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OZET

Folikiil Uyaric1 Hormon ve Testosteronun Sican Aort Diiz Kas Hiicreleri Uzerine

In Vitro Etkileri ve Epigenetik Analizi

Kardiyovaskiiler hastaliklarda siklikla gozlenen ateroskleroz tiim toplumda
goriilebilir ve komplikasyonlar1 nedeniyle yasam kalitesini ve siiresini etkiler. Bu
hastaligin menopoz oncesi kadinlarda goriilme sikhgimin erkeklere gore daha az
oldugu bilinmektedir. Ancak bu durumun nedenleri cok iyi anlasilamamstir.
Ateroskleroz sonucu endotel hiicreleri ve damar duvarindaki diiz kas Kkitlesinin
proliferasyonu uyarilir. Prolifere olan hiicrelerin hasar bolgesinde birikmesi
sonucu damar liimeninde plak olusumu gozlenir ve bu da damar liimeninin
daralmasina neden olur.

Calismamizda, aortik diiz kas hiicre proliferasyonunun FSH ve testosteron
hormonlarindan nasil etkilendigini ve bu etkinin epigenetik sonug¢larini
gostermeye cahistik. Calismada kullanilan hiicrelere ii¢ farkhh dozda testosteron (1
ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml) ve folikiil uyarict hormon (1 ng/ml , 10 ng/ml, 100
ng/ml) uygulandi ve hiicrelerin proliferasyon ozellikleri, epigenetik degisimleri ve
kaveolin-1 ekspresyonlar1 zamana bagh olarak incelendi. Sonu¢ olarak, 10 ng/ml
FSH uygulanan grupta hormon uygulanmasina bagh olarak erken saatlerde (44.
saatte) proliferasyonda azalan bir etki oldugu ve ilerleyen saatlerde (98. ve 111.
saatlerde) ise 100 ng/ml FSH uygulanan grupta proliferasyonda artan bir etki
oldugu gozlenirken, testosteronun 100 ng/ml olan konsantrasyonlar1 hiicre
indekslerinde anlamh azalmaya yol ac¢ti. Yine sunulan ¢cahismada immiinofloresan
isaretleme yontemi ile Cav-1, DNMT1 ve DNMT3a protein ekspresyonlarina
bakildir ve boyanma yogunluklar: arasinda anlamh bir fark gozlenmedi.

Bu veriler, diiz kas hiicre metabolizmasinin bir¢cok faktorden
etkilenebilecegini ve bu durumun ateroskleroz gelisiminde katki saglayabilecegini

diisiindiirmiistiir. Calismanin fark cikmayan parametreleri icin de in vivo



calismalarin planlanmasi ve farkh faktorlerin de varhginda yeni deneylerin
yapilmasi gerekliligi ortaya ¢cikmstir.

Tiim bulgular bir arada degerlendirildig¢inde FSH ve testosteronun
ateroskleroz patogenezinde diiz kaslar iizerinden etkili olabilecegi sonucuna

ulasildi.

Anahtar kelimeler: Aortik diiz kas hiicreleri, Ateroskleroz, Epigenetik, FSH,
Testosteron.
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ABSTRACT

In vitro Effects of Follicile Stimulating Hormone and Testosterone on Rat Aortic

Smooth Muscle Cells and its Epigenetic Analysis

Atherosclerosis that has a high prevalance among cardivascular disease
which can be observed by all societes. It affects length and duration of life due to
the complications. It is known that the incidence of atherosclerosis in men is higher
than in women before menopause. However, the reasons for this situation are not
well understood. As a result of atherosclerosis, the proliferation of endothelial cells
and smooth muscle mass in the vessel wall are stimulated. The accumulation of
cells that proliferate at the injury site causes plaque formation in the vascular
lumen which leads to stenosis of the vessels.

In our study, we aimed to show that aortic smooth muscle cell proliferation
is affected from FSH or testosterone, and the epigenetic consequences of this
effects. Cells were tested with three different doses of testosterone (1 ng/ml, 10
ng/ml, 100 ng/ml) and follicle stimulating hormone (1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml)
to the cells and time dependent variations of cell proliferation, epigenetic changes
and caveolin-1 expression were examined. Whereas depending on the applying
hormone, the 10 ng / ml FSH hormone treated groups showed deceasing of
proliferation, later (98 and 111 hours) the 100 ng / ml FSH hormone treated
groups had increasing of proliferation. Moreover, we observed all 100 ng/ml
testosterone hormone treated groups had increasing effets of cell index and these
findings are significant for statistical analysis. 10 ng/ml FSH treatment group
hormones in the early hours, depending on the applied (44 hours) a decreasing
influence where and later (98 and 111 Hours) and 100 ng/ml FSH is a growing
influence in the treated group testosterone was observed with 100 ng/ml
concentration has led to a significant decrease in cell index. In this study, we
examined Cav-1, DNMT1 and DNMT3a protein expressions by using
immunofluorescence labeling method and none of the antibodies showed

significant differences among staining intensities between the groups.

xii



Our results suggest that smooth muscle cell metabolism can be affected by
many factors and this can contribute to the development of atherosclerosis. Our
results suggest that, in vivo studies must be planned for the insignificant results of
this study and these new experiments must perform in the presence of different
factors.

When all results are evaluated together, we suggest that FSH and
testosterone can be effective on the smooth muscle in the pathogenesis of

atherosclerosis.

Key Words: Aortic smooth muscle cells, Atherosclerosis, Epigenetic, FSH,

Testosterone.
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1. GIRIS

Dolasim sisteminde kalbin damar sistemi i¢ine gonderdigi kan, Once arterlere
sonra kilcal damarlara ve daha sonra venlere gegerek kalbe tekrar geri doner. Bu sistem
icinde oksijenlenmis kan, viicudun tiim boliimlerine ulastirilir. Kalbin pompa giicii ve
damar liimeninin biitlinliigli sayesinde damar i¢indeki kanin siirekli ve devamli olarak
dokulara akis1 gergeklesir.

Kardiyovaskiiler sistemde kan akiminin kontrolii bir ¢ok faktorle saglanir. Bu
faktorler noronal, hormonal veya lokal olabilmektedir. Bu faktorlerin etkisi ile kan
akimi  artip  azalabilmektedir. Kan  akimimin  hormonal  kontroliiniin
norepinefrin/epinefrin, anjiotensin, vazopressin, endotelin gibi vazokonstriktor ajanlarla
ya da bradikinin, histamin, prostaglandinler, serotonin (5-hidroksitriptamin) gibi
vazodilatator ajanlar araciligr ile gergeklestigi bilinmektedir. Ayrica 0Ostrojen,
testosteron ve folikiil uyarict hormon (FSH) gibi cinsiyet hormonlarinin da kasilip
gevseme ve damar duvarinda bulunan diiz kas hiicreleri tizerinde etkisi bulundugu pek
¢ok klinik ve epidemiyolojik calisma ile gosterilmistir. Ostrojen, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin (VDKH) ¢ogalmasini inhibe ederek ve endotel hiicrelerinin biliylimesini
hizlandirarak uzun vadeli vaskiiler korunmay1 saglarken (1) erkeklerde dolasimdaki
testosteron seviyesinin diisilk olmasi ile koroner kalp hastaligi risk faktorleri arasinda
pozitif bir korelasyonun oldugu bildirmistir (2). Yiiksek tansiyon, diyabet, inflamasyon,
bag dokusu hastaliklari, kolesterol, sigara kullanimi, beslenme aligkanligi ve genetik
faktorler gibi nedenlerden kaynaklanabilen ateroskleroz gibi hastalik durumlarinda, bu
dokunun islevini diizgiin bir sekilde yapmasi engellenir. Bu durumun bir sonucu olarak
damar liimeni i¢indeki kan akimi normal bir sekilde ger¢ceklesememektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda si¢an aortik diiz kas hiicrelerinin in vitro ortamda,
FSH ve testosterondan nasil etkilendiginin anlagilmasi amaglanmistir. Belirtilen klinik
durumlar ve giiniimiizde artan kardiyovaskiiler hastaliklar g6z oniine alindiginda, aort
diiz kas dokusunun genomuna ait zelliklerin veya proliferasyon gibi 6zelliklerinin daha
iyi bilinmesinin temel ve klinik arastirmalar i¢in yeni bir bakis acis1 kazandiracagini

diisiinmekteyiz Ayrica bu ¢alismada kullanilan hormonlarin aortik diiz kas hiicrelerini



epigenetik olarak nasil etkiledigi degerlendirilerek, kardiyovaskiiler sistem {iizerine
yapilmis yetersiz sayidaki epigenetik caligmalar konusunda literatiire yeni bilgiler

kazandirilmas1 amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diiz Kas Hiicreleri

Damarlarin, solunum sistemindeki hava yollarinin, iirogenital sistemin, sindirim
kanallarinin 6nemli bileseni olan diiz kas hiicreleri, bir organin boyutunu degistirmek
veya hareketlerini saglamak i¢in kasilip gevser. Liimeni olan yapilarin etrafini1 saran diiz
kas hiicrelerinin 6zellikleri organin fonksiyonuna ve tasidigi mekanik yiikke gore
degisiklik gosterir. Kiigiik kan damarlarinin duvarinda 20 um ve bagirsak duvarinda 200
um olabilirken gebelikte uterusta 500 um’ye kadar biiyiiyebilmekle beraber uzunluklar
tipik olarak 40-60 um ve c¢api ¢ekirdek bolgesinde 2-10 um’dir. Kasilmamis halde olan
diiz kas hiicreleri genellikle ince konik uclu, uzun igsi hiicrelerdir ve niikleuslari
hiicrenin merkezinde bulunur. Mitokondriya, graniillii endoplazmik retikulum
sisternalari, serbest ribozomlar, glikojen graniilleri ve Golgi aygiti gibi organeller ve
inkliizyonlar niikleusun iki ucunda yogunlagmis bir sekilde bulunur. Bu hiicreler,
aralarinda iletisim ve mekanik baglantilar1 saglamak icin oluklu baglantilarla birbirine
baghdir. Bu baglantilardan kii¢lik molekiiller ve iyonlar gecerek diiz kas demetinin
tamaminin kasilmasini saglayan iletisimi olusturur (3).

