ve aniyotensin 2 olusumunu etkiler (73).
Anjiyotensin 2 vaskiiler diiz kas hiicrelerinin mitojeni olarak fonksiyon gérmesinin yani
sira hipertansiyonda vaskiiler yeniden sekillenmeyi etkiledigi i¢in Ostradiol RAS

inhibisyonu yoluyla vaskiiler biiylimenin azalmasina yol agiyor olabilir (74).

Hormon replasman tedavisinin koruyucu etkinliginin yan1 sira farkli yontemler
kullanilarak olusturulan pek c¢ok farkli hayvan modelinde 17f-0stradioliin patolojik
vaskiiler yeniden sekillenme siirecini 6nledigi gosterilmistir. Ostradiol vazo-protektif
etkilerini, farkl hiicre tiplerinin, ¢esitli biiylime faktorlerinin ve biyokimyasal/molekiiler
mekanizmalarm dahil oldugu farkli yolaklarca diizenlenerek gdstermektedir. Oncelikle
Ostradiol, nitrik oksit (NO) sentezi ve salimimin stimiile ederek vazodilatasyonu uyarir.
NO sentezini genomik diizeyde NO sentaz enzim ekspresyonunu indiikleyerek arttirir.

Ayrica non-genomik yolla membran reseptorleri aracilifiyla da NO salinimini stimiile
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edebilmektedir. Ostradiolin  NO sentezi iizerindeki etkilerini ERo aracilifiyla
gosterdigine dair bulgular mevcuttur. 17p-0stradioliin vazodilator etkilerini diizenleyen
diger mekanizmalar arasinda K+ kanal proteinleri ve siklik adenozin monofosfat (CAMP)
iiretimi aktivasyonu da yer almaktadir. Ayn1 zamanda anjiyotensin 2, endotelin 1 gibi

vazokonstriktorlerin sentezini de negatif yonde etkiledigi bilinmektedir (75, 76).

Vaskiiler patolojiden sorumlu esas siire¢ anormal diiz kas hiicre aktivitesidir ve
Ostradiol diiz kas hiicre bliylimesini inhibe eder. Normal sartlarda, endotelyum bu
hiicrelerin biiylimesinde inhibitor etkiye sahiptir. Endotelin hasarlanmasi ve immiin
reaksiyonlar diiz kas hiicre proliferasyonu, gocli ve ekstraseliiler matriks senteziyle
sonuclanirken, Ostradioliin biitlin bu biiylime siireclerini inhibe ettigi gosterilmistir.
Kardiyoprotektif roliinii hasar sonrasi fonksiyonel endotelyal iyilesmeyi, vaskiiler
endotelyal biliylime faktorii stimiilasyonu sonucu endotelyal hiicre proliferasyonunu
arttirarak ve aterojenik ylizey olusumunu engelleyerek iistlenir. Diger bir deyisle,
Ostradiol anti-oksidan olarak gorev yapmaktadir ve damarlar1 hiicre hasar1 bolgesindeki
serbest radikallerden ve salinan sitokinlerin yanitindan korumaktadir. Ortamda bulunan
serbest radikaller apoptozu ve hiicre hasarini indiikler. Bunun sonucunda adezyon
molekiillerinin ekspresyonu azalir ve hasarli bolgeye 16kosit, makrofaj ve monosit girisi
hizlandirilir.  Subendotelyal alana makrofaj girisinin engellenmesi ve biiylime
faktorlerinin olusturulmasi ile vaskiiler yeniden sekillenmeye yol agar; arteriyoskleroziste
kullanilan allograft transplantlarin indiikledigi major histokompatibilite kompleks sinif 2
antijen ekspresyonunu engeller; diiz kas hiicreleri i¢in mitojenik olan ve endotelyal
hiicrelerde hasara yol acan faktorlerin (anjiyotensin 2, homosistein, vb.) sentezini
diizenler. Ayrica 16semi inhibitdr faktorii ekspresyonunu arttirarak hasar-kaynakl

neointima olusumunu engeller (77, 78).

Ostrojen reseptdrleri dstradioliin  damar koruyucu etkilerinin bir kisminin
modiilasyonunda rol oynar. Ornegin NO sentezi, cAMP iiretimi ve adezyon
molekiillerinin ifade ediliminin diizenlenmesi gibi birtakim 6stradiol etkileri reseptorleri

araciligiyla gergeklesir (79).
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2.5. Vitamin D
2.5.1. Sentezi ve Gorevleri

Vitamin D kalsiyum ve fosfor homeostaz1 ve saglikli bir iskeletin
stirdiiriilebilmesi i¢in 6nemli bir hormondur (80). Disaridan besin yoluyla ya da endojen
yollarla sentezlenerek elde edilen vitamin D, adip6z dokuda saklanir ve dolasimda alfa2-
globiilin D-baglayic1 proteine bagli olarak bulunur. Esas olarak iki formu vardir.
Bunlardan bir tanesi ergokalsiferoldiir (vitamin D2), digeri ise kolekalsiferoldiir (vitamin
D3). Bu ikinci form deride giines 15181 kaynakli ultraviyole radyasyonuyla olusur. Her iki
form da biyolojik aktiviteye sahip degildir ve iki basamakta metabolize edilmelidir. 1k
basamakta kolekalsiferol karacigerde 25-hidroksikolekalsiferole hidroksillenir. Ikinci
asamada bdobrekte ileri hidroksillenme yoluyla 1,25-Dihidroksikolekalsiferol yani
vitamin D nin biyolojik olarak aktif formu olusturulur. 1,25-Dihidroksi vitamin D3
dolasimda plazma vitamin D-baglayici proteine bagl olarak bulunur ve farkli dokularda
vitamin D reseptorleri aracilifiyla endokrin fonksiyonlarmi gerceklestirir. Sayisiz
islevlerinin arasinda kalsiyum ve fosfat metabolizmasini diizenleyerek ve bu iyonlarin
kandaki seviyelerini arttirarak kemik mineralizasyonunu kolaylagtirmak primer
say1llmaktadir. Bunun yani sira giincel arastirmalar vitamin D nin, reseptorleri araciligiyla
farkli hiicre tiplerini etkiledigini gostermistir. Vitamin D nin aktif formu intraselliiler
reseptOrlerine tutunarak gen ekspresyonunu diizenleyen transkripsiyon faktorii olarak

islev gormektedir (81-83).

2.5.2. Vitamin D ve Kardiyovaskiiler Hastahklar

Vitamin D eksikligi ya da yetersizligi kardiyovaskiiler hastaliklarin (KVH)
gelismesinde risk faktorii olarak bilinmektedir ancak bu durumun molekiiler temeli tam
olarak anlagilamamistir (84). Aslinda kardiyovaskiiler hastaliklarla osteoporoz yani
kemik kalsiyumunda azalma ve kemik frajilitesinde artma arasinda bir baglant1 oldugu
goriisii giderek artmaktadir (85). Osteoporozlu kadinlar arter duvarlarinda daha fazla
kalsiyum biriktirirler ve genel olarak koroner arter kalsifikasyonu artig1 aterosklerotik
plak formasyonu riskini de arttirmaktadir (86, 87). Benzer sekilde Watson ve arkadaslari

173 denekte serum 1,25 Dihidroksi vitamin D3 seviyeleri ve koroner kalsifikasyon
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arasinda zit korelasyon bulmuslardir (88). Kisaca kemik kalsiyumunun azalmasi
aterosklerotik plaklarda kalsiyum artis1 ile iliskilendirilir ve vitamin D veya metabolitleri

bu siiregte 6nemli bir role sahiptirler.

2.5.2.1. Vitamin D ve KVH Patogenezindeki Rolii

Kardiyovaskiiler hastaliklarla vitamin D arasindaki olasi iliskiyi gosteren pek ¢cok
calisma mevcuttur. Epidemiyolojik c¢aligmalar yiiksek vitamin D aliminin KVH
patogeneziyle iligkili oldugunu gostermektedir. Linden ve arkadaslarinin yaptig
aragtirmada, miyokard infarktiisii olan hastalarda vitamin D’nin fazla aliminin miyokard
infarktiisii olasiligin1 yiikselttigi bildirilmistir. Ayrica dogal yollarla vitamin D alimindaki
artisin hiperkolesterolemi riskini arttirdigini da gostermislerdir. Bunun sonucunda,
vitamin D iligkili hiperkolesterolemik etkilerin koroner hastaliklarin altinda yatan
mekanizma olabilecegini one stirmiislerdir (89). Davies, kalp transplantasyonlarinda
koroner arterlerde goriilen ateroskleroz siirecini incelemistir (90). Hasar sonrasi koroner
arteriyel intimada lipitlerin gériilmesinden 6nce bazi degisiklikler meydana gelmektedir.
[k asama intimal hiperplazi ve internal elastik laminanin bozulmasidir. Sonra medial diiz
kas hiicreleri intimaya dogru gog¢ ederler. Lipid istilas1 daha sonra meydana gelir.
Transplant arteriyopatideki lezyon morfolojik olarak normal ateroskleroza benzer. Erken
intimal ve medial degisiklikler, immiin aracili gerceklesiyor olabilir. Davies,
aterosklerotik hastaliklarda lipit akinindan Onceki asamaya odaklanmak gerektigini
diisinmigtiir. Ayrica vitamin D gibi mitojenlerin, hiicresel proliferasyon
mekanizmalarin1 bozucu reaksiyonlari katalizliyor olabilecegini de ileri stirmiistiir (90).
Onun aksine Schmidt ve arkadaslar1 (1977) calismalarinda miyokard infarktiisii gecirmis
hastalarin serum 1,25-(OH).D3 seviyelerinin kontrole goére farkli olmadigim
gostermislerdir (91). Scragg ve arkadaslari ise, plazma 25-(OH).D3 ile miyokard
infarktlisii arasinda zit bir korelasyon bulmuslardir (92). Tim bu bilgiler de
gostermektedir ki, literatiirdeki sonucglar birbiriyle ¢elismekte ve tartismali bir durum

halen devam etmektedir. Bu konuda daha fazla ¢aligmaya gereksinim oldugu agiktir.
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2.5.2.2. Vitamin D ve Ateroskleroz