Diiz kas hiicreleri aktin ve tropomiyozin gibi ince flamentlerden, miyozin II
iceren kalin filamentlerden ve desmin ve vimentin ara filmentlerinden olusan hiicre
iskeletine sahiptir. Hiicrelerin sitoplazmas1 aktin ve miyozin hiicre iskeleti
elemanlarindan zengin oldugu i¢in rutin Hematoksilen & Eosin boyasiyla eosinofilik
olarak boyanir. Diiz kas hiicrelerinin ¢izgili kas hiicrelerindeki gibi bir T sistemi yoktur.
Bunun yerine kaveola denilen ¢ok sayida hiicre zari invajinasyonuna sahiptir.

++

Kaveolalarin Ca™un hiicrelere girdigi bolgelerde oldugu ve altindaki graniilsiiz

++

endoplazmik retikulum ile birlikte bulunan vezikiillerin Ca™’u sitoplazmaya ilettigi

diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda kaveolalar hiicrenin yiizey/hacim oranini arttirmaktadir
(3, 4.
Diiz kasin kontraktil aktivitesi hormonlar, otonom sinirler ve ¢esitli ilaglar gibi

faktorlerle kontrol edilebilir. Kalp kas1 ve iskelet kasinda oldugu gibi diiz kas kasilmasi



kalsiyum bagimlidir ve hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonun artmasi diiz kasin
kasilmasma neden olmaktadir (3). Damar duvarindaki farklanmis diiz kas hiicreleri
normalde sessiz halde diisiik proliferason ve matriks sentez oranina sahiptir. Bu hiicreler
kendine 6zgii gen ifadesi sayesinde kasili haldeki fenotipin vaskiiler tonusunu ve kasin
genigligini ayarlayabilir (4, 5). Diiz kas plazma zar1 (sarkolemma) voltaj kapili Ca™
kanallar1 igerir. Ayrica diiz kasta Ca"™" i¢in depo gorevi goren hiicre i¢i endoplazmik
retikulum (sarkoplazmik retikulum, SR) membran ag1 bulunur ve uyarict hormonlar,
ndrotransmitter maddeler ya da ilaglar plazmadaki reseptoriine baglandiklarinda
sarkoplazmik retikulumdan miyoplazmaya kalsiyum salinabilir (3).

Diiz kas hiicreleri diizenli olarak ¢ogalan hiicre popiilasyonuna sahiptir ve hasar
durumunda bu hasara mitozla ¢ogalarak cevap verir. Diiz kas hiicrelerinin damar
hasarindan sonraki onarim siirecinde endotel hiicreleri ve perisitlerle birlikte boliiniip

farklilasarak yanit verdigi gosterilmistir (6).

2.1.1. Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri

Histolojik olarak yapilan siniflandirmaya gére damarlarda ti¢ tabaka ayirt edilir.
Bu tabakalar, dokunun en diginda bununa tunika adventisya tabakasi, orta kisimdaki
tunika mediya ve liimene yakin kisimdaki tabaka olan tunika intimadir.

Limeni doseyen en i¢ kisimdaki tek tabakali yassi, uzun endotel hiicreleri,
hiicrelerin uzun eksenleri kan akim yoniine paralel olarak lokalize olmustur ve alt
tabakada bulunan diiz kaslarin kasilip gevsemesini saglayan vazoaktif ajanlar salgilar.

Orta kisimda bulunan tunika mediya en kalin tabakayi olusturur ve bu tabakada
cok sayida diiz kas hiicresi bulunmaktadir. Diiz kas hiicreleri elastik lamellerle
birbirinden ayrilmis halde bulunur ve bu hiicreler tabakalar halinde diizenlenmektedir.
Hiicreler ig seklindedir ve niikleuslari uzundur. Birbirine oluklu baglantilar ile baglidir
ve baglantilar disinda kalan alanlar bazal (eksternal) lamina ile ¢evrelenmistir. Bu
tabakada fibroblast bulunmamaktadir ve diiz kas hiicreleri kollajen ve elastin gibi

ekstraseliiler matriks tiriinlerini sentezler.



Bu tabakada bulunan diiz kas hiicreleri, damarin en i¢ ylizeyini doseyen entotel
(tek tabakal1 yassi epitel) hiicreleri tarafindan sentezlenen fibroblast biliylime faktorii
(fibroblast growth factor, FGF) ve platelet kaynakli biiyiime faktorii (platelet-derived
growth factor, PDGF) gibi bliylime faktorlerinin etkisiyle cogalabilir (proliferasyon) ve
tunika intima tabakasina go¢ edebilir (migrasyon). Bu olay normal fizyolojik kosullarda
duvarin onarimina katkida bulunurken, patolojik durumlarda duvarin kalinlasmasina
neden olarak ateroskleroz gozlenir.

Ateroskleroz, lipidlerin, kanin diger yapi taslarinin ve fibréz dokunun lokal
birikimi sonucu arter duvarinin tunika intima ve tunika mediya tabakasinin yapisinda
gozlenen degisikliklerin bir kombinasyonu olarak tanimlanir (7). Arter duvarinda
meydana gelen bir hasar durumu burada bulunan endotelyal hiicrelerde fonksiyon
bozukluguna neden olur ve bu da diiz kas hiicrelerinin migrasyonunu ve proliferasyonu
uyarir. Diiz kas hiicrelerinin en yliksek proliferasyon aktivitesi hasardan bir kag giin
sonra gerceklesir. Bu durumu izleyen siirecte yaklasik bir hafta sonra matriks
formasyonlart gézlenir ve hasarin uzun siire devam etmesiyle damar liimeni tikanir ve
liimen i¢indeki kan akim1 normal olarak gerceklestirilemez (8).

Aterosklerozun ilk asamalarinda endotelin altinda, i¢i lipid ile dolu hiicreler
gozlenirken bu durum histolojik incelemelerde de tespit edilebilir. Daha sonraki
asamalarda arterin yapisi 16kosit ve lipoprotein birikmesiyle degisime ugrar. Bu durum
damarin tunika intima tabakasinda yag, kolestrerol, fibroselliller yapilar igeren
aterosklerotik plak (aterom) olusumuna ve dolayisiyla damar liimeninde daralmaya
neden olur (9, 10). Aterosklerozda, diiz kas hiicre proliferasyonlari uzun siireli sessizlik
donemleri arasinda kisa siireli hizli proliferasyon donemleriyle karakterizedir (11).

Vaskiiler diiz kas hiicreleri, kolesteroliin hiicre i¢ine alimiyla oldugu kadar
migrasyon, proliferasyon, matriks sentezi, apoptoz ve inflamasyon ile aterosklerotik
plak olusumuna da neden olmaktadir (12). Ayrica, diyabet, hipertansiyon ve dislipidemi
gibi baslica kardiyovaskiiler risk faktorlerinin, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin fenotipini
belirgin bir sekilde etkiledigi ve dahasi aterosklerozun baslamasi ve ilerlemesi igin

vaskiiler diiz kaslarin 6nemli oldugu bilinmektedir (12, 13).



2.2. Folikiil Uyarict Hormon (FSH)

FSH, o ve B zincirinden olusan heterodimerik glikoprotein yapida bir
hormondur ve 6n hipofizde (pitiiiter bezin anteriyor lobu) sentezlenir (14). FSH’in o
zinciri 89 aminoasitten olusur ve aktif degildir. B zinciri ise 115 aminoasitten
olusmaktadir ve biyolojik 6zgiilliik bu zincire aittir. On hipofizin yaklasik %10’unu
olusturan, eksantirik yerlesimli niikleusu olan, oval sekilli ve kiigiik parankimal
hiicrelerden tiretilir ve bu hiicreler pars distalisin her yerinde daginik halde bulunur.
Hipotalamustan salgilanan gonadotropini serbestlestirici hormon (gonadotropin
releasing hormone, GnRH), 6n hipofizden FSH, luteinlestirici hormon (luteinizing
hormone, LH) ve prolaktin salinimini uyarir (Sekil.2.1). Bu hormonlar sistemik kan
dolasimina gecer ve hedef organdaki reseptoriine baglanarak hiicresel reaksiyonu
baglatir. FSH, disi lireme sisteminde, ovaryumlardaki folikiillerin gelisiminden ve
ovulasyondan sorumlu oldugu gibi erkek iireme sisteminde, testislerdeki Sertoli hiicre
ylizey reseptorlerine baglanarak Sertoli hiicrelerinin androjen baglayan protein
(androgen-binding protein, ABP) iiretmesini saglar ve bu sayede lireme siireglerini

diizenler (15).

Ostrojen ve

Testosteron Progesteron

Ovaryum
Testis 4

Sekil.2.1. FSH ve testosteronun hormonal diizenlenmesi (16)



Erkek ve disi iireme sisteminde etkili oldugu bilinen FSH’n, kardiyovaskiiler
hastaliklarla iligkisini gOsteren ve/veya vaskiiler diiz kas metabolizmas1 ve
proliferasyonu tizerindeki etkileri ile ilgili yeterli sayida ¢alismaya rastlanmada.

Yetiskinlerde ovaryumdaki granulosa hiicrelerinde ve testisteki Sertoli
hiicrelerinde eksprese edildigi bilinen FSH reseptoriiniin diisiik diizeyde ovaryum ve
testis endotelyal hiicreleri tarafindan da eksprese edildigi bilinmektedir (17-20). Ayrica
in vitro kosullarda yapilan bir ¢calismada insan miyometriyal diiz kas hiicrelerinin FSH
reseptorii icerdigi ve insan koryonik gonadotropin (hCG, human chorionic
gonadotropin) ve LH ile birlikte uygulanan FSH’in bu hiicrelerde mitojenik yanit
olusturdugu bildirilmistir (21). Prostat, meme, kolon, pankreas, mesane, akciger,
karaciger, mide, testis ve ovaryum kanseri hasta dokularindan alinmig Orneklerle
yapilmis bir calismada bu tiimoérleri besleyen damarlar incelenmis ve tiimorlerin
periferinde yerlesim gosteren kan damarlarinin endotel hiicrelerinin FSH reseptorii

eksprese ettigi gosterilmistir (22).



2.3. Testosteron

Testosteron (C19H2802, 17B-hydroxy-4-androsten-3-one), kan dolasiminda hem
erkekte hem de kadinda bulunan 6nemli bir androjendir. Molekiil agirlig1 288.43 gr/mol
ve yarillanma Oomrii 1-12 giindiir. Erkekte, testosteronun esas iiretim yeri testisteki
Leydig hiicreleridir. Kalan kismi az miktarda adrenal bezden ve diger bazi lokal
hiicrelerden de iretilmektedir (23, 24). Normal eriskin bir erkekteki testosteron
sekresyon hizi 4-9 mg/giin’diir (13.9-31.2 nmol/giin) ve viicutta salinimi sirkadyen
ritme bagh olarak degisiklik gosterir. Eriskin erkeklerde kandaki testosteron
konsantrasyonu 10-35 nmol/L’dir. Disilerde ise bu oran yaklasik 1.0 nmol/L’dir (25,
26). Testosteron, FSH ile beraber gametogenez iizerinde etki gostermektedir (26). Kan
dolagimindaki testosteronun biiyiilk bir kismi serum proteinlerine baghidir ve bu
proteinler esas olarak seks hormon baglayici globulin (SHBG) ve albiimindir.
Testosteronun yalniz % 1-2’si kanda serbest olarak bulunur (25). Dolagimdaki
testosteronun ¢ok az bir miktar1 0strojene doniistiiriiliir, fakat ¢cogu 17-ketosteroidlere
donistiirtiliip idrarla atilir (26). Testosteron disilerde hem ovaryumdan hem de siirrenal
bezden az miktarda (yetiskinde kan konsantrasyonu <3,5 nmol/L) salgilanan prekiirsor
molekiillerin periferik dokularda testosterona doniisiimii ile olusmaktadir (24-26).
Erkeklerde yasla birlikte testosteron kan konsantrasyonu azalmaya baslar. Testosteron
eksikligi (testosteron kan konsantrasyonu <7 nmol/L) kemik ve kas kitlesinde azalma,
yag kitlesinde artis ve libidoda azalma gibi bircok klinik semptomlarin goériilmesine
neden olabilir (27).

Seks hormonlart hem disi hem de erkek cinste de yasla birlikte azalmaya
baslamasina ragmen koroner arter hastaligi olan erkeklerde ortalama yasam siiresini,
kadinlarinkine oranla 8 yil azaltmaktadir ve koroner arter hastaliklar1 ayni yastaki
menopoz dncesi kadinlardakine oranla erkeklerde daha sik goriilmektedir. Bu durumun
erkeklerde androjen varligi ve Ostrojen eksikligi gibi nedenlerden kaynaklanabilecegi
distintilmektedir (2, 28, 29). Testosteronun dehidrotestosteron (DHT) ve/veya 17 B-
estradiol’e doniismesi bu konu hakkinda daha ¢ok caligmaya ihtiya¢ oldugunu
gostermektedir. Genel olarak, erkek cinsiyetinin koroner kalp hastalig1 i¢in pozitif bir
risk faktorii oldugu diisiiniilmektedir (30).

Erkeklerde koroner arter hastaligi (KAH) goriilme sikligi daha yiiksek oranda

gozlendigi icin ve anabolik steroidler, 6zellikle atletlerde gdzlenen miyokardiyal iskemi



ve hipertansiyonla iliskili bulundugu i¢in ekzojen ve endojen androjenlerin artan
kardiyovaskiiler hastalik riskiyle iliskili oldugu ileri siiriilmektedir (31, 32). Ancak
yapilan son ¢alismalar testosteronun kardiyovaskiiler hastaliklarda koruyucu etkisinin
oldugunu gostermektedir (31, 32).

Diisiik testosteron diizeyi (hipotestosteronemiya) ile iliskili koroner arter
hastaliklarinda ateroskleroz gibi bircok farkli risk faktoérii bulunmaktadir (33-35).
Testosteronun ateroskleroz gibi koroner arter hastaliklar1 tizerindeki etkisi ¢ok fazla
bilinmemekle birlikte bu konu ile ilgili tartigmalar devam etmektedir. Yapilan
calismalarla testosteronun ateroskleroza kars1 koruyucu etkisinin oldugu (36, 37), diisiik
testosteron seviyesine sahip erkeklerde ateroskeroz gibi kardiovaskiiler hastaliklarin
ortaya ¢ikma riskinin daha fazla oldugu (34, 35, 38) ve koroner arter hastaligi olan
diisiik testosteron oranina sahip erkeklerde ateroskleroz goriilme sikliginin yiiksek
oldugu bildirilmistir (38).

Baz1 klinik caligmalarda, koroner arter hastaligi olan erkeklere testosteron
tedavisinin anjiyografi sonucglarma bakilarak vazorelaksasyonda olumlu sonuclar
verdigi rapor edilmistir (39). Klinik calismalar, akut testosteron tedavisinin koroner
arter hastaligi olan erkeklerde 30 dakika icinde miyokard iskemisini azalttigini
gostermistir. Bulgular testosteronun bu etkisinin dogrudan vazodilator aktivitesiyle
iligkili oldugunu gostermektedir (40-42). Ancak her ne kadar in vitro caligsmalar,
testosteronun akut vazodilatdr etkisini nanomolar konsantrasyonlarda gosterdigini
savunsa da hayvan calismalarinda rapor edilen in vivo etkilerin cogunlugu farmakolojik
konsantrasyonlar1 (6rn. yiiksek mikromolar) gerektirmektedir (43). Pek cok farkli tiir
lizerinde yapilmig organ banyosu deneylerinde testosteronun mikromolar
konsantrasyonlarinin prekontrakte pulmoner, aortik, mezenterik ve koroner damarlarda
dakikalar iginde gevsemeye sebep oldugu gosterilmistir (43-45). Aksine,
kardiyovaskiiler hastalifi olan kisilerde testosteronun fizyolojik konsantrasyonlarda
koroner vaskiiler akim ve damar c¢apini hizli bir sekilde arttirdigi gosterilmistir (41).
Testosteronun  etkisinin  arastirildigt  klinik  ¢alismalar, egzersiz  yaptirilmis
kardiyovaskiiler koroner hastaligi olan kisilerde testosteronun potansiyel tedavi edici
etkisinin oldugunu belirtmektedir (31, 32, 40). Farmakolojik bulgular, testosteronun
damar gevsemesini K" kanallarini agarak (40, 45), yiiksek Ca++ gegirgenliginin aktive

olmasiyla (46), voltaj hassasiyetiyle (47) ve ATP-duyarli K* kanallar ile sagladigin



gostermektedir (48). Ca™" kanali testosteronla antagonist ¢alisarak damar gevsemesinde
etkilidir. Sigan aortik diiz kas hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, testosteron
uygulamasinin, L-tipi Ca*" kanal akim inhibitér (L-type Ca"" channel current inhibitors,
Ica-1) aktivitesini hizli bir sekilde durdurdugu (49, 50), ancak inozitol 1,4,5- trifosfat
(IP3) kaph kalsiyum kanallarinin aktivitesini durdurmadigr bildirilmistir (49). Ayrica
diiz kas hiicreleri iizerine yapilan ¢alismalarda testosteron konsantrasyonuna bagli

olarak testosteronun proliferasyonu durdurdugu bildirilmektedir (51-53).

2.4. Epigenetik

Epigenetik, DNA dizisindeki degisimlerle agiklanamayan, mitoz ve/veya mayoz
boliinme ile kalitsal ve kazanilmis gen fonksiyonundaki degisiklikleri igerir. Epigenetik
degisikliklerin en énemli 6zelligi, DNA dizinini (niikleotid sekans1) degistirmemesidir.
Epigenetik terimi ilk olarak, 1942°de Conrad Waddington tarafindan ‘“epigenez
genetigi” olarak kullanilmistir (54). Son yillarda yapilan ¢alismalar, epigenetik olaylarin
onemini ortaya koymus ve 0zellikle embriyonik donemde gozlenen hiicre farklilagmasi
sirasinda gen ifadesindeki degisikliklerde 6nemli etkileri oldugunu gostermistir. Bu
degisiklikler, DNA’nin segici olarak, farkli epigenetik durumlarda bulunan farkl
kromatin yapilarina paketlenmesiyle ortaya ¢ikmaktadir.

Belirli ve gerekli zamanlarda ifade edilen yaklasik 23000 genin kontroliinii
saglayabilmek i¢in DNA’nin histon protein oktomerleri etrafina sarilip paketlenmesi
gerekmektedir. Bu sekilde bir diizenlenme niikleozom yapilarini olusturur ve bu
niikleozomlar kromatin olarak organize edilir (Sekil 2.2). Gen ifadesinin kontrolii
kromatin yapisindaki degisikliklerle saglanir ve kromatin yogunlasip genler inaktive
oldugunda o genin ifadesi durdurulur yani gen sessizlesir ya da kromatin yapisi
acildiginda genler aktiflesir. Bu durumun birbirine bagli ve geri doniistimli oldugu
diistiniilmektedir ve DNA metilasyonu ya da histon modifikasyonlar1 gibi epigenetik
olaylarlarin da etkili oldugu bir ¢ok mekanizmayla diizenlendigi kabul edilmektedir

(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. DNA’nin diizenlenmesi ve gen ifadesinin kontrolii (55)

Epigenetik mekanizmalar DNA’y1 dogrudan etkileyenler ve dolayli yoldan
etkileyenler (posttranskripsiyonel mekanizmalar) olmak iizere degerlendirilir ve
tizerinde en ¢ok calisilmis mekanizmalar DNA metillenmesi ve histonun N terminal ucu
post translasyonal modifikasyonlaridir (56, 57). Bu olaylarda DNA metiltransferazlar
(DNMT), histon deasetilaz (HDAC), histon asetiltransferazlar (HAT), histon
metiltransferazlar (HMT) ve metil-baglayici protein (methyl-binding protein, MECP2)
gibi bir ¢ok enzim gorevlidir (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. DNA’ya metil grubunun eklenmesi (DNA metilasyonu) ve histon modifikasyonu (58, 59)
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DNA metilasyon ve histon modifikasyon mekanizmalariyla birlikte niikleozom
kaydirma (nucleosome sliding) ve niikleozoma histon varyantlariin eklenmesi gibi
ATP-bagimli kromatin remodellemeleri de epigenetik mekanizmalar arasindadir (60,
61)

Epigenetik modifikasyonlar, mitoz ve hatta mayoz boliinmelere ragmen varligin
koruyabilirken geri doniistimlii olarak da gerceklesebilir (62). Ayrica ¢evreden gelen
uyarilardan da yiiksek derecede etkilenir. Hiicrenin normal epigenetik olaylarinda bir
bozukluk oldugunda ortaya ¢ikan gen ifadesindeki degisiklikler ¢esitli klinik sorunlarin
olusmasina yol agabilir. Epigenetik mekanizmalarin anlasilmasi, genetik ve cevresel
kaynakli risk faktorlerinin etkisiyle olusan ateroskleroz gibi énemli hastaliklarin daha
iyi anlagilmasina ve tedavisine yonelik yaklagimlarin gelistirilmesinde 6nemlidir (63).