Ateroskleroz inflamatuar hiicreler, sitokinler ve kemokinlerin rol oynadigi
inflamatuar vaskiiler bir bozukluktur. T hiicreleri bu siirecte 6nemli rol oynarken vitamin
D nin T hiicre fonksiyonuna etkisi, bu vitaminin kalp hastaliklartyla iligkisine dair bir
yolakta etkili oldugunu gostermektedir (93). 1,25-Dihidroksi vitamin D3, Thl ve Th2
hiicre diferansiyasyonunu engelledigi gibi interl6kin 2, interlokinl, interferon gamma ve
timor nekroz faktor-alfa liretiminin de Online gecer. Bu sayede inflamatuar sitokin
seviyesi serum 1,25-Dihidroksi vitamin D3 seviyesindeki artisa bagli olarak azalir ve
aterosklerozdaki aterom olusumunu iyilestirici etki saglar (94, 95). Bir baska ¢alismada
ise iskemik kalp hastaligi olan Giiney Hindistan’li hastalarda serum 25-Dihidroksi
vitamin D artis1 saptanmig ve patojenik roliine deginilmistir (96). Bu zit goriisler vitamin
D nin aterosklerozda 6nleyici veya tetikleyici roliiniin net olmadigint ve muhtemel

etkilerinin doz-bagimli veya yas-iliskili oldugunu diistindiirmektedir.

Vitamin D nin en aktif formu olan 1,25-Dihidroksi vitamin D3, kemik
kalsifikasyonu ve aterosklerotik kalsifikasyonun potansiyel diizenleyicilerinden bir

tanesidir.

Vitamin D, 7-dehidrokolesteroliin deride ultraviyole aktivasyonuyla olusur ve bu
sebeple okside kolesteroliin vitamin D’nin molekiiler hareketlerini taklit ediyor
olabilecegi diigiiniilmektedir. Diyetle alinan vitamin D’nin sirkiilasyonda lipoproteinlere
bagl tasindigi da bilinmektedir. Bu ylizden arter duvarma lipoproteinlerin girisi
mineralizasyon faktorii olan vitamin D’nin girisini ve akiimiilasyonunu kolaylastiriyor
olabilir. En aktif vitamin D metaboliti olan Kkalsitriol yagda ¢oziinlirligi ve diisik
molekiiler agirlig1 sayesinde hiicre membranini rahatlikla gegebilir ve hiicre icerisindeki
reseptOrlerine baglanabilir. Reseptor-sterol kompleksleri daha sonra niikleusa taginarak
DNA ile etkilesime geger ve genin transkripsiyonel aktivitesini degistirir (97). Klasik
hedef dokularinda 1,25-(OH)2D3’{in reseptoriine baglanarak niikleer asosiyasyonu yeni
mRNA iirlinlerinin transkripsiyonuyla sonuglanir (89-91). Olusan proteinler genellikle
bir ya da daha fazla kalsiyum baglayan proteinlerdir (87, 88, 92). 1,25-(OH).D3
reseptorleri arteriyel duvar dahil pek ¢ok farkli dokuda tanimlanmistir (94). Merke ve
arkadaslar1 kiiltiire aortik endotel hiicrelerinde vitamin D reseptorlerinin varliini

gostermiglerdir (99). Ateroskleroz patogenezinde kilit olay endotelyal hasardir ve bu
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yiizden 1,25-(OH)2D3 iin yeniden endotel olusumuna negatif ya da pozitif etkilerinin

anlasilmasi aterosklerotik plak olusum siirecinin ¢éziimlenmesine fayda saglar.

Vitamin D arteriyotoksisitesi yillardir bilinen bir olaydir ve ateroskleroza yol agan
sebeplerden biri oldugunu gosteren deneysel ¢alismalar mevcuttur. Hayvanlara oral yolla
ya da intravendz injeksiyon yoluyla vitamin D metabolitleri verilerek yapilan ¢ok sayida
arastirmada kardiyovaskiiler sistemde gozle goriiliir patolojik degisimler rapor edilmistir.
Donath ve De Langen, tavsanlarda vitamin D uygulamasiin aterom olusumunu ciddi
diizeyde etkiledigini gostermislerdir (100). Yiiksek dozlarda vitamin D kandaki kolesterol
ve total lipitlerin konsantrasyonunu degistirerek hiperfosfatemiye yol agmaktadir ve bu
da aterom olusumunu destekleyen bir faktordiir. Tavsanlarda gozlenen benzer etkiler,
ratlarla ¢alisan Eisenstein ve Groff tarafindan da bulunmustur (101). Yiiksek dozlar serum
kalsiyum seviyesini ve seromukoid seviyelerini arttirmaktadir. Ayni zamanda Kalp,
bobrek ve kan damarlarinda polisakkarit akiimiilasyonuyla beraber kalserdz depozitlerde
artts gorilmustiir (101). Bajwa, Morrison ve Ershoff (1971), vitamin D igeren diyet
uygulanan ratlarda 6 hafta sonra aort ve koroner arterlerde aterosklerotik lezyonlarin
varhigini rapor etmislerdir (102). Lezyonlar ¢ogunlukla media tabakasinda bulunmustur
ve elastik laminada lizis ve dejenerasyon gozlenirken kalsifikasyon ve plak olusumu diger
bulgulardandir. Hayatta kalan hayvanlarin bazilarinin damarlarinda subintimal
mezenkimal hiicre proliferasyonuna rastlanmistir. T. Toda, Leszczynski ve Kummerow,
ateroskleroz ile vitamin D iliskisini incelemek amaciyla domuzlarla ve ratlarla
calismislardir (103). Domuzlarda elektron mikroskopi ile aort incelenmistir. Ug ay
boyunca 62500 IU vit D3/kg ile beslenen domuzlarda fibromiiskiiler intimal kalinlagma
gosterilmistir ve 3 ay sonra aterosklerotik lezyonlara rastlanmistir. Tavsanlar giinliik
10000 IU ile beslenmeye zorlanmis ve ciddi diizeyde aortik diiz kas hiicre nekrozuna
rastlanmistir. Serum analizleri kalsiyum seviyelerinde bir farklilik géstermezken HPLC
analizleri serum 25-0H-D3 seviyelerinin kontrolden 30 kat fazla oldugunu bulmustur ve
bu sonug arteriyel duvarm biitiinliigiinii etkileyen etkenin kolekalsiferol yani vitamin D3
in oksitlenmis formu oldugunu agiga ¢ikarmistir. M.R. Hughes ve arkadaslari, vitamin D
toksisitesinde plazmadaki yiiksek 25-(0H)2D3 konsantrasyonun hedef dokular
etkiledigini savunmuslardir ve konsantrasyon yiiksekken 25-(0H).D3 reseptorlerine
baglanabilir ve 1,25(0OH)2D3 gibi hareket edebilir sonucuna varmislardir (104). E. Koh

ve arkadaslari ise, ratlarda 1,25(0OH)2D3 reseptorlerinin koroner arter diiz kas
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hiicrelerinde varligini géstermiglerdir ve doza bagimli olarak bu hiicrelerin proliferasyon
dinamiklerinin  degistigini  kaydetmislerdir (98). I. Tsutomu ve Hiroyuki,
1,25(0OH).D3’iin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde kalsiyum alimini stimiile ettigini 6ne
stirmiislerdir (105). Bu etki fizyolojik konsantrasyonlarda doz bagimlidir ve sterole
Ozgidiir. Tavsanlarla yaptiklar1 deneylerde Rajasree ve arkadaglari, aortlarda kalsifik
lezyonlar gormiislerdir ve bu lezyonlarin aortik medyadaki vitamin D3 reseptdrlerinin
upregiilasyonuyla ve medyal diiz kas hiicrelerindeki “°Ca aliminin artisiyla alakali
oldugunu gozlemlemislerdir (106). Tiim bu bulgular, hipervitaminozis D toksisitesinin,
aortik medyadaki VDR upregiilasyonu ve diiz kas hiicreleri tarafindan kalsiyum alim

artiginin bir sonucu oldugunu gostermektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiltiiri

Sican aortik diiz kas hiicreleri ticari olarak R-ASM-580 kodu ile LONZA firmasindan
satin alindi ve Ozel sivi azot tankiyla elimize ulasti. Bu hiicreler adheran o6zellikte
hiicrelerdir ve epitelyal morfolojiye sahiptirler. Hiicrelerin population doubling zamani

28,8 saattir.

Medyum Hazirlanmasi: Calismamizda kullandigimiz si¢an aortik diiz kas hiicreleri
i¢in yine hiicre tireticisi firmanin 6nerdigi DMEM:F12 medyumu (2,5 mM L-Glutamin+)
bazal medyum olarak kullanildi. Bazal medyum 1s1 ile inaktive edilmis %20 fotal sigir
serumu (FBS), %1 penisilin-streptomisin ve %1 amfoterisin ile desteklendi. Hazirlanan
katkilt medyum 0,22 um filtreden gecirilerek steril edilerek uygun hacimdeki kiiltiir

tiiplerine boliindii ve kullanilacag: ana kadar+4 °C’de muhafaza edildi.