Epigenetik degisikliklerin hastaliklarla olan iliskisi iizerine yapilan ¢aligmalarin
cogu kanser iizerine odaklanmistir ancak kardiyovaskiiler hastaliklarda epigenetik
mekanizmalarin rolii hakkinda yeterli sayida calisma bulunmamaktadir. Yasam
kosullari, beslenme alisgkanlig1 ve genetik altyapr gibi risk faktorlerinin kardiyovaskiiler
hastaliklarda etkili oldugu uzun yillardir bilinmektedir ancak bu hastaligin biitiin
ozellikleri heniiz tam olarak anlagilamamistir (64). Erken yaslarda cevresel etki ile
uyarilan epigenetik varyasyonun daha sonraki yillarda kardiyovaskiiler sagligi

etkileyebildigi diisiiniilmektedir (65, 66).

2.4.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, DNA’nm 5 ucundaki karbonuna DNA metiltransferazlar
araciligi ile bir metil grubu eklenmesi (5-metilsitozin, SmC) sonucu olusan kovalent bir
modifikasyondur. DNA metillendigi zaman (5SmC) o bdlgedeki gen ekspresyonu
baskilanirken demetile oldugunda (5hmC) genin ifadesi tekrardan gerceklesmektedir.
DNA f{izerinde Sitozin ve Guanin baz ciftlerinin yogunlastigt CpG bolgeleri (CpG
adalar1) bulunmaktadir ve genellikle metillenmenin ger¢eklestigi alanlar buralardir. Bu
bolgeler ¢ogunlukla DNA’nin 5° ucunda (sitozinin C5 pozisyonu) bulunur ve

kodlanmayan genomik bolgelerdir. Memelilerde DNA’nin promoter bolgelerinde
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yaklasik %60-70 oraninda CpG adalart bulunmaktadir ve bu boélgeler cogunlukla
metilasyonun az oldugu hipometillenmis alanlardir (67, 68). Ancak buna ragmen
metillenmenin fazla oldugu (hipermetilasyon) promoter CpG adalarinin da bulundugu
yapilan calismalarda gosterilmistir (67, 69). Kanser olusumunun erken asamalarinda
genomik hipometilasyon gozlendigi bilinmektedir ve bu durumun transformasyon,
timor gelisimi ve onkogen ekspresyonu gibi durumlarla baglantili oldugu bilinmektedir
(70-73).

Memeli hiicrelerinde DNMT1, DNMT3a ve DNMT3b olmak tiizere ii¢ adet
DNMT tanimlanmistir. DNMT1, DNA’nin replikasyonu sirasinda DNA’da bulunan
mevcut metilasyonu korurken, DNMT3a ve DNMT3b de novo metilasyonu
gerceklestirir. DNMT3a ve DNMT3b ilk olarak embriyogenezde gosterilmistir ancak
hiicrelerde embriyogenez disinda da onemli bir islevi oldugu artan caligmalarla
bildirilmektedir (74). Ayrica DNMT genleri silinmis farelerle yapilan caligmalarda
DNA metilasyonunun embriyonik gelisimde ve kanser biyolojisinde dnemli bir etkisi
oldugu bildirilmistir (75). Aortik diiz kas hiicreleriyle yapilan in vitro ¢aligmalarda bu
hiicrelerin ilk replikasyonlarinda belirgin bir sekilde hipometilasyon gozlendigi
bildirilmistir (76, 77). Ayrica en ileri asamadaki ateroskleotik lezyonlara sahip
hastalarin  genomlarinda hipometilasyon goriildiigli yapilan son c¢alismalarda
gosterilmistir  (76). DNA hipometilasyonunun, aterosklerotik lezyon olusum
asamalarindaki gen ekspresyon farkliliklar: ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Yapilan calismalar hipometilasyonun diiz kas proliferasyonun bir sonucu olarak m1
gozlendiginin yoksa bu hiicrelerin proliferatif aktivitesi arttict yonde bir etkisinin mi
oldugunu agiklayabilmek iizerine yogunlagmistir (78). Diger bazi ¢aligmalarda ise
arastirmacilar, DNA metilasyonunun diiz kas hiicre farklanmasztyla iligkili olabilecegini
belirtmektedir (76, 77). DNA metilasyonun ateroskleroz ile iliskisiyle ilgili yapilan
calismalarda artan DNMT1 ekspresyonunun aterosklerotik lezyonlardaki hiicre

proliferasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir (76).
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2.5. Kaveolin

Kaveola, temel olarak kolesterol ve sfingolipidlerden olusan, plazma zarmin
hiicre i¢ine dogru yapmis oldugu 50-100 nm’lik invajinasyonlandir (Sekil 2.4) (79)
Kaveolanin yapisinda caveolin integral zar proteinleri bulunmaktadir. Modern elektron
mikroskobik tekniklerin gelismesiyle kaveolalarin yapisi daha da iyi aydinlatilmaya
baslamistir. Kaveolalar, igerdikleri lipid yapilar1 ve boyutlari yiiziinden lipid raftlarin bir
alt iiyesidir ancak biitiin lipid raftlar kaveola yapisinda degildir (80). Yapilarinda protein
kinaz C, tirozin kinaz, G-protein eslenik reseptér (GPCR) ve endotelyal nitrik oksit
sentaz gibi c¢esitli sinyal molekiillerini de igerirler. GPI-baglanmis (GPI-linked)
proteinler, GPCR gibi ¢esitli transmembran protein reseptorleri, insiilin reseptorleri ve 3
adrenerjik reseptorler, kaveolanin ice bakan taraflarinda bulunurken (Sekil 2.4), disa
bakan kisimda G proteinler, kolesterol bagli (cholesterol binding) proteinler, caveolinler
ve tirozin kinazin Src ailesi f{yeleri bulunmaktadir (81-83). Kaveolalarin ve
caveolinlerin gorevleri heniliz tam olarak anlasilmamistir ancak caveolinlerin sinyal
iletimi, endositoz ve transsitoz arasinda degisen bir c¢ok fonksiyonu oldugu
bildirilmektedir (84-86). Ayrica, hiicrelerde caveolin eksikligi varsa ayni zamanda
kaveolalarin da az miktarda gozlendigi bilinmektedir. (80).

Kaveolalar ilk olarak 1953 yilinda Yamanda tarafindan safrakesesi epitel
hiicrelerinin plazma zarinda kesfedilmistir ve 1961°de Palade tarafindan da
gosterilmistir. Kaveolalar, daha sonraki yillarda tiim hiicre tiplerinde bulunmus ve
klatrin kapl1 olmayan hiicre zar1 invajinasyonlar1 olarak da tanimlanmistir (87, 88).

Kaveolin gen ailesi CAV-1, CAV-2 ve CAV-3 olmak iizere ii¢ farkli {iyeden
olusur. Bu genler sirasiyla kaveolin-1 (Cav-1), kaveolin-2 (Cav-2) ve kaveolin-3 (Cav-
3) (kaveolin protein ailesi) proteinlerini kodlar. Cav-1 ve Cav-2 proteinleri, genellikle
birlikte eksprese olurlar ve epitelyal, endotelyal ve diiz kas hiicrelerinde eksprese
oldugu kadar 6zellikle adipositler ve fibroblastlarda bol miktarda bulunmaktadir. Diger
bir yandan Cav-3 proteini, kas dokuya spesifiktir ve bu yiizden sadece diiz kas, kalp
kas1 ve iskelet kasinda eksprese olur (80). Kaveola ve Cav-1 arasinda énemli bir iligki
bulunmaktadir. Kaveolalar Cav-1 proteininin varligi ile karakterize olur. Kaveola
yapisinin olusmasinda Cav-1 proteininin gerekli oldugu gosterilmistir ve Cav-1 protein

eksikligi olan farelerde kaveola eksikligi de gozlenmistir (89-91). Kaveolin proteinleri
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yiiksek molekiil agirlikli homo-oligomerik ve/veya hetero-oligomerik yapida ve hiicre
membraninin sitoplazmaya bakan kisminda N- ve C-terminal yiizleri ile farkli topolojik
yapida molekiillerdir (Sekil 2.4) (80). Cav-1 ve Cav3 homo-oligomer yapiy1

olusturuken, Cav-1 ve Cav-2 hetero-oligomer yapiy1 olusturmaktadir (92).

B. Caveolin-1 oligomerleri (14-16 monomer)

Kaveola

BT [ e

53

£z

A. Caveolin-1
Monomeri

Kolesterol | sfingomivelin.
{

' )

AL Oligomer
‘x‘ kaveolin | | Fostolioid

A |l

WU Uy
o] o) D. Hiicre
>
a0 e o0 00

Endoplazmik Retikulum

Sekil 2.4. Kaveola ve kaveolin yapisi (80)

Kaveolinlerin aterosklerozun gelisimi sirasinda Onemli bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir (93). Ateroskleroz, ¢evresel ve/veya genetik etmenlerden kaynaklanan,
diyabet, kolesterol, yiiksek tansiyon ve obezite gibi hastaliklarin bir sonucu olarak
gozlenebilen kompleks bir hastaliktir. Kaveolalar ve Cav-1 ekspresyonu, aterosklerozun
gelisiminde rol alan endotel hiicreleri, makrofajlar ve diiz kas hiicreleri gibi ¢ogu
hiicrede bulunmaktadir. Kaveolalar, hiicrenin kolesterol dengesinin saglanmasinda ve
bir ¢cok sinyal yolaginda gorev yaptigi i¢in bu yapilarin aterosklerozda biiyiik bir 6neme
sahip oldugu diistiniilmektedir. Yapilan ¢alismalar, ateroskleroz olusum basamaklarinda
rol alan hiicrelerin tipine gére Cav-1’in ya pro-aterojenik ya da anti-aterojenik etkisinin
bulundugu bildirilmistir. Ayrica kaveolin protein eksikligi olan fareler iizerinde yapilan
caligmalarda bozulmus anjiyojenik tepkiler ve uyaranlara anormal vazokonstriiktif

yanitlar verdigini gostermistir (80). Kaveola genel olarak morfolojik yapis1 nedeniyle
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sise sekilli (flask-shaped) yapilar olarak tanimlanir. Ancak bu sekilde goriinmesi
icerigindeki kolesterol miktaria baglidir. Kaveolalarin dig zarinda bulunan kolesteroliin
azalmasi, kaveolalarin endoplazmik retikuluma ve/veya Golgi’ye tasinmasina neden

olur (94).

2.5.1. Kaveolin-1

Kaveolin protein ailesinin major proteini olan Cav-1, farkli bir topolojik yapiya
sahiptir ve bu goriiniim sa¢ tokasina benzer yapi1 (hairpin-like structure) olarak
isimlendirilir (Sekil 2.4) (95). Bu yapisal 6zelligi sayesinde Cav-1, kaveolanin hiicre
icindeki bir ¢ok gorevinde rol alir (96, 97). Kaveola’nin major dis proteini olan Cav-1,
CAV 1 geninden kodlanir. Molekiil agirligi 22 kDA’dur ve Src kinazin substrat1 olan
bir fosfoproteindir (96, 98). N- ve C-terminal alanlar1 hiicrenin sitoplazmik yiiziine
bakan Cav-1 proteininin 178 aminoasitten olusan Cav-la (24 kDa) ve 148 aminoasitten
olusan Cav-1p (21 kDa) olmak iizere iki izoformu bulunmaktadir (99).

Cav-1’in, hiicrelerde bir ¢ok fonksiyonu bulunmaktadir. Integrin sinyalinde
gorev aldig1r gosterilmistir. Cav-1’in tirozin aminoasitleri fosforillenmis formu, fokal
adezyonlarla kolokalize halde bulunmaktadir ve bu formdaki Cav-1, hiicrenin
migrasyonunda gorev yapar. Ayrica, in vitro kosullarda da Cav-1’in down-regiilasyonu
hiicre migrasyonunda sorunlara yol acar (80). Kaveola ve Cav-1 insiilin sekresyonu,
insililin reseptorii aracili sinyalde ve muhtemelen diyabette rol oynamaktadir (100).
Kaveola ve diyabet iligkisini anlamak icin yapilan caligmalarda, kaveola eksikligi
ve/veya fonksiyon bozuklugu olan insan ve farelerde insiilin direnci oldugu
gosterilmistir fakat insanlar {izerinde yapilan ¢ogu calismada kaveolalarin obezite ve tip
2 diyabete bagl insiilin direncinin patofizyolojisindeki rolii ile ilgili kesin bir iliski
gosterilememistir (80). Obeziteye bagl insiilin direncine sahip yash erkek fareler
lizerinde yapilan bir arastirmada, yag ve kas dokularinda Cav-1 ekspresyonunun fark
edilir seviyede disik oldugu gosterilmistir (101). Kaveolalarda lokalize, bir
transmembran protein reseptdrii olan GPCR’lerin reseptor tiplerinden biri olan GPR40,

insiilin sekresyonunda gorev alir. GPR40, uzun zincir yag asitlerine (long chain fatty
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acids) baglanarak insiilin sekresyonunu uyarir (100). Ayrica insiilin aracili glikoz
tastyicist (transporter) olan GLUT4, hiicrelerde insiilinin uyardig: translokasyon ‘dan
sonra plazma membranindaki kaveolalarda lokalize olmaktadir (80). Cav-1, insiilin
sinyal yolaklarinda rol oynadig1 gibi kardiak fonksiyonlarda da énemli bir gorev alir
(102-104). Cav-1 null fareler iizerinde yapilan bir calismada, bu farelerde kardiyak
hipertrofi gozlenmis ve normal fenotipli farelere gore yasam siirelerinin %50 daha az
oldugu bildirilmigtir (102). Ancak Cav-1’in gorevleri heniiz tam olarak
anlasilamamistir.

Yapilan calismalar diiz kas hiicre metabolizmasinin g¢evresel ve/veya genetik
gibi bir¢ok faktorden etkilenebilecegini gostermistir. Calismamizda sican aortik diiz kas
hiicreleri kullanilarak damar duvarinda bulunan diiz kas hiicrelerinin FSH ve
testosteronun farkli konsantrasyonlarina nasil cevap verdigi ve bu hiicrelerin farkli
mikrogevrelerdeki epigenetik yanitlar1 arastirilmistir. Patolojik durumlarda vaskiiler diiz
kas hiicrelerinin proliferasyonunun uyarildi§i ve ateroskleroza neden oldugu
bilinmektedir. Ancak bu durumun nedenleri ¢ok iyi anlasilamamistir. Bu tez ¢alismasi
ile aortik diiz kas dokusunun genomuna ait Ozelliklerin veya proliferasyon gibi
ozelliklerinin daha i1yi bilinmesi ile az sayida olan literatiir bilgisine yeni bir kaynak

olusturulmasi amaglanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Hiicreler

Caligmamizda kullanilan Sprague Dawley tiirii sigan aortik diiz kas hiicreleri

(Rat AoSMCs, Lonza, Cat No:R-ASM-580) ticari hiicre hatti olarak satin alinmistir ve

diiz kas aktin proteini i¢cin %>95 pozitiftir. Bu hiicreler, anjiyogenez, ateroskleroz ve

kardiyovaskiiler hastalik caligsmalarinda kullanilmaktadir (105).

3.2.Hiicrelerin Coziillmesi ve Kiiltiirii

S1v1 azot igerisinde kriyo vialde donmus halde bulunan hiicreler

1.

Hizli bir sekilde 37 °C’lik su banyosuna alindi1 ve yaklasik 1-1,5 dakika,
hiicreler ¢oziilene kadar bekletildi.

Su banyosundan alinan kriyo vial %70’lik etanol ile silindikten sonra
laminar kabine alindu.

Coziinen hiicrelere yavas bir sekilde birkac kez pipetaj yapildi ve kriyo vial
icindeki hiicreler daha biiyiik bir tlipe alindi.

Uzerine hiicre icerikli siispansiyonun kendi hacmi kadar (1:1) 37 °C’deki
katkili medyum ilave edildi.

Hiicre sayimi yapildi.

5000 hiicre/cm? olacak sekilde ekim yapildi.

Hiicreler %20 inaktive fotal sigir serumu (FBS, Lonza, 100ml, 14-503E), %1

pensilin ve streptomisin, %1 amfoterisin-B igeren DMEM/F12 medyumu (Lonza, 1L,
BE04-687Q) ile 37 °C sicaklikta ve %35 karbondioksit (COz) igeren inkiibatdrde kiiltiire

edildiler. Hiicrelerin medyumu 3 giinde bir degistirildi. %80-90 konfluense ulasan

hiicreler pasajlandi.
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Pasajlama islemi i¢in;

1. Hiicrelerin medyumlar1 ¢ekildikten sonra kalsiyum ve magnezyum igermeyen
DPBS ile 3 kez yikandi.

2. Biitiin yiizeyi kaplayacak kadar %0,25 trypsin—-EDTA solusyonu i¢inde 2-5
dakika 37°C’de inkiibe edildi.

3. Tutundugu yiizeyden ayrilan hiicreler 15 ml’lik Falcon tiiplere alind1 ve tripsin
aktivitesini durdurmak i¢in tizerlerine esit hacimde FBS’li medyum eklendi.

4. Tiplerin kapaklar1 sikica kapatilarak 300 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

5. Tipteki slipernatant atild1 ve hiicrelerin iizerine 1 ml medyum ilave edildi.

6. Hiicrelerden 20 pl ornek alinarak ayni hacimde tripan mavisi ile boyandi ve
CEDEX X8 hiicre sayim cihazi ile sayimlari yapildi.

7. Saymm isleminden sonra hiicreler cm?’ye 3000 hiicre olacak sekilde 25 cm?’lik

yiizey alanina sahip (T25) flasklara ekildi.

Ik pasajdan sonra hiicreler hizla c¢ogaldi ve yaklasik 5. giinde tiim flasklar
konfluense ulast1 (Sekil 3.1). Deneylerde 3-8 (P3-P8) arasindaki pasajlar kullanildu.

Sekil 3.1. Konfluent olan sigan aortik diiz kas hiicrelerinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (600X)
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3.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Hormon Konsantrasyonlarinin
Hazirlanmasi

Calismamizdaki gruplar her grupta 4 denek olmak tizere su sekilde olusturulmustur:

1- Kontrol grubu: Hormon i¢cermeyen medyumla beslenen hiicreler

2- Tastyicr grup: Testosteron hormonunun ¢oziiciisii olan etanoliin diger gruplarda
kullanildig: en yiiksek konsantrasyon olan %0,01 olarak eklendigi grup

3- 1 ng/ml testosteron grubu

4- 10 ng/ml testosteron grubu

5- 100 ng/ml testosteron grubu

6- 1 ng/ml FSH grubu

7- 10 ng/ml FSH grubu

8- 100 ng/ml FSH grubu

9- 10 ng/ml testosteron + 1 ng/ml FSH igeren kombine grup

10- 10 ng/ml testosteron + 10 ng/ml FSH iceren kombine grup

11- 1 ng/ml testosteron +10 ng/ml FSH i¢eren kombine grup

12- 1 ng/ml testosteron + 1 ng/ml FSH i¢eren kombine grup

3.4. Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizinin Yapilmasi

Olusturulan gruplarda sican aortik diiz kas hiicrelerinin proliferasyonuna
testosteron ve FSH hormonlarmin etkisini anlamak amaciyla Roche xHUCREigence
RTCA DP cihazi ile 137 saat boyunca hiicre canlilik egrileri degerlendirildi ve kantitatif
sonuglar elde edildi.

Bu amagla:

1. Cihaza 6zel e-plate kuyularina medyum ilave edildi.
2. E-plateler cihaza yerlestirildi.
3. Kuyulara hiicre icermeyen 50 pl medyum konarak cihazda okutuldu.

20



4. Laminar kabin igerisinde, hiicreler cihazda okutulmadan Once yiizey alani
yaklasik 1,04 cm? olan kuyulara, her birinde 3000 hiicre olacak sekilde ekim
yapildi.

5. Hiicrelerin tutunmasi igin 24 saat 37°C sicaklikta ve %5 COz igeren inkiibatdrde
bekletildi.

6. Hiicreler tutunduktan sonra konsantrasyonlari ayarlanmis olan testosteron ve
FSH hormonlart medyum ig¢inde e-platelerdeki kuyulara ilave edildi.

7. E-plateler cihaza yerlestirildi ve 96 saat boyunca proliferasyon egrileri takip
edildi.

8. Hormon uygulamasindan 96 saat sonra deney sonlandirildi.

9. Sonuglar istatistik verileriyle birlikte yorumlandi.

Hiicrelerin, CEDEX XS hiicre sayim cihazi ile sayimlar1 ve Roche xCELLigence
RTCA SP cihaz ile proliferasyon oranlarinin dlgiilmesi islemi Mersin Universitesi Ileri
Teknoloji Egitim, Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde (MEITAM)’da bulunan hiicre
kiiltiirii laboratuvarinda gergeklestirildi.