Hiicrelerin Coziilmesi: Hiicreler heniiz sivi azottayken hiicre kiiltlirlinde steril
ortamda 2 adet 25 cm? yiizey alanli kiiltiir kaplarma (T25) 6nceden hazirlanip filtrelenmis
katkilt medyum 1ml/5c¢m? olacak sekilde eklendi ve 37 °C ve %5 COz ile nemlendirilmis

inkiibatorde 30 dakika boyunca ekiilibrasyon saglandi.

1. Siv1 azottan bir hiicre kriyoviali ¢ikarildi ve onceden 37 °C’ye getirilmis su
banyosuna ¢ok hizli bir sekilde alindi. Hiicreler santrifiij edilmedi ya da
vortekslenmedi. Su banyosunda dondiiriilen vial buz yok olur olmaz ¢ikarildi
(yaklasik 1-1,5 dakika).

2. Cozlinmiis hiicre viali %70 etil alkol yardimiyla temizlendi ve laminar kabine

verildi.
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Hiicre siispansiyonunu igeren vial dikkatli bir sekilde iki kere tersyiiz ederek
karigtirildi.

Vialin yaris1 (250 ul) alinip 6nceden ekiilibre edilmis 5 ml medyum igine konuldu.
Kalan yaris1 s1v1 azota daldirilarak donduruldu.

Canlt1 hiicre sayisin1 hesaplamak i¢in tripan mavisi ile sayim yapildi (6li hiicreler
mavi, canli hiicreler renksiz). Tripan mavisinden 20 pl alindi ve 20 pl hiicre
siispansiyonu ile 1:1 oraninda olacak sekilde kanistirildi. Daha sonra
hemositometreye yayilarak sayildi.

5000 hiicre/cm? olacak sekilde uygun flaska ekim yapilarak 37 °C ve %5 COz ile
nemlendirilmis inkiibatdre alindi.

Katkili medyum kalan DMSO’yu ve tutunmamis hiicreleri uzaklagtirmak
amaciyla ekimden bir sonraki giin degistirildi. Daha sonra hiicrelerin medyumu

iki glinde bir degistirildi ve %80 konfluense ulasildiginda hiicreler pasajlandi.

Hiicrelerin Pasajlanmasi: Hiicreler ilk ekimden yaklasik 5 giin sonra %380

konfluense ulasti (Sekil 3.1). Pasajlama yapilacagi giin kullanilacak miktarda katkili

medyum ve tripsin-EDTA 37 °C ye getirildi. Her bir T25 flask i¢in 5 mL katkili medyum
ve 2,5 mL tripsin-EDTA kullanildi.

1.

T25 flasklara 5’er mL katkili medyum eklendi ve 37 °C ve %5 CO: ile
nemlendirilmis inkiibatérde 30 dakika boyunca ekiilibrasyon saglandi.

Pasaj yapilacak hiicre flaski laminar kabine alindi ve medyum cekilerek 1X D-
PBS ile hiicreler 3 defa yikandi.

Son D-PBS ¢ekildikten sonra hiicrelere tripsin-EDTA eklendi ve 2 dakika
inkiibasyon sagland.

Hiicreler kaldirildiktan sonra flask tekrar laminar kabine alind1 ve tripsin-EDTA
inhibisyonu i¢in ayni hacimde FBS katkilt medyum eklendi.

Hiicre siispansiyonu 15 mL konik tiipe alindi ve 300g’de 5 dakika santrifiij
yapildi.
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6. Santrifiij tamamlaninca supernatant atildi ve pellet 1 mL katkili medyum ile
¢Ozildii.
7. Hemositometre ile sayim yapildi ve deneye uygun flask, kuyucuklu plate veya

petriye 3000 hiicre/cm? olacak sekilde ekim yapildi.

3.2. Hormonlar
17-p Ostradiol: 17-p dstradioliin siklodekstrin kapl suda ¢oziinen formu (SIGMA
Kat No: E4389), bidistile steril su ile ¢oziilerek son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde

alikotland1 ve -20° C de muhafaza edildi.

Vitamin D3: 1,25-a-Dihidroksi vitamin D3 (CAYMAN CHEMICALS Kat No:
32222-06-3) saf etil alkol ile ¢oziilerek son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde

alikotland1 ve -20 °C de muhafaza edildi.

Deney tasarimiza gore her iki hormondan da son konsantrasyonlari 1 nM, 10 nM ve
100 nM elde edebilmek amaciyla g¢alistigimiz hiicre hattina uygun katkili medyum

kullanilarak hormon soliisyonlar1 hazirlandu.
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Sekil 3.1. Sican aortik diiz kas hiicrelerinin faz-kontrast
mikroskobik goriintiisii. (X600).

3.3. Gruplarin Olusturulmasi
Uygun kosullarda c¢ogaltilan hiicreler, dort ana gruba ayrilarak hiicre kiiltiirii
kaplarina ekildi. Calismamizda ana gruplarimiz agagidaki gibi belirlendi:

e Kontrol: Herhangi bir hormon eklenmeyen hiicre grubu

e Deney 1: Ug farkli konsantrasyonda 17B-6stradiol igeren hiicre grubu

e Deney 2: Ug farkli konsantrasyonda 1,250-Dihidroksi vitamin D3 igeren
hiicre grubu

e Deney 3: 17B-0stradiol ile 1,250-Dihidroksi vitamin D3 iin farkli

konsantrasyonlarinin kombine verildigi hiicre grubu
Deneylerimizde karsilastirmak istedigimiz alt gruplar asagidaki gibi belirlenmistir:

e Kontrol, 1 nM 6stradiol, 10 nM 6&stradiol ve 100 nM 0stradiol gruplari
e Etil alkol, 1 nM vitamin D3, 10 nM vitamin D3, 100 nM vitamin D3 gruplar1
e Etil alkol, 1 nM o6stradiol, 1 nM vitamin D3, 1 nM 6stradiol+1 nM vitamin D3

gruplari
e Ftil alkol, 1 nM 6stradiol, 10 nM vitamin D3, 1 nM 06stradiol+10 nM vitamin

D3 gruplari
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e FEtil alkol, 10 nM ostradiol, 10 nM vitamin D3, 10 nM 6stradiol+10 nM
vitamin D3 gruplari
e FEtil alkol, 10 nM 6stradiol, 1 nM vitamin D3, 10 nM 0&stradiol+1 nM vitamin

D3 gruplar

3.4. Gercek Zamanh Hiicre Analizi

Gergek-zamanl hiicre 6l¢timleri siirekli bir sekilde impedans okuma yontemiyle

calisan x-CELLigence cihaz1 kullanilarak gerceklestirildi. Siirekli hiicre proliferasyonu

izleme, ilag-aracilt sitotoksisitenin zaman ¢oziimlemesini yapmamiza yardimei olur. Bu

sayede istenen madde i¢in selektif zaman noktalar segilebilir veya hiicre 6liimii modunu

anlayabilmek adina daha spesifik sonlandirma tahlilleri (apoptoz) yapilabilir.

Calismamizda gercek zamanli hiicre analizi i¢in n=4 tekrar yapildi. Deney

protokoliimiiz asagidaki gibidir.

1.
2.

Ekim giinii medyum uzaklastirilarak hiicreler 3 mL 1X D-PBS ile 3 defa yikandi.
Son yikamada kullanilan DPBS c¢ekildikten sonra hiicrelere 2 mL %0,05 tripsin-
EDTA eklenerek 10 dk boyunca 37 °C’de inkiibe edildi.

Tripsin inaktivasyonunu saglamak i¢in flaska 2 mL FBS katkili DMEM-F12
eklendi ve flasktaki hiicre siispansiyonu 15 mL konik kiiltiir tiipiine aktarildu.
300 g’de 5 dakika santrifiij edilen tlipten siipernatant uzaklastirilarak, pellet 1 mL
katkili medyum ile resiispande edildi.

Hemositometre ile hiicre canlilik orani sayildi. Genelde T25 flasklardan 1,2-
1,5X10° hiicre elde edildi.

16 kuyulu e-plate lerin her bir kuyusuna yaklasik 2000 hiicre ekilmesi planlandigi

i¢in hiicre siispansiyonu diliisyon oranlar1 hesaplandi.

X-CELLigence verilerinin RTCA (realtime cell analyzer) programinda islenmesi ve

hiicre analiz grafiklerinin ¢iktis1 agagidaki asamalar takip edilerek yapildi.

1.

RTCA programi baslatildi. Program otomatik olarak RTCA kontrol iinitesine
bagli RTCA cihazini tanidi1 ve uygun kullanici arayiiziinii baslatti.
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2. Expnote, Layout ve Schedule 6gelerini iceren deney tasarisi sayfalart dolduruldu.
Schedule i¢in izlenen asamalar: kor okuma asamasi; hiicre izleme asamasi ve
bilesik aktivitesi izleme asamasi seklindedir. Istatistiksel analizlerde kullanilacak
olan her bir uygulamada, dort tekrar olacak sekilde kuyucuklarin kodlamasi
yapildi. Totalde, kontrol, ethanol, 6stradiol (1 nM, 10 nM, 100 nM), vitamin D (1
nM, 10 nM, 100 nM) ve dort adet kombine gruptan olusan 12 adet deney grubu
ve her grup icin dort tekrar yapildigindan 48 adet kuyu kullanilmastir.

3. Tium ayarlamalar yapildiktan sonra e-platelerin herbir kuyusuna 50 pl katkili
medyum eklenerek plateler inkiibator igerisindeki enstriimanina yerlestirildi. Bu
sekilde deney baslatilarak ilk okuma (kor okuma) alindi.

4, Kor okuma tamamlandiktan sonra plate ler inkiibatorden ¢ikarilarak laminer
kabine alindi. Kuyulara 50 pl hacimde 2000 hiicre igeren hiicre siispansiyonu tiim
kuyucuklara son hacim 100 pl olacak sekilde eklendi.