Hiicre canlililk  egrilerinin  degerlendirilmesi  asagida  belirtilen  gruplar

karsilastirilarak gerceklestirildi:

e Kontrol grubu, 1 ng/ml FSH uygulanan grup, 10 ng/ml FSH uygulanan
grup ve 100 ng/ml FSH uygulanan grup ile
e Tasiyict grubu, 1 ng/ml testosteron uygulanan grup, 10 ng/ml testosteron
uygulanan grup ve 100 ng/ml testosteron uygulanan grup ile
e Hormon dozlarinin kombine olarak verilmesi sonucu olusturulan gruplar
e Tasiyict grup, 1 ng/ml FSH, 10 ng/ml testosteron ve 1 ng/ml FSH
+ 10 ng/ml testosteron igeren kombine grup ile;
e Tasiyict grup, 10 ng/ml FSH, 10 ng/ml testosteron ve 10 ng/ml
FSH + 10 ng/ml testosteron igeren kombine grup ile;
e Tastyict grup, 10 ng/ml FSH, 1 ng/ml testosteron ve 10 ng/ml
FSH + 1 ng/ml testosteron i¢eren kombine grup ile;
e Tastyict grup, 1 ng/ml FSH, 1 ng/ml testosteron ve 1 ng/ml FSH

+ 1 ng/ml testosteron iceren kombine grup ile
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3.5. Immiinofloresan Isaretleme ve Degerlendirme

Immiinofloresan isaretleme icin hiicreler her grupta 4 denek olacak sekilde ve her

kuyuya 3000 hiicre olmak iizere 96 kuyulu petri kaplarina ekildi. Bu islem her boyama

icin 24. ve 72. saatlerdeki isaretlenme yogunlugunu incelemek amaciyla iki kez

tekrarlandi. Hiicrelerin petriye tutunmasi i¢in 24 saat beklendi. Bu siirenin sonunda

deney gruplarina belirlenen konsantrasyonlarda hormonlar eklendi ve 24 saat bekletildi.

Diger grup i¢in ise 72 saat sonunda hormonlar uygulandi. Cav-1 , DNMT1 ve DNMT3a

antikorlar1 ile calisgildi. Bu silirenin sonunda asagida belirtildigi sekilde immiin

isaretleme yapildi:

I
2.

Hiicre medyumlar1 uzaklastirildi.
Hiicreler tuzlu fosfat tamponu (PBS) ile yikandiktan sonra %0,4 ‘lik
paraformaldehit ile 10 dakika fikse edildi.

. PBSile 3’er kez 5 dakika yikand.

PBS icinde hazirlanmis %1°lik Triton X-100 karnistminda 15 dakika
permeabilizasyon yapildi.

%1,5’luk s1g1ir serum albiimin (BSA) ve %0,1’lik Triton X-100 igeren PBS ile
30 dakika blokland.

%1,5’luk BSA ve %0,1’°lik Triton X-100 igceren PBS icinde diliie edilmis primer
antikor soliisyonlar1 damlatildi ve +4°C’de bir gece inkiibe edildi. Cav-1 (N-20,
Santa Cruz, sc 894) antikoru 1:100, DNMT1 (K-18, Santa Cruz, sc10221)
antikoru 1:500, DNMT3a (H-295, Santa Cruz, sc20703) antikoru ise 1:300
oraninda diliie edildi.

PBS ile 3’er kez 5 dakika yikandh.

%1 BSA ve %0,1’lik Triton X-100 igeren PBS i¢inde sekonder (DNMT3a ve
Cav-1 icin donkey anti rabbit, Alexa Fluor, Life Technologies, A21206 ve
DNMTI1 icin donkey anti goat, Alexa Fluor, Life Technologies, A11055)
konsantrasyonlar1 ayarlandi. Her primer i¢in 1:750 oraninda diliie edilmis
florokrom konjuge sekonder antikor ilave edildi ve 90 dakika oda sicakliginda

karanlik ortamda inkiibasyon yapildi.

. Karanlik ortamda 3’er defa 5 dakika PBS ile yikandi.
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10. 0,1-Tug/ml Hoechst 33342 igeren PBS konularak hiicrelerin ¢ekirdekleri de
boyandi.

11. Boyanan hiicreler Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali’nda bulunan Nikon Ti inverted floresan mikroskopta
goriintiilendi ve fotograflandi.

Hiicrelere isaretlenme yogunluguna ImageJ (National Institutes of Health- NIH,
ABD) programiyla skorlama yapildi ve skorlama sonuglar1 asagidaki gibi
degerlendirilerek semi-kantitatif olarak analiz edildi:

Cekilen resimler yukaridaki yazilim kullanilarak 6nce 16 bit gri skalaya ¢evrildi.
(Sekil 3.2). Yazilimin “freehand selection” 6zelligi kullanilarak her kuyudan 20
hiicrenin dis smirlar1 dikkatlice ¢izildi ve hiicreler secildi (Sekil 3.3). Yazilimin
“analyze” meniisiindeki “measure” komutu kullanilarak secilen hiicrelerdeki
isaretlenme derecesi “piksel yogunlugu” olarak o6lciildii. Her bir kuyudaki 6lgiilen
tiim hiicrelerin minimum ve maksimum isaretlenme yogunluk seviyeleri siraland1 ve
en yiiksek degerden en diisiik deger cikarilarak bir isaretlenme araligi elde edildi. Bu
aralik 4 esit parcaya boliindii ve en diislikten en yiiksege dogru bu pargalara denk
gelen hiicreler su sekilde skorlandi:

0: Isaretlenme yok

1: Hafif isaretlenme

2: Orta isaretlenme

3: Yogun isaretlenme
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Sekil 3.2. Resimlerin 6l¢iim i¢in gri skalaya ¢evrilmesi (200X)

2560x1920 pixels; 16-bit; 9.4MB

Sekil 3.3. Gri skalaya ¢evrilen resimler {izerinde hiicrelerin isaretlenmesi (200X)
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ImagelJ programiyla isaretleme yogunlugunun ortalama degerleri {izerinden H skoru

asagidaki formiile gore hesaplandi (106).

H = (0 x %hiicre) + (1 x %hiicres) + (2 x %hiicres) + (3 x %hiicres)

Gruplar aras1 immiinofloresan boyanma yogunluklarinin karsilastirilmasi 24 ve

72. saatlerde olmak iizere her bir antikor i¢in asagidaki sekilde yapildi:

e Kontrol grubu, 1 ng/ml FSH uygulanan grup, 10 ng/ml FSH uygulanan
grup ve 100 ng/ml FSH uygulanan grup ile
e Tastyict grubu, 1 ng/ml testosteron uygulanan grup, 10 ng/ml testosteron
uygulanan grup ve 100 ng/ml testosteron uygulanan grup ile
e Hormon dozlarinin kombine olarak verilmesi sonucu olusturulan gruplar
e Tagiyict grup, 1 ng/ml FSH, 10 ng/ml testosteron ve 1 ng/ml FSH
+ 10 ng/ml testosteron i¢eren kombine grup ile;
e Tastyict grup, 10 ng/ml FSH, 10 ng/ml testosteron ve 10 ng/ml
FSH + 10 ng/ml testosteron i¢ceren kombine grup ile;
e Tasiyict grup, 10 ng/ml FSH, 1 ng/ml testosteron ve 10 ng/ml
FSH + 1 ng/ml testosteron igeren kombine grup ile;
e Tasiyict grup, 1 ng/ml FSH, 1 ng/ml testosteron ve 1 ng/ml FSH

+ 1 ng/ml testosteron i¢ceren kombine grup ile

Hormonlarin zamana bagl etkilerini degerlendirmek i¢in her bir hormonun ayni

dozlar1 24. ve 72. saatlerde karsilastirildi.
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3.6. istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve
Tibbi Bilisim Anabilim Dali’na danisilarak gergeklestirilmistir. Verilerin her grupta
normal dagilima uygunluk kontrollerine Shapiro Wilk testi ile bakildi. Dagilim normal
dagilima uygun bulundu. Calismadan elde edilen veriler i¢in tanimlayici istatistik olarak
ortalama ve standart degerleri verildi. Gruplar arasinda anlamli farklilik olup olmadigini
belirlemek icin ANOVA testi kullanildi. Posthoc testi i¢in kontrol grubuna iligskin
ikiserli karsilagtirmalarda Duncan testi tercih edildi. Verilerin analizi SPSS 11.5 paket
programinda yapildi. Istatistik anlamlilikta p< 0,05 alind.
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4. BULGULAR

4.1.Gercek Zamanh Hiicre Analiz Bulgulan

Hiicre kiiltiirii ortaminda e-platelere ekilen hiicreler 24 saat sonra plate ylizeyine
tutundu. Hiicreler yiizeye tutunduktan sonra Kontrol grubuna higbir islem uygulanmadi.
Kuyulara degisen dozlarda FSH ve testosteron hormonlar1 verildikten sonra ¢ogalma
egrileri sabitlendiginde (hormon uygulanmasindan 113. saat sonra) deney sonlandirildi
ve sonuglar hiicre indeks ortalamalarina bakilarak anlamli bulunan alti farkli saat
(hormon uygulanmasindan 44, 57, 70, 84, 98, 111 saat sonra) secilerek tiim gruplar i¢in
bu saatlerde karsilagtirmalar yapildi (Sekil. 4.1). Platelere ilk olarak sadece medyum
ilave edilip deney baslatildi ve 24 saat sonra degisen dozlardaki hormon
konsantrasyonlari ilave edildi. Bu nedenle hiicre indeks bulgular1 24. saati 0. saat olarak
degerlendirip yorumlandi. Ger¢ek zamanli hiicre analiz sonuglarina gore hiicre sayisinin
gruplar arasinda zamana bagli olarak degistigi ve eklenen hormonlarin hiicre sayisi

artisinda bazi gruplar arasinda fark olusturdugu gortldii (Sekil. 4.1).
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Sekil 4.1. Tiim gruplarin zamana baglh hiicre indeks egrisi [1 ng/ml FSH (F;), 10 ng/ml FSH (F»), 100
ng/ml FSH (F3), 1 ng/ml testosteron (T), 10 ng/ml testosteron (T>) ve 100 ng/ml testosteron (T3), 1 ng/ml
FSH, 10 ng/ml testosteron i¢ceren kombine grup (FT2), 1 ng/ml FSH, 1 ng/ml testosteron, igeren kombine
grup (FiTy), 10 ng/ml FSH, 10 ng/ml testosteron igeren kombine grup (F>T»)10 ng/ml FSH, 1 ng/ml
testosteron igeren kombine grup (F,T1)]

Hiicreler, hiicre indeks ortalama degerleri acgisindan kontrol grubuna gore 1
ng/ml FSH uygulanan grup, 10 ng/ml FSH uygulanan grup ve 100 ng/ml FSH
uygulanan grup ile karsilastirildiginda, 10 ng/ml FSH uygulanan grupta hormon
uygulanmasina bagli olarak 44. saatte azalan etkinin anlamli olarak azaldigi goriildii
(p<0,05). (Sekil. 4.3). 98. ve 111. saatlerde ise 100 ng/ml FSH uygulanan grupta
kontrole gore artan etkinin istatistiksel agidan anlamli oldugu gosterildi (p<0,05) (Sekil.
4.7-4.8).
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Sekil. 4.2. Kontrol, 1 ng/ml FSH (F,), 10 ng/ml FSH (F>) ve 100 ng/ml FSH (F3) uygulanan gruplarin
zamana bagli hiicre indeks egrisi
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Sekil. 4.3. Kontrol, 1 ng/ml FSH (F1), 10 ng/ml FSH (F>) ve 100 ng/ml FSH (F3) uygulanan gruplarin 44.
saatte hiicre indeks ortalamalart
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Sekil. 4.4. Kontrol, 1 ng/ml FSH (F;), 10 ng/ml FSH (F>) ve 100 ng/ml FSH (F3) uygulanan gruplarin 57.
saatte hiicre indeks ortalamalar1
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Sekil. 4.5. Kontrol, 1 ng/ml FSH (F,), 10 ng/ml FSH (F>) ve 100 ng/ml FSH (F3) uygulanan gruplarin 70.
saatte hiicre indeks ortalamalar:
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Sekil. 4.6. Kontrol, 1 ng/ml FSH (F;), 10 ng/ml FSH (F>) ve 100 ng/ml FSH (F3) uygulanan gruplarin 84.
saatte hiicre indeks ortalamalar1
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Sekil. 4.7. Kontrol, 1 ng/ml FSH (F,), 10 ng/ml FSH (F>) ve 100 ng/ml FSH (F3) uygulanan gruplarin 98.
saatte hiicre indeks ortalamalar:

31



3,507

3,007

95% Cl s135
I8
it

)
o
=]

1

1,507

1,00

T
Kontrol F1 F2 F3

grup

Sekil. 4.8. Kontrol, 1 ng/ml FSH (F,), 10 ng/ml FSH (F;) ve 100 ng/ml FSH (F3) uygulanan gruplarin
111. saatte hiicre indeks ortalamalar1

Sican aort diiz kas hiicrelerinin, hiicre indeks ortalama degerleri agisindan
tagtyict grup ile 1 ng/ml testosteron uygulanan grup, 10 ng/ml testosteron uygulanan
grup ile 100 ng/ml testosteron uygulanan grup karsilastirildiginda, hiicre indeks
ortalama degerleri agisindan 100 ng/ml testosteron uygulanan grupta tiim saatlerdeki

azalma istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05) (Sekil 4.10-4.15).
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Sekil 4.9. Tasiyici, 1 ng/ml testosteron (T), 10 ng/ml testosteron (T2) ve 100 ng/ml testosteron (T3)
uygulanan gruplarin zamana bagli hiicre indeks egrisi
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Sekil 4. 10. Tasiyic1 (EtOH), 1 ng/ml testosteron (T;), 10 ng/ml testosteron (T>) ve 100 ng/ml testosteron
(T3) uygulanan gruplarin 44. saatte hiicre indeks ortalamalar1
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Sekil 4.11. Tasiyic1 (EtOH), 1 ng/ml testosteron (T1), 10 ng/ml testosteron (T2) ve 100 ng/ml testosteron
(T3) uygulanan gruplarin 57. saatte hiicre indeks ortalamalar1

1,254

1,00

0,754

95% Cl s94

0,507

0,254 |

EtOH T T2 T3
grup

Sekil 4.12. Tastyict (EtOH), 1 ng/ml testosteron (T1), 10 ng/ml testosteron (T2) ve 100 ng/ml testosteron
(T3) uygulanan gruplarin 70. saatte hiicre indeks ortalamalari
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Sekil 4.13. Tasiyic1 (EtOH), 1 ng/ml testosteron (T1), 10 ng/ml testosteron (T>) ve 100 ng/ml testosteron
(T3) uygulanan gruplarin 84. saatte hiicre indeks ortalamalar1
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Sekil 4. 14. Tasiyic1 (EtOH), 1 ng/ml testosteron (T;), 10 ng/ml testosteron (T2) ve 100 ng/ml testosteron
(T3) uygulanan gruplarin 98. saatte hiicre indeks ortalamalar1
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Sekil 4. 15. Tastyic1 (EtOH), 1 ng/ml testosteron (T1), 10 ng/ml testosteron (T2) ve 100 ng/ml testosteron
(T3) uygulanan gruplarin 111. saatte hiicre indeks ortalamalari

Gergek zamanli hiicre analiz sonuglarina gore hiicre indeks ortalama degerleri

karsilastirilan diger gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamastir.

4.2. immiinofloresan isaretleme Bulgular
Hiicre kiiltiirii ortaminda 96 well plate icinde bulunan sigan aortik diiz kas

hiicrelerine  %0,01 etanol ve degisen konsanrtasyonlarda testosteron ve FSH

uygulandiktan 24 saat ve 72 saat sonrasinda Cav-1, DNMT1 ve DNMT3a
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ekspresyonlar1 immiinofloresan isaretleme ile degerlendirildi. Kontrol grubuna hiicreler

eklendikten sonra higbir islem yapilmadi.

4.2.1. Kaveolin-1 Isaretleme Bulgular:
Cav-1 isaretlenme yogunluklari i¢in kontrol ve tasiyict gruplari arasinda, 24. ve

72. saatlerde yapilan karsilastirmada istatistiksel agidan anlamli bir fark gézlenmedi

(Sekil 4.16-4.17).
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4.2.2. DNMT1 isaretleme Bulgular

DNMTT isaretlenme yogunluklar1 i¢in kontrol ve tastyici gruplart arasinda 24.
saat ve 72. saatlerde yapilan karsilastirmada istatistiksel ac¢idan anlamli bir fark

gozlenmedi (Sekil 4.18-4.19).
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4.2.3. DNMT3a isaretleme Bulgular

DNMT3a isaretlenme yogunluklari i¢in kontrol ve tasiyici gruplart arasinda 24.
ve 72. saatlerde karsilagtirmalar yapildi. 72. saatte DNMT3a isaretlenmesinin kontrol
grubuna gore 1 ng/ml FSH uygulanan grupta azaldigi, tasiyici gruba gore ise 10 ng/ml
testosteron uygulanan grupta arttig1 ve 1 ng/ml FSH + 10 ng/ml testosteron uygulanan
kombine grupta azaldigi ve bu artis ve azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu

gozlendi (p<0,05) (Sekil 4.21).
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5. TARTISMA

Kardiyovaskiiler hastaliklar, omiir uzunlugunu etkileyen ve Oliime neden
olabilen dnemli hastaliklarin baginda gelmektedir. Ateroskleroz, arter duvarinda plak
olusumu ile karakterize kardiyovaskiiler hastaliklarin bir sonucu olarak ortaya
cikmaktadir (80). Arter duvarinda meydana gelen bir hasar, burada bulunan endotel
hiicrelerini uyarir ve bu durumun bir sonucu olarak damar duvarinda bulunan diiz kas
hiicrelerinin migrasyonu ve proliferasyonu gerceklesir. Hasarin uzun siire devam etmesi
halinde damar liimeni daralir ve ltimen igindeki kan akimi zorlasir (8). Ateroskleroz gibi
komplike bir hastaligin altinda yatan sebepleri anlamaya ¢alismak zorlu bir istir. Ciinkii
cevresel ve/veya genetik kaynakli bir ¢ok etkene bagl gelisebilmektedir. Bu ylizden bu
hastalikla iligkili her bir bilimsel bulgu, aterosklerozun anlasilmasi agisindan ¢ok
onemlidir. Ostradiol (E2), testosteron, seks hormonu baglayic1 globiilin (sex hormone
binding globiilin, SHBG) ve FSH gibi endojen cinsiyet hormonlarinin aterosklerozun
ilerlemesi ile iligkili olup olmadigini anlamak icin galigmalar yapilmaktadir. Ostrojen
Reseptor o (ERa) knock out farelerle yapilan ¢alismalarda vaskiiler diiz kas hiicre
proliferasyonuna karst korumanin bozuldugu ve vaskiiler hasar sonrasi medyal
kalinlagsmada artis oldugu gosterilmistir (1).

Calismamizda in vitro ortamda sigan aort diiz kas hiicreleri iizerinde testosteron
ve FSH hormonlarimin gesitli dozlarda ve iki hormonun birlikte verilmesi durumunda,
bu hiicrelerde ne gibi farkliliklar yaratacaginin dahasi bu olasi farkliliklarin altinda
yatan metabolik ve epigenetik nedenlerin anlasilmasi amagclandi. Bu farkliliklar
gozlemleyebilmek icin hiicrelerin gercek zamanli hiicre analizi ile proliferasyon
Ozellikleri ve immiinofloresan isaretleme ile protein ve metilasyon boyanma
yogunluklar1 degerlendirildi.

Yaptigimiz literatiir aragtirmalarinda, {ireme sistemi lizerinde 6nemli bir roli
bulunan FSH’in, diiz kaslardaki etkisiyle ilgili veya kardiyovaskiiler hastaliklarla
iliskisini gosteren yeterli sayida ¢aligmaya rastlanmadi. insan miyometrial diiz kas

hiicreleri iizerinde yapilan c¢alismalarda FSH uygulanan hiicrelerin hCG cevabi
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calisilmig ve bunlarin FSH reseptoriine sahip oldugu gosterilmistir (21). Ayn1 calismada
LH ile birlikte uygulanan FSH’in bu hiicrelerde mitojenik aktiviteyi uyardigi
gosterilmistir. Calismamizda uygulanan FSH dozunun erken saatlerdeki proliferasyonu
azaltic1 etkisi diisiik dozlarda (10 ng/ml,) istatistiksel olarak anlamliyken ilerleyen
saatlerde yiiksek dozda (100 ng/ml) proliferasyonu arttirict etkisi anlamli bulunmustur.
(Sekil 4.3-4.8) Bu durumun hiicre i¢indeki genomik ya da non genomik olaylardan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Yiiksek dozdaki FSH’in proliferatif etkisinin diger
dozlara gore daha geg¢ saatlerde anlamli bulunmasi genomik olaylarin igleyisinin zaman
alan bir siire¢ olmasindan kaynaklanabilecegi erken saatlerde diisiik dozlardaki etkinin
non genomik oldugu ve zamanin ilerlemesine bagli olarak bu etkinin ortadan kalkmis
olabilecegi sonucuna varildi.