5. Inkiibatore geri alinan e-plate ler igin hiicre izleme asamasi baslatildi ve 24 saat
beklendi.

6. lkinci asamanin bekleme siiresince, uygulanacak maddeler igin gerekli
konsantrasyonlar ependorf tiiplerde hazirlanarak kodlarina uygun etiketlendi
ve+4°C ye kaldirildi. Ilag uygulanmayan gruplardan bir tanesi kontrol grubu iken
bir de hormonlarin ¢oziiclisii olarak kullandigimiz ethanol grubu olusturuldu.
Ethanol konsantrasyonu hormonlarla birlikte verildiginde ulasilan en yiiksek
konsantrasyon temel alinarak (son yogunluk 1/20.000 olacak sekilde) hazirlandi.
Hormon gruplarimizin konsantrasyonlari ise katkilt medyum igerisinde 1 nM, 10
nM ve 100 nM olacak sekilde hazirlandi.

7. Hiicre izleme asamas1 bitmeden 1 saat dnce, kullanilacak tiipler 37 °C ye getirildi.
24 saat sonunda bu asama beklemeye alindi (pause). E-plateler inkiibatorden
alinarak laminer kabine aktarildi. Plateler i¢cin 6nceden belirlenmis kuyu kodlarina
gore uygun konsantrasyonlarda hormon stoklarindan 50 pl kullanilarak
kuyulardaki son hacimler 100 pl’ye tamamlandi.

8. E-plateler tekrar inkiibatore alinarak bilesik aktivitesi izleme asamasi baslatildi.
Bu asama uygulanan bilesik ve hiicre hattina bagl olarak 48-72 saat arasi

stirdiiriilmektedir. Bizim deney tasarimizda deney 93. saatte sonlandirildi.
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9. Elde edilen verilerden kontrole oranla, hem gruplarin kendi alt konsantrasyon
gruplari, hem de diger grubun konsantrasyon gruplar1 arasinda kiyaslama

yapabilmek i¢in one-way ANOVA testi uygulandi.

3.5. immiinofloresan Isaretleme

Immiinofloresan isaretleme metodu diiz kas hiicrelerinde bulunan ER o ve p’nin farkli
hormonlara veya bu hormonlarin kombine verildigi durumlara DNA metilasyonu yoluyla
ekspresyon seviyesindeki degisimleri gosterebilmek amaciyla yapildi. Ayrica belirlenen
gruplar arasindaki apoptoz dinamiklerinin incelenmesi amaciyla kaspaz 3 belirteci
kullanilarak immiinofloresan isaretleme de yapildi. Kullanilan antikorlar ve diliisyonlar1
asagida belirtilmistir (Cizelge 3.1.). Tiim deneyler i¢in n=4 tekrar yapildi ve herbir n i¢in

10 hiicre sayilarak analizler gergeklestirildi.
Immiinofloresan isaretleme icin takip edilen basamaklar asagidaki gibidir:

1. Siiresi dolan kuyulardan medyum uzaklastirilarak 0,1 M PBS (tuzlu fosfat
tamponu) ile 3 defa 5 er dakika yikama yapildu.

2. 0,1 M PBS igerisinde taze olarak hazirlanmis %4 liik parafolmaldehit soliisyonu
ile oda sicakliginda 10 dakika fiksasyon asamas1 gergeklestirildi.

3. Hiicre membranlarinin gegirgenligini arttirarak primer antikorlarin hiicre
tarafindan alinmasini kolaylastirmak amaciyla 0,1 M PBS igerisinde hazirlanmis
%1 lik Triton-X karisimi ile 3 defa 5’er dakika permeabilizasyon yapildi.

4. Primer antikorlarin spesifik olmayan baglanmalarin1 6nlemek amaciyla 0,1 M
PBS i¢inde hazirlanmis %0,1 Triton-X ve %1,5 BSA karigimi ile 30 dakika
bloklama yapildi.

5. Hiicrelerde isaretlenmesi hedeflenen primer antiorlar 0,1 M PBS icinde %0,1
Triton-X ve %1,5 BSA karigimi kullanilarak uygun diliisyonlarda hazirlandi ve
kiiltiir kaplarina eklendi. Primer antikor inkiibasyonu DNA metilasyon belirtecleri
ve kaspaz-3 i¢in oda sicakliginda 60 dakika boyunca gergeklestirilirken, dstrojen

reseptorleri isaretlemesi+4°C sicaklikta 18 saat olacak sekilde gerceklestirildi.
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Primer antikor asamasi bittikten sonra hiicreler 0,1 M PBS ile oda sicakliginda 3
defa 5’er dakika yikandi.

Hiicreler 0,1 M PBS i¢inde hazirlanmis %0,1 Triton-X100 ve %1 BSA karigimi
igerisinde uygun diliisyonlarda hazirlanan sekonder antikorlar ile 2 saat boyunca
oda sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibe edildi.

Sekonder antikor asamas1 tamamlandiktan sonra karanlik ortamda+4 °C’de 0,1 M
PBS ile 3 defa 5’er dakika yikama yapildi.

Hiicreler, ¢ekirdekleri boyamak i¢in PBS i¢inde son konsantrasyon 2 pug/mL
olacak sekilde hazirlanmis Hoechst 33342 ile oda sicakliginda 20 dakika
inkiibasyon yapildiktan sonra Nikon Ti inverted floresan mikroskop altinda

incelendi ve fotograflandi.

Estrogen Receptor B primer Rabbit antikor 1/50 Santa Cruz sc-8974
Estrogen Receptor a primer Rabbit antikor 1/50 Upstate 06-629
Cleaved-caspase 3, primer Rabbit antikor 1/100 Cell Signalling 9664L
DNMTL1 primer goat antikor 1/500 Santa Cruz sc-10221
DNMT3a primer rabbit antikor 1/300 Santa Cruz sc-20703
Donkey ami_Goatérftlilgr konjuge sekonder 1/750 Life Sciences A11055
Donkey anti—Rabbi;,nlt:illz(;(rZ konjuge sekonder 1/750 Life Sciences A21206

Cizelge 3.1. Kullanilan primer ve sekonder antikorlarin 6zellikleri.

3.6. ImageJ Programu ile Isaretlenme Yogunlugu Analizi

Floresan mikroskopla elde edilen resimlerdeki hiicre isaretlenme yogunluklari,
Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii (National Institutes of Health-NIH) tarafindan
tiretilmis ve lcretsiz olarak dagitilan ImageJ yazilimiyla analiz edildi. Bu iglem igin,

yazilim ile agilan resimler Oncelikle analiz yapilabilmesi amaciyla 16-bit bigcime
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dondtistiirtilerek gri skala yapildi. Daha sonra yazilimin “analyze” meniisiinde bulunan
“tools” icinden “ROI (region of interest) manager” penceresi acildi. Sonra, analyze
meniisii altinda bulunan ‘“set measurements” penceresi agilarak burada isaretlenme
yogunluguyla ilgili tiim 6zellikler (min & max gray value, mean gray value, display label)
secildi. Yazilimin “sec¢im (selection)” araclarindan “freehand selection” se¢ildikten sonra
resim tizerindeki hiicrelerin sinirlart dikkatlice ¢izildi. Her hiicre se¢giminden sonra ROI
manager penceresinde “ekle (add)” butonuna basilarak yapilan se¢imin listeye eklenmesi
saglandi. Amaglanan sayida hiicre secildikten sonra yine ROI manager penceresinde
bulunan “measure” butonuna tikland1 ve segilen tiim hiicrelerin isaretlenme yogunluklar
ile ilgili veriler elde edildi. Bu veriler yazilim tarafindan Microsoft Excell© tablosuna
cevrildi. Bu tabloda ortalama isaretlenme yogunluklar1 (mean gray value) kiiclikten
biiylige siralandi ve her denegin maksimum yogunluk degerinden minimum olani
cikarilarak isaretlenme araliklar1 hesaplandi. Bu araliklar sayisal 4 esit pargaya boliindii
ve ilk pargaya giren ortalama isaretlenme yogunluguna sahip hiicreler isaretlenmemis
kabul edilerek 1 degeri verildi. Ikinci parcaya girenler zayif isaretlenme kabul edildi ve
bunlara 2 skoru verildi. Ugiincii parcaya denk gelen hiicreler orta diizeyde isaretlenmis
kabul edildi ve bunlara da 3 skoru verildi. Dordiincii pargaya giren hiicreler ise yogun
isaretlenmis olarak kabul edildi ve bunlara da 4 puan verildi. Her gruptaki deneklerde
hiicre skorlar1 yiizde oran olarak hesaplandi. Bu yiizdelik oranlar, agagida gosterilen “H
skoru” formiiliine gore hesaplanarak her bir denegin h skoru ¢ikarildi (107). Her grubun
h skor ortalamasi i¢in de grup i¢indeki deneklerin H skorlar1 toplandi1 ve denek sayisina
boliinerek ortalamalar1 alindi. Istatistiksel karsilastirmalar bu ortalamalar iizerinden
gerceklestirildi. Her bir denegin H skorunun hesaplanmasiin formiilii su sekildeydi:
1 x (1 puan alan hiicre ylizdesi)+2 x (2 puan alan hiicre yiizdesi)+3 x (3 puan alan hiicre

yiizdesi)+4 x (4 puan alan hiicre yiizdesi).

Imagel] analizlerine dair rnek sekiller asagida sunulmustur (Sekil 3.2. ve Sekil

3.3).
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Sekil 3.2. DNMT3a i¢in 6rnek ImageJ alan belirleme goriintiisii. Niikleus sinirlart sart ile belirtilmistir
(X200).

Sekil 3.3. ER-a i¢in 6rnek ImageJ alan belirleme goriintiisti. Hiicre sinirlar sar1 ile belirtilmistir (X200).
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3.7. Apoptotik indeks Hesaplamasi

Tim gruplardaki apoptoz oranim1 karsilastirmak icin apoptotik indeks
hesaplamalar1 yapildi. Bu amacla asagida yazili formiil kullanildi (108). Apoptotik
hiicreleri belirlemek igin aktif kaspaz-3 isaretlenmesi yapildi. Isaretlenme sonrasi 4 farkls

alandan 10 hiicre olmak tizere her bir grupta tekrarlar ile beraber rastgele 40 hiicre sayildi.

Apoptotik indeks= (Apoptotik Hiicre Sayisi/Toplam Hiicre Say1s1)X100

3.8. Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analiz i¢in SPSS 11,5 for Windows (Statistical Programme for Social

Sciences) paket programi kullanild. Istatistiksel anlamlilik p<0.005 alind.

Verilerin analizinde deskriptif analizler uygulandi. Verilerin her grupta normal
dagilima uygunluk kontrollerine Shapiro Wilk testi ile bakildi. Dagilim normal dagilima
uygun bulundu. Veriler i¢in tanimlayici istatistik olarak ortalama ve standart degerleri
verildi. Gruplar arasinda farklilik olup olmadiginin testinde one-way ANOVA analizi
kullanildi. Posthoc testi icin kontrol grubuna iligkin ikiserli karsilastirmalarda Duncan
testi ve her grubun birbiri ile ikiserli karsilastirmasinda Bonferroni testi tercih edildi.

Grup ortalamalar arasindaki farklilik grafigi i¢in Error Bar kullanildu.
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4. BULGULAR

4.1. Gercek Zamanh Hiicre Analizi Bulgular

Aortik diiz kas hiicrelerinin  farkli  hormonlara ve bunlarin farkli
konsantrasyonlarina verdigi proliferasyon yanitin1 degerlendirebilmek icin yapilan
gercek zamanli hiicre analiz ¢alismasinda elde edilen proliferasyon egrilerinin zamana
bagl grafigi ¢ikarildi (Sekil 4.1). Elde edilen veriler, cihazin yazilimi tarafindan hiicre
indeksi cinsinden sayisallagtirildi. Kullanilan hormon konsantrasyonlarinin ve
kombinasyonlarinin, kontrol grubu, etil alkol grubu ve kendi aralarinda diiz kas hiicre

proliferasyonu tlizerine anlamli bir fark ortaya ¢ikarmadig goriildii.

00 O S O S ——— Kontrol

— D3

—— EI

Cell Index

—_— E

— E}

——— EIDI

E — mm
P S S S I I S

— E2

—— EIDI

Time (in Hour)

Sekil 4.1. Gergek-zamanli hiicre analizi proliferasyon egrileri. D1: 1 nM vitamin D3; D2: 10 nM vitamin
D3; D3: 100 nM vitamin D3; E1: 1 nM 6stradiol; E2: 10 nM o6stradiol; E3: 100 nM o6stradiol; E1D1: 1
nM ostradiol+1 nM vitamin D3; E1D2: 1 nM &stradiol+10 nM vitamin D3; E2D2: 10 nM 6stradiol+10
nM vitamin D3; E2D1: 10 nM 6stradiol+1 nM vitamin D3.
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4.2. iImmiinofloresan Isaretlenme Yogunlugu Analizi-H Skoru
Immiinofloresan isaretleme yapilan hiicrelerde boyanma o6zellikleri asagida

belirtildigi sekildeydi.

DNMT]1 enzimi hiicre ¢ekirdeklerinde lokalize olarak gozlendi (Sekil 4.2-4.3).
Aym sekilde DNMT3a da niikleer yerlesimliydi (Sekil 4.4-4.5). Ostrojen reseptdr alfa
(Sekil 4.8-4.9) ve Ostrojen reseptor beta ise (Sekil 4.10-4.11) niikleer, sitoplazmik ve
membrandz olarak izlendi. Farkli zamanlarda yapilan boyamalar arasinda isaretlenme

lokalizasyonu agisindan fark goriilmedi.

4.2.1. DNMT1 Antikoru Isaretlenme Yogunlugunun Gruplar Arasinda

Karsilastirilmasi

Kontrol ve farkli 6stradiol konsantrasyon gruplart arasinda ve etanol ile farkli
vitamin D3 konsantrasyon gruplar1 arasinda DNMT1 isaretlenme yogunlugunun 24 ve 72
saat hormon uygulamasina ait H skorlar1 kullanilarak yapilan istatistiksel analizlerde
anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 4.2-Sekil 4.3). Ayrica, etanol ile farkh
konsantrasyonlarda uygulanan vitamin D3, 0Ostradiol ve bunlarin kombine gruplari
arasinda DNMTT isaretlenme yogunlugunun 24 ve 72 saat hormon uygulamasina ait H-
skorlar1 kullanilarak yapilan analizlerde de anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 4.2-Sekil
4.3).

Her bir grubun 24 ve 72 saat hormon uygulamasina ait DNMT1 isaretlenme
yogunlugunun H skorlari kullanilarak kendi aralarinda yapilan ikili karsilastirma

analizlerinde de anlaml bir fark yoktu.
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4.2.2. DNMT3a Isaretlenme Yogunlugunun Gruplar Arasinda Karsilastirilmasi

Kontrol ve farkli 6stradiol konsantrasyon gruplar1 arasinda ve etanol ile farkl
vitamin D3 konsantrasyon gruplar1 arasinda DNMT3a isaretlenme yogunlugunun 24 saat
hormon uygulamasina ait H-skorlar1 kullanilarak yapilan istatistiksel analizlerde anlamli
bir fark saptanmadi (Sekil 4.4). Benzer sekilde, etanol ile farkli konsantrasyonlarda
uygulanan vitamin D3, Ostradiol ve bunlarin kombine gruplar1 arasinda DNMT3a
isaretlenme yogunlugunun 24 saat hormon uygulamasina ait H-skorlar1 kullanilarak

yapilan analizlerde anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 4.4).

72 saat hormon uygulanan gruplarda DNMT3a enzimi i¢in gergeklestirilen H
skorlar1 karsilastirildiginda, 1 nM vitamin D3 grubunun etil alkol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artt1g1 belirlendi (p<0,05) (Sekil 4.6). Ayrica, yine 72
saat hormon uygulanan gruplarda etil alkol ile 10 nM 6&stradiol ve 10 nM o6stradiol+10
nM vitamin D3 gruplart Kkarsilastirildiginda, 10 nM 6stradiol+10 nM vitamin D3
grubunda DNMT3a i¢in H skorunun istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi
belirlendi (Sekil 4.7).

72 saat hormon uygulanan diger gruplarda ise DNMT3a isaretlenme yogunlugu

i¢cin H-skorlar1 analizlerinde anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 4.5).

Her bir grubun 24 ve 72 saat hormon uygulamasina ait DNMT3a isaretlenme
yogunlugunun H-skorlar1 kullanilarak kendi aralarinda yapilan ikili karsilastirma

analizlerinde anlamli bir fark yoktu.
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Sekil 4.6. DNMT 3a isaretlenme yogunlugunun 72 saat uygulanan etanol ve 1 nM vitamin D3 (D1), 10 nM
vitamin D3 (D2) ve 100 nM vitamin D3 (D3) konsantrasyon gruplari arasinda karsilastirilmasi. Asterisk:
Anlamli fark ¢ikan gruplar.
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Sekil 4.7. DNMT3a isaretlenme yogunlugunun 72 saat uygulanan etanol ile 10 nM &stradiol (E2), 10 nM
vitamin D3 (D2) ve 10 nM 6stradiol+10 nM vitamin D3 kombine gruplar1 (E2D2) arasinda karsilastiriimast.
Asterisk: Anlaml fark ¢ikan gruplar.

4.2.3. ER-a Isaretlenme Yogunlugunun Gruplar Arasinda Karsilastirilmasi
Kontrol ve farkli dstradiol konsantrasyon gruplar1 arasinda ve etanol ile farklh
vitamin D3 konsantrasyon gruplari arasinda ER-a isaretlenme yogunlugunun 24 ve 72
saat hormon uygulamasina ait H-skorlar1 kullanilarak yapilan istatistiksel analizlerde
anlamli bir fark gorilmedi (Sekil 4.8-Sekil 4.9). Ayrica, etanol ile farkh
konsantrasyonlarda uygulanan vitamin D3, 0Ostradiol ve bunlarin kombine gruplari
arasinda ER-a isaretlenme yogunlugunun 24 ve 72 saat hormon uygulamasina ait H-

skorlar1 kullanilarak yapilan analizlerde de anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.8-Sekil 4.9)
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Her bir grubun 24 ve 72 saat hormon uygulamasina ait ER-o isaretlenme
yogunlugunun H-skorlar1 kullanilarak kendi aralarinda yapilan ikili karsilastirma

analizlerinde de anlamli bir fark yoktu.
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4.2.4. ER- Isaretlenme Yogunlugunun Gruplar Arasinda Karsilastirilmasi

Kontrol ve farkli dstradiol konsantrasyon gruplar1 arasinda ve etanol ile farkli
vitamin D3 konsantrasyon gruplari arasinda ER-f isaretlenme yogunlugunun 24 ve 72
saat hormon uygulamasina ait H skorlar1 kullanilarak yapilan istatistiksel analizlerde
anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 4.10-Sekil 4.11). Ayrica, etanol ile farkli
konsantrasyonlarda uygulanan vitamin D3, 0Ostradiol ve bunlarin kombine gruplari
arasinda ER-B isaretlenme yogunlugunun 24 ve 72 saat hormon uygulamasina ait H
skorlar1 kullanilarak yapilan analizlerde de anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 4.10-Sekil
4.11)

Her bir grubun 24 ve 72 saat hormon uygulamasina ait ER-B isaretlenme
yogunlugunun H skorlari kullanilarak kendi aralarinda yapilan ikili karsilastirma

analizlerinde de anlaml bir fark yoktu.
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4.3. Apoptotik indeks
Aktif Kaspaz 3 antikoru ile isaretlenen 6rneklerde (Sekil 4.12) pozitif boyanan
apoptotik hiicrelerin saglikli hiicrelere oranmi ¢ikartilarak apoptotik indeksler hesaplandi.

Gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarin sonuglari su sekilde saptandi:

Kontrol grubu ile li¢ farkli dstradiol konsantrasyonu grubu arasinda apoptotik

indeksler agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

Etil alkol ile ti¢ farkli vitamin D3 konsantrasyonu grubu arasinda yapilan
karsilagtirmalarda, vitamin D3’iin apoptozu istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde artirdig:

saptandi. Bu artis, vitamin D3’{in dozu ile dogru orantiliydi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Etanol ile 1 nM vitamin D3 (D1), 10 nM vitamin D3 (D2) ve 100 nM vitamin D3 (D3)
gruplarinin apoptotik indekslerinin karsilastirilmasi. Asterisk: anlamli fark ¢ikan gruplar.

Etil alkol grubu ile 1 nM 6stradiol, 1 nM vitamin D3 ve 1 nM 6stradiol+1 nM
vitamin D3 gruplarinin apoptotik indeksleri karsilastirildi. Yalnizca 1 nM vitamin D3

grubunda etanole gore istatistiksel olarak anlamli artis vardi (Sekil 4.14) (p< 0,05).
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Sekil 4.14. Etanol ile 1 nM 6stradiol (E1), 1 nM vitamin D3 (D1) ve 1 nM 0&stradiol+1 nM vitamin D3
(E1D1) gruplarinin apoptotik indekslerinin karsilagtirilmast.

Etil alkol grubu ile 1 nM 6stradiol, 10 nM vitamin D3 ve 1 nM 0&stradiol+10 nM
vitamin D3 gruplarinin apoptotik indeksleri karsilastirildi. 10 nM vitamin D3 ve 1 nM
Ostradiol+10 nM vitamin D3 gruplarinda etanole gore istatistiksel olarak anlamli artig

vardi (Sekil 4.15) (p< 0,05).
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Sekil 4.15. Etanol ile 1 nM 6stradiol (E1), 10 nM vitamin D3 (D2) ve 1 nM 6stradiol+10 nM vitamin D3
(E1D2) gruplarmin apoptotik indekslerinin karsilagtirilmasi. Asterisk: Anlamh fark ¢ikan gruplar.

Etil alkol grubu ile 10 nM 6stradiol, 1 nM vitamin D3 ve 10 nM 6stradiol+1 nM
vitamin D3 gruplarinin apoptotik indeksleri karsilastirildi. 1 nM vitamin D3 ve 10 nM

Ostradiol+1 nM vitamin D3 gruplarinda etanole gore istatistiksel olarak anlamli artis vard

(Sekil 4.16) (p< 0,05).
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Sekil 4.16. Etanol ile 10 nM 6stradiol (E2), 1 nM vitamin D3 (D1) ve 10 nM 6stradiol+1 nM vitamin D3
(E2D1) gruplarmin apoptotik indekslerinin karsilastirilmasi. Asterisk: Anlamh fark ¢ikan gruplar.

Etil alkol grubu ile 10 nM 6stradiol, 10 nM vitamin D3 ve 10 nM 6stradiol+10
nM vitamin D3 gruplarinin apoptotik indeksleri karsilastirildi. Yalnizca 10 nM vitamin

D3 grubunda etanole gore istatistiksel olarak anlamli artis vardi (Sekil 4.17) (p< 0,05).
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Istatistiksel veriler vitamin D3’tin dozundaki artisa bagl olarak diiz kas
hiicrelerindeki apoptotik indeksin arttigini ve kombine uygulanan Ostradioliin bu

apoptotik indeks artisin1 yavaslatabildigi veya durdurabildigini gostermektedir.
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Sekil 4.17. Etanol ile 10 nM 6stradiol (E2), 10 nM vitamin D3 (D2) ve 10 nM &stradiol+10 nM vitamin D3
(E2D2) gruplarmin apoptotik indekslerinin karsilagtirilmasi. Asterisk: Anlamh fark ¢ikan gruplar.
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5. TARTISMA

DNA metilasyonu gen ekspresyonunu diizenleyen major mekanizmalardan bir
tanesidir. Genlerin diizenleyici elementleri i¢cinde yer alan metillenmemis sitozinler
siklikla aktif olarak transkripsiyona ugrayan genlere karsilik gelirken, sitozin metilasyonu
gen aktivitesini baskilama ya da azaltma islevi gormektedir (33, 34). Ateroskleroz,
intimaya vaskiiler diiz kas hiicre go¢ii ve proliferasyonu ile genom ve gen ekspresyonunda
cesitli degisikliklerin gdzlendigi bir bozukluktur (15). intimada fenotipik modiilasyona
ugrayan vaskiiler diiz kas hiicrelerinin dediferansiyasyonlarin1i genomik seviyede
aciklayan pek fazla ¢aligma bulunmamaktadir. Vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunun
onemli diizenleyicilerinden biri de Ostrojendir (46). ER-a ve B genleri promotor
bolgelerinde klasik CpG adalarma sahip olmalar1 ve dstrojenik kardiyovaskiiler protektif
etkilerin potansiyel diizenleyicileri olmalar1 yoniiyle aterosklerozda gozlenen epigenetik
degisikliklerin calisilmasinda onem tasirlar (46-49). Onceki calismalar aterosklerotik
dokularda oncelikli olarak ER-a nin epigenetik diizenlemelerine yonelmistir (49).
Kardiyovaskiiler aterosklerotik dokularda ve in vitro ortamda, vaskiiler fonksiyonda
onemli oldugu bilinen Gstrojen reseptor f genindeki DNA metilasyon dinamiklerinin
incelendigi bir c¢alismada, arastirmacilar Ostrojen reseptor-f  metilasyonunun
aterosklerotik plak alanlarinda daha yiiksek oranda oldugunu rapor etmislerdir (48).Ying
ve arkadaslar in vitro, in situ ve eksplant kiiltiir ortamlarinda aortik diiz kas hiicrelerinde
ER-o’nin metilasyon paternini molekiiler seviyede arastirmislardir (47). Calismalarinin
sonucunda in situ ortamda yani kontraktil fenotipteki vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ER-
a promotor bolgesinde metilasyon gozlenmezken, in vitro ortamda yani proliferatif
fenotipte metilasyon seviyesinde artis rapor etmislerdir. Sonucta, ER-o metilasyonu
proliferasyonla dogru orantili olarak artiyorsa, Ostrojen konsantrasyonlarindaki artig
sonucu Ostrojen reseptorlerindeki metile bolgelerin demetile olmasi yani aktif bir sekilde
transkripsiyona ugramasi beklenir. Bu da dstrojenin vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki anti-
proliferatif etkisini destekler niteliktedir. Ayrica Ostrojen reseptorlerindeki metilasyon
oraninin artis, vaskiiler yaslanma ile de iligkilendirilmektedir. Post ve arkadaslar yasla

beraber aterogenez olusumu ve ateroskleroz goriilme oranlarindaki artisi, ER-a’daki
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metilasyonun artigiyla iligkilendirmislerdir (46). Bu calisma gosteriyor ki, metilasyon
artisiyla, Ostrojen reseptorlerindeki transkripsiyonel baskilanma, ostradioliin reseptdr
aracili kardiyoprotektif etkilerinin engellenmesinde rol oynuyor olabilir. Calismamizda,
ER-a ve B ekspresyonlarinda gruplar arasinda fark saptayamadik. Post ve arkadaslarinin
caligmalarindan farkli olarak elde ettigimiz bu bulgularin nedeni ¢alismamizin in vitro
kosullarda yapilmis olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Kullandigimiz faktorlerin in vivo
olarak da kurgulanmis benzer calismalarda smanmasi ve daha kantitatif analiz

yontemleriyle degerlendirilmesinin yararl olacagi kanaatine ulastik.

DNA metiltransferaz enzimlerinin islev gordiikten sonraki son iirtinleri 5-mC (5-
metilsitozin) belirteciyle gosterilmektedir. 5-mC bir genin promotdr bolgesindeki CpG
adalarinda sitozin bazinin metillenmis karbon atomuna karsilik gelir ve stabil ve uzun-
stireli transkripsiyonel susturmayr gosterir (33). Hiltunen ve arkadaslari 2002 yilinda
yaptiklar1 calismalarinda insan arterlerindeki farkli aterosklerotik lezyonlar ile normal
arterleri 5-mC diizeyi agisindan incelemislerdir. Arastirmalarinin sonucunda in vitro
ortamda 5-mC diizeyinde birkag replikasyon sonrasi bir azalma gdzlemlemelerine
ragmen, hastaligin erken donemlerinde in vivo 5-mC seviyesinde herhangi bir azalma
rapor etmemislerdir ve bu sonucu erken déoneme kiyasla ge¢ donem lezyonlarinda diiz kas
hiicre proliferasyonunun ciddi derecede artmasiyla yani hipometilasyonun ge¢ donemde
goriilme olasiligiyla ilskilendirmislerdir (51). Bizim c¢alismamizda aterosklerozda
goriilen fenotipteki vaskiiler diiz kas hiicrelerinde DNA metilasyonu DNA
metiltransferaz enzimlerinin ekspresyonu araciligiyla incelenmistir ve DNMT]1 agisindan
anlamli bir fark bulunamamugstir. Diisiik doz vitamin D3 ve orta doz kombine gruplarda
DNMT3a ekspresyonlarinda zamana bagli olarak artis gozlenmistir. Bu gruplarda
DNMT3a agisindan anlamli fark bulunmasi, hiicrelerdeki siirdiirme metilasyonu stabil
kalirken, de novo metilasyonun islevinin devam ettigini gostermektedir ve bu metilasyon
paterninin hormonal olarak diizenleniyor olabilecegini diisiindiirmektedir. Bunun yam
sira aortik diiz kas hiicrelerindeki ER-a ve B proteinlerinin sentezinden sorumlu genlerin
promotdr bolgelerinde 5-mC icin herhangi bir inceleme yapmadik. Bu parametrenin yer
almamas1 c¢alismamizdaki eksikliklerden birisidir ve ilerideki ¢aligmalarimizda dahil

edilmesi planlanmaktadir.
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Literatiirde in vivo 6strojen uygulamasinin, hasar ile indiiklenmis arteriyel intimal
hiperplaziyi, vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu durdurma yoluyla baskiladigini
gosteren pek ¢ok c¢alisma mevcuttur. Kolesterol ile beslenen ve aortlarinda kateter hasari
olusturulmus tavsanlarda yaptiklari ¢alismalarinda Holm ve arkadaslari, 6stradioliin hasar
gormemis aort kisimlarinda intimal kalinlasma ve kolesterol akiimiilasyonunu 6nemli
derecede baskiladigini ancak hasarli kisimlarda anti-aterojenik etkilerinin engellendigini
gostermislerdir (109). Bu yoniiyle dstradioliin etkilerinin vaskiilatiirdeki lokal ¢evresel
degisimlerden etkilendigini sdylemek miimkiindiir. Ayrica, mangon ile uyarilmis rat
femoral arterleriyle yaptiklar1 ¢alismada Akishita ve arkadaslari disilerde olusan intimal
kalinlasmanin erkeklere oranla ¢ok daha az oldugunu ve ovarektomize disilerde ise,
erkeklerdekine yakin oranda oldugunu gostermislerdir (110). Ek olarak bu hayvanlardan
elde edilen vaskiiler diiz kas hiicrelerini 17p-6stradioliin degisen konsantrasyonlariyla (1-
100 nmol/l) kiiltiire ettiklerinde vaskiiler diiz kas hiicre go¢ii ve ¢cogalmasinin kontrol
gruplarina gore azaldigini rapor etmislerdir (110). Buna ragmen in vitro ¢alismalarin
bazilar1 6strojenin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde proliferasyon ve migrasyonu arttirdigini
one siirerken bazilar1 bu hiicrelerdeki apoptozu indiikledigini &ne siirmektedir. Ostrojen
yoksunu hayvan modeli olarak kullanilan aromataz-knockout farelerle yapilan
caligmalarinda Ling ve arkadaslar1 bu farelerden izole edilerek kiiltiire edilen vaskiiler
diiz kas hiicrelerinin proliferatif kapasitelerinin ¢ok daha diisiik oldugunu gostermislerdir.
Bu calisma endojen Ostrojenlerin vaskiiler duvar homeostazinda gerekli olan normal
vaskiiler diiz kas hiicre proliferatif kapasitesinin korunmasindaki Onemini agiga
cikarmaktadir (111). Song ve arkadaslar1 17p-06stradioliin in vitro ortamda, tavsan aortik
diiz kas hiicrelerinin fenotipik modiilasyonu ve proliferasyonuna olan etkilerini
inceledikleri ¢aligmalarinda, 17B-6stradiol uygulanmis gruplarin kontrol gruplarina
kiyasla kontraktil fazdan sentetik/proliferatif faza gecislerinin ciddi sekilde yavasladigini,
¢linkii bu hiicrelerde sessiz (G0) fazin ¢ok daha uzun siirdiiglinii gézlemlemislerdir (78).
Kiiltiire edilmis diiz kas hiicreleri 2. ve 3. pasajlardan sonra kontraktil 6zelliklerini
tamamen kaybederek sentetik 6zellik kazanirlar. Bu durumda P2 ve P3 hiicreleri
kullanildig1 zaman 17B-0stradiol antiproliferatif 6zelliginden siyrilarak replikasyonu
tetikleyici ozellik kazanir. Saito ve arkadaslari stradioliin allograftlarda instilin-benzeri
biiylime faktorii ile indiiklenmis diiz kas hiicre proliferasyonunu tamamen durdurdugunu,

ancak normal aortlarda boyle bir etkisi olmadigini gostermelerine ragmen bu ¢aligmada
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fizyolojik kosullarin ¢ok iistiinde olan 1 mM §stradiol konsantrasyonu kullanmiglardir
(77). Giincel ¢alismalar Ostradioliin proliferatif veya anti-proliferatif etkilerinin
konsantrasyon bagimli oldugunu gostermektedir. Fizyolojik kosullarda 10 M en yiiksek
plazma 6stradiol konsantrasyonudur. Song ve arkadaslari 10® M<‘dan vyiiksek
konsantrasyonlarda Ostradioliin biiyiime indiikleyici etkilerinin azaldigin1 rapor
etmiglerdir (78). Ayrica, Zhang ve arkadaslart bunun altindaki degerlerde Gstradioliin
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde biiylime indiikleyici etkisi oldugunu ancak bu degerin
iistiindeki konsantrasyonlarda biiyliimeyi durdurucu etkisi oldugunu rapor etmislerdir
(112). Calismamizda 1 nM, 10 nM ve 100 nM konsantrasyonlardaki dstradioliin vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde proliferasyon ve apoptoz dinamiklerine olan etkisi incelenmistir.
Onceki caligmalarin aksine bizim ¢alismamizda bu ii¢ farkli dstradiol konsantrasyonu her
iki hiicresel olayda da anlamli bir fark gostermemistir. Elde ettigimiz sonuglarin
literatiirdeki ~ bulgularla  ¢elisiyor olmasmin sebepleri, kullanilan  stradiol
konsantrasyonlarinin farkliligi, bazi ¢alismalarin in vivo kosullarda yapilmis olmasi veya

kullanilan hiicre tipi veya pasaj sayisinin degiskenliginden kaynaklaniyor olabilir.

Vitamin D nin vaskiiler fonksiyonda ve ateroskleroz gelisim siirecinde etkili
olduguna dair kanitlar her gegen giin artmaktadir. Vitamin D reseptorleri vaskiiler diiz
kas hiicreleri (113), makrofajlar (114) ve lenfositleri (115) igeren yaygin bir doku
dagilimma sahiptir. Diiz kas hiicrelerinin 1,25(0OH)2D3 i¢in yiiksek afiniteye sahip
reseptorleri eksprese etmeleri arter duvarinin vitamin D’nin hedefi olabilecegini
diistindiirmektedir (115). Vitamin D nin vaskiiler duvar biiyiimesinde Onemli bir
diizenleyici oldugunu savunan raporlar, 1,25(OH);D3’iin diiz kas hiicrelerinde [3H]-
timidin alimin1 baskiladigini (113) veya stimiile ettigini (94, 106) ongormektedir. Vitamin
D’nin insan vaskiiler hiicrelerinin biiylimesi iizerine etkilerini inceleyen c¢aligsmalarinda
Somjen ve arkadaslar1 vitamin D analoglarinin diiz kas hiicrelerinde ve endotelyal
hiicrelerde biiyiimeyi durdurucu etkisi oldugunu 6ne stirmiislerdir (116). Vaskiiler diiz
kas hiicreleri ve endotelyal hiicreler 25(OH2)D’yi 1,25(OH):D’ye doniistiiren 1-o
hidroksilaz enzimine sahiptirler (117). Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde trombus
olusumunu, hiicre adezyonunu ve hiicre proliferasyonunu 6nlemeye yardimci olan
prostasiklin vitamin D tarafindan indiiklenir (118). Vitamin D ayrica, arter duvarindaki
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), matriks metalloproteinaz 9 (MMP9),

myozin ve kollajen gibi pek ¢ok farkli protein ekspresyonunun diizenlenmesinden de
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sorumludur (119). Vitamin D in vivo ortamda yiiksek dozlarda alindiginda hiperkalsemi
ve kalsiyum aliminda artisa yol agarak vaskiiler duvarda zararh etkilere sebep olabilir
ancak, uygun Kkonsantrasyonlarda, ateroskleroz gibi durumlarin agiga ¢ikmasini
engelleyici ya da bu durumlari iyilestirici vaskiiler protektif bir ajan olarak diistiniilebilir
(120). Farelerde vitamin D, renin-anjiyotensin sisteminin bir inhibitoriidiir ve vitamin D
reseptoriinden yoksun fareler kardiyak hipertrofi gelistirirler. Vitamin D’nin aktif
formunun yikimindan sorumlu vitamin-D-24-hidroksilaz enzim ekspresyonuna sahip
transgenik sicanlarla yaptiklar ¢calismada Kasuga ve arkadaglar1 bu hayvanlarda aortik
ateroskleroz gelisimi ve hiperlipidemi rapor etmislerdir (121). Vitamin D ayn1 zamanda
pro ve anti-fibrotik faktorlerin salinimini diizenleyici role sahiptir (123). Vaskiiler diiz
kas hiicreleri inflamatuar yanit faktorii olarak bilinen plazminojen aktivator inhibitor-1
faktoriinii  dretirler ve bu faktor tromboz ve ateroskleroz riskinin artmasiyla
iliskilendirilmektedir (123). insan koroner arterleri diiz kas hiicrelerinde aktif vitamin D
analoglar1 olan kalsitriol ve parikalsitol uygulamasmin etkilerini in vitro inceleyen
caligmalarinda Wu-Wong ve arkadaslar1 plazminojen-aktivator inhibitér-1 in mRNA
ekspresyonlarmin doz-bagimli olarak diizenlendigini rapor etmislerdir (124). Ileride
yapmay1 planladigimiz devam ¢alismalarinda, diiz kas hiicreleri iizerine vitamin D3’iin
pro ve anti-fibrotik etkilerinin analiz edilmesi amaciyla plazminojen aktivator inhibitor-
1 faktoriiniin yani1 sira ateroskleroz ya da tromboza yol acgabilen diger faktorlerin de
degerlendirilmesi ve iligkili epigenetik siireclerin tanimlanmasi klinik acidan yararl

bilgiler liretecektir.

Normal dokularda vitamin D apoptozu arttirarak hiicre proliferasyonunu
diizenlemede gorev alir. Ornegin meme dokusunda gebelik ve emzirme gibi farkl
fizyolojik asamalarda viicudun ihtiyacina gére apoptozu diizenlemektedir (125). Meme
kanseri hiicrelerinde Bcl2 ile Bax proteinleri arasindaki iletisim yoluyla apoptozu
indiikler (126). Ayrica vitamin D analogu olan kalsitrioliin renal-interstisyel fibroz
stirecini inhibe etmek {iizere renal-interstisyel miyofibroblastik biiylimeyi engelledigi
gosterilmistir (127). Kardiyak sistemde ise anjiyogenezi inhibe ederek tumor nekroz
faktor ve interlokinler gibi inflamatuar sitokinlerin sentezini kisitladigi bilinmektedir
(128).Vitamin D yoksunlugu hipertansiyon, miyokard infarktiisii ve ateroskleroz gibi pek
cok kardiyovaskiiler hastalikla iliskilidir (129) ve antiapoptotik proteinleri baskilama

yoluyla hiicre matiirasyonu, diferansiyasyonu ve apoptozunda major rol oynamaktadir
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(130). Bu bilgilerin aksine yenidogan sicanlardan izole ettikleri vaskiiler diiz kas
hiicrelerine 1-100 nM araligindaki degerlerde kalsitriol uygulayan Tukaj hicbir dozda
apoptoz gozlenmedigini, aksine ara dozlarda proliferasyon oraninin daha fazla arttigini
gostermistir (131). Calismamizda sigan aortik diiz kas hiicrelerinde sirasiyla InM, 10nM
ve 100nM 1,25a-Dihidroksi vitamin D3’iin proliferasyon ve apoptoz dinamiklerine
etkisini inceledik ve vitamin D3’lin doza bagli olarak apoptozu uyardigini belirledik.
Literatiirde bildirilen etkilerle gelisen bulgularimiz, kullandigimiz vitamin D3 dozu, in
vitro kullanilmis olmasi, kullanilan hiicrelerin pasaj sayisi ve alindigi canli tiirii gibi

faktorlere bagl olabilir.

1,25a-Dihidroksi vitamin D3 {in diiz kas hiicrelerindeki antiproliferatif etkilerini
gosteren pek ¢ok ¢alisma mevcuttur ancak molekiiler temeli {izerine varolan bulgular son
derece kisitlidir (113, 115). Carthy ve arkadaglari, 1,25a-Dihidroksi vitamin D3
uygulanmis rat vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, epidermal biiylime faktorii ve endotelin
molekiillerinin, hiicrelerdeki hiicre siklusunu diizenleyen siklin-bagimli kinaz 2
aktivitesini azaltarak proliferasyonu engelledigini rapor etmislerdir (113). Bunun yani
sira, kiiltiire edilen vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ¢alisildigi bir arastirmada endotel
hiicrelerine serum starvasyonu uygulanarak stres olusturulmus ve bu hiicrelerin tirettikleri
kosullandirilmis medyum vaskiiler diiz kas hiicrelerine verilmistir. Bu medyuma ayrica
fizyolojik dozlarda, kalsitriol ve parikalsitol eklenmistir. Sonugta, ekstraseliiler-sinyal-
diizenleyici kinaz 1/2 fosforilasyonu araciligiyla vitamin-D baglayici protein aktivitesinin
azalarak vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyon ve migrasyonunu engelledigi belirlenmistir
(132). Koh ve arkadaslari ise, ratlarda 1,25(OH)2D3 reseptorlerinin koroner arter diiz kas
hiicrelerinde varligini géstermislerdir ve doza bagimli olarak bu hiicrelerin proliferasyon
dinamiklerinin degistigini kaydetmislerdir (98). Caligmalarinda ayrica artan dozlarda
vitamin D3’lin diiz kas hiicrelerindeki vitamin D reseptorlerini upregiile ederek
proliferasyonu stimiile ettiklerini rapor etmislerdir. Calismamizda Gstradiol ve vitamin
D3’lin diiz kas hiicre proliferasyonu iizerine olas1 etkileri gercek zamanli hiicre analiz
sistemiyle degerlendirildi. Yapilan analizlerde bu maddelerin hiicre proliferasyonunda
anlamli bir fark ortaya g¢ikarmadigi goriildii. Bu durumun olasi nedenleri olarak bu
maddelerin proliferasyonu etkileyebilmek igin baska faktorlerin varligina gerek duyuyor

olabilecegi disiiniildi. Hiicrelerin in vivo sartlarda var olan parakrin faktorler, diger
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hiicrelerle olan sinyal iliskileri, baska hormon, vitamin, sitokin ve biiyiime faktori gibi

cevresel etmenlerden yoksun olmasi da bu farkliliga neden olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamiza ait sonuglar asagidaki gibidir;

17B-6stradioliin farkli konsantrasyonlarinin (1 nM, 10 nM ve 100 nM) in vitro
ortamda si¢an aortik diiz kas hiicrelerinin proliferasyon dinamiklerine etkisi
gercek zamanli hiicre analizi yontemiyle arastirilmis ancak bu hiicrelerde
proliferasyonu arttirici ya da azaltici etkileri saptanamamustir.

Benzer sekilde 1,25a-Dihidroksi vitamin D3’ {in farkli konsantrasyonlarinin (1
nM, 10 nM ve 100 nM) in vitro ortamda si¢an aortik diiz kas hiicrelerinin
proliferasyon dinamiklerine etkisi ger¢ek zamanli hiicre analizi yontemiyle
aragtirtlmis ancak bu hiicrelerde proliferasyonu arttirict ya da azaltici etkileri
saptanamamistir.

Bu iki hormonun birbirlerini indiikleyebilecegini ve etkilerini arttirabilecegini
diisiindiigiimiiz kombine gruplarda da ger¢ek zamanl hiicre analizi yontemiyle
anlaml1 bir mitojenik veya anti-mitojenik etki bulunamamustir. Ilag veya hormon
uygulamasi igin in vitro ortamda hiicrelerin boliinme siklusunu senkronize etmek
amaciyla starvasyon medyumu uygulanmasi daha tutarli ve giivenilir sonuglar
elde edilmesine yardimci olabilir. Ayrica bu c¢aligmanin in vivo olarak da
tekrarlanmasi diistiniilmektedir. Boylece bu hormonlarin hiicre kiiltiirii ortaminda
bulunmayan faktorlerin varliginda etkilerinin degerlendirilmesi de miimkiin
olacaktir.

Calisgmamizda ER-a ve B ekspresyonlar immiinofloresan isaretleme teknigiyle
gosterilmistir ancak isaretlenme yogunluklarinin H-skorlar1 anlamli bir sonug
vermemistir. Tiim gruplarda 6strojen reseptorleri benzer isaretlenme yogunluguna
sahiptir. Ayrica gruplarimiz metilasyon dinamiklerini karsilastirabilmek icin
DNMTT ve 3a enzimleri i¢in immunofloresan yontemle isaretlenmis ve DNMT1
icin Ostrojen reseptOrleri isaretlemesine benzer sekilde anlamli bir fark
bulunamamistir. DNMT3a isaretlemelerinin bazi gruplarda anlamli bir sekilde
azalmis olmasi bu hiicrelerdeki de novo metilasyon paternlerinin gevresel

etmenlerle degisiyor oldugunu diisiindiirmektedir.
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5. Calisma gruplarimizda kaspaz-3 isaretlemesi sonucunda elde ettigimiz apoptotik
indeksler vitamin D3’lin  doz-bagimli apoptotik etkilerinin  varligim
gostermektedir. Artan dozlarda vitamin D3’in in vitro ortamda diiz kas
hiicrelerinde gbzlenen apoptotik etkisi in vivo ortamda aterosklerozdaki diiz kas
hiicreleri lizerinde de go6zleniyor olabilir. Ayni zamanda vitamin D3’iin bu
apoptotik etkilerinin kombine gruplarda azaldigi bulgusu ostradioliin vitamin
D3’e zit ¢alistigini1 veya vitamin D3’iin zararh etkilerini kompanse edebildigini
gostermektedir. Yine bu sonuglarin da in vivo ¢alismalarla dogrulanmasi yararl
olacaktir.

6. Yaptigimiz ¢alismanin devaminda farkli konsantrasyonlar ve in vivo ¢aligsmalarla
daha ileri diizeyde analizler yapilmasi planlanmaktadir. Ayrica ¢alismamizda bir
eksiklik olarak ozellikle diiz kas hiicrelerinde fenotipik modiilasyonla iliskili
Ostradiol ve/veya vitamin D3 tarafindan diizenlenen gen bolgelerinin ve
inflamatuar yamit iligkili faktorlerdeki promotor bdlgelerindeki epigenetik
degisimlerin incelenmesi ve daha detayli bir sekilde anlasilabilmesi igin

molekiiler genetik analizlerin de ¢alismaya dahil edilmesi yararli olacaktir.
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