Cok sayida klinik ¢alisma, testosteronun kardiyovaskiiler hastaliklardaki olumlu
etkilerini rapor etmistir (107-109). Erkeklerde kandaki testosteron seviyesinin diisiik
olmasi ile koroner kalp hastaliklarinin sik gbézlenmesi arasinda pozitif bir korelasyon
oldugu bildirilmistir (109). Testosteronun diiz kas hiicreleri lizerine etkileri ile ilgili
yapilan in vitro ve/veya in vivo g¢alismalarin biiyiikk ¢ogunlugu testosteronun kasilma
durumuna olan etkileri tizerine yogunlasmistir (109-112, 115, 116). Koroner arter
hastalig1 bulunan kisilerde testosteronun potansiyel tedavi edici etkisini gostermek i¢in
yapilan bir ¢ok klinik ¢alisma sonucunda, testosteronun damar gevsetici 6zelligi rapor
edilmistir (31, 32, 39, 40). Testosteronun bu metabolizmay1 nasil gergeklestirdigi ile
ilgili bir cok calisma mevcuttur (40, 45- 48). Ancak diiz kas hiicreleri iizerine
testosteronun proliferatif 6zelligi ile ilgili yeterli sayida calisma mevcut degildir.
Testosteronun bir ¢ok hiicre tipinde pro-apoptotik ve anti-apoptotik etkisi oldugu
bilinmekle birlikte, erkek farelerin diiz kas hiicreleri lizerinde in vitro bir ¢alismada,
bazal mitokondriyon sayisini azaltarak ve bazi apoptotik yolaklar1 uyararak pro-
apoptotik bir androjen oldugu bildirilmistir (117). Yapilan baska caligmalarda ise
testosteronun konsantrasyona bagli olarak proliferasyonu durdurdugu gosterilmistir (31-
33). Yapmis oldugumuz c¢alismada, uygulanan dozlar arasinda diisiik testosteron
konsantrasyonu uygulanan gruplarda (1 ng/ml ve 10 ng/ml) tasiyic1 gruba gore
proliferatif etkiyi azaltict yonde bir gelisme gozlenmezken, yiiksek testosteron
konsantrasyonuna sahip gruplarda (100 ng/ml) proliferasyonda azalma gozlendi ve bu

sonuglar istatistiksel agidan anlamli olarak bulundu. Ayni zamanda bu fark segilen tiim
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saatler icin de benzer bulundu (Sekil 4.10-4.15). Koroner arter hastaliklariin
patofizyolojisinde vaskiiler diiz kas hiicre apoptozu ve sitokin aktivasyonunun etkin
oldugu bilinmektedir. Aterosklerozda, plak gelisimi ve bagisikligi yatistirici etkisi
iizerinde testosteronun pro-inflamatuar sitokin aktivitesini bastiran, apoptozu durduran
ve proliferasyonu arttiran bir faktdr oldugu bildirilmistir (118). Bu durum bizim
bulgularimizla  ¢elismektedir. ~ Ancak  deneyimizin  in  vitro  ortamda
gerceklestirilmesinden ve in vivo ortamda diiz kas hiicrelerinin bir ¢ok diger baska
faktorden etkilenmesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Kaveolalarin ve kaveolinlerin tiim hiicre tiplerinde, hiicre metabolizmasinda
onemli gorevleri bulunmaktadir. Kaveolinler, kaveolalarin yap1 birimidir ve kaveolin
protein ailesinin bir {iyesi olan Cav-1’in diiz kas fizyolojisi ve patofizyolojisinde etkili
bir role sahip oldugu bildirilmistir (103). Ayn1 zamanda Cav-1 eksikligi olan aortik diiz
kas hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve endotelin temelli sinyal transdiiksiyonunda
sorunlara yol actig1 yapilan caligmalarla gosterilmistir (119). Cav-1 ekspresyonunun
baskilanmasinin hiicrelerin androjenlere karsi duyarli olmasina neden oldugunu ve in
vivo olarak androjenlere karst bu direncin artan Cav-1 seviyesiyle baglantili oldugunu
gosteren sonuclar da literatiirde yer almaktadir (81). Bazi kanser hiicrelerinin
androjenlere kars1 diren¢ kazanmasi ile kaveolin protein seviyeleri arasinda bir iliski
oldugu, androjen reseptor direnci artan hiicrelerde kaveolin ekspresyonlarinin da artmis
oldugu gosterilmistir (120). Ayrica, prostat kanser hiicreleri ile yapilan bazi in vitro
caligsmalarda testosteronun Cav-1 transkripsiyonunu uyardigi ve artan testosteron
konsantrasyonunun prostat kanser hiicre canliligini ve koloni gelisimini arttirdigi
bildirilmistir (121). Bu bulgular, androjen reseptdr sinyalinin Cav-1 gen ve protein
ekspresyonunun kontrol mekanizmasin1 degistirebileceginin  bir kanitidir ¢linkii
hiicrelerde androjen reseptor fonksiyonu hormon baskilanmis asamada da devam
etmektedir. Ayrica yapilan son c¢aligmalarda insan folikiil uyarict hormon reseptdrii
(human follicle-stimulating hormone receptor, hFSHR) ile kaveolalar arasinda bir iligki
oldugu bildirilmektedir. Miralles ve arkadaslarinin (122) HEK293 hiicreleri ile yapmis
oldugu molekiiler diizeyde bir ¢alismada, plazmit transfeksiyonu ile bir grupta siirekli
Cav-1 eksprese etmeleri saglanmistir (Cavl/WT ). Diger grupta ise Cav-1’in bir
izoformu olan S80E transfeksiyonu sonucu siirekli bu izoformu eksprese etmemesi

saglanmis (Cav1/S80E) olup iki grupta hiicrelerin kinaz aktivitesi 0-15 dakikalik siirede
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belirli zamanlar secilerek incelenmistir. Ilk siirelerde kinaz aktivitesi ile ilgili bir etki
gozlenmezken 15. dakikada mutant kaveolin iireten hiicrelerde (Cav1/S80E) kinaz
aktivasyonunun belirgin bir sekilde yiiksek oldugu bildirilmistir. Kinaz aktivitesinin
hiicrelerin sinyal iletimi, apoptoz ve proliferasyonu tlizerinde rol aldig: bilinmektedir ve
sebeple FSH’in hiicre i¢ine alinmasinda kaveolinlerin etkili olabilecegi
diisiiniilmektedir. hFSHR iizerinde kaveolin diizenlenmesini anlamak i¢in yapilan bu
calismada hiicrelerde FSH reseptorleriyle Cav-1 arasinda bir iligki oldugunu, FSH
resepetdr varligmin Cav-1 ekspresyonlarmi ilk bes dakikalik silirede etkilemeyip
ilerleyen zamanlardaki (15 dakika) Cav-1 mutant formun ekspresyonunu arttirdigini
gostermistir. Calismamizda, farkli dozlarda testosteron ve FSH uygulanmig aortik diiz
kas hiicrelerinin Cav-1 protein igaretlemesi yapildi. Tiim gruplarda Cav-1’in boyanma
yogunlugu agisindan fark gozlenmedi. Cav-1’in farkli zamanlara bagli boyanma
yogunlugu acgisindan da istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmadi. Bu durum aortik
diiz kas hiicrelerinde FSH reseptoriiniin bulunmamasindan ve bu hiicrelerin Cav-1
ekspersyon miktarinin FSH hormonuna kars1 fark edilir bir yanit olusturamasindan
kaynaklaniyor olabilir. Ayrica, eklenen dozun yanit olusturmak i¢in yeterli olmamasi da
bu sonuca yol agmis olabilir.

Insan genomunda DNA’y1 etkileyen birgok intirinsik ve ekstrinsik faktor oldugu
bilinmektedir. Bu faktorler genin ifadesini etkileyen ve geri doniisiimlii veya kalitilabilir
epigenetik degisikliklere neden olabilmektedir. Diiz kas hiicrelerinin epigenetik
degisiklikleri genel olarak histon modifikasyonlar1 yoniindedir (123). DNA
metilasyonun bu hiicreler iizerindeki roliiyle ilgili sirli sayida literatiir bilgisi
bulunmaktadir. Mevcut bilgiler insan ve hayvan ¢alismalarinda, aterosklerotik lezyon
olusumlarinda, diiz kas hiicre farklanmasinda DNA hipometilasyonu oldugu yoniindedir
(76, 77). En ileri asamada ateroskleotik lezyona sahip hastalarin genomlari
incelendiginde hipometilasyon goriildiigli son calismalarda gosterilmistir (76). Yapilan
in vitro c¢alismalarda da aortik diiz kas hiicrelerinin ilk replikasyonlarinda
hipometilasyon belirgin bir sekilde gozlendigi bildirilmistir (76, 77). Yapmis
oldugumuz c¢alismada, testosteron ve FSH hormonlarina farkli dozlarda ve belirli
zamanlarda maruz birakilan aortik diiz kas hiicrelerinin epigenetik degisiklikleri
incelendi ve sonuglar immiinofloresan olarak isaretlenen hiicrelerin bulgular1 g6z oniine

almarak degerlendirildi. Calismamizda kullanilan DNMT1 ve DNMT3a metilasyon
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isaretlemesinde, boyanma yogunlugu agisindan gruplar arasinda hormonlara baglh
farklilik gozlenmedi. Bu isaretlemelerde zaman agisindan da bir farklilik yoktu. 72.
saatte DNMT3a metilasyon isaretlenmesinde tek basina 10 ng/ml testosteron uygulanan
grupta isaretlenme yogunlugu agisindan bir artis gozlenirken, tek basina 1 ng/ml FSH ve
1 ng/ml FSH+10 ng/ml testosteron ile olusturulan kombine dozlar1 igeren grupta anlamli
azalma gozlendi. DNMT3a de novo metillenmeyi katalizleyen bir enzimdir ve de novo
metilasyon hiicrenin ihtiyact halinde, geri doniistiiriilebilen ve kalitilmayan bir olaydir.
[saretlenme yogunlugunun sadece 72. saatte 1 ng/ml FSH ve 1 ng/ml FSH+10 ng/ml
testosteron ile olusturulan kombine dozlar1 igeren grupta azalan yonde anlamli ¢ikmasi,
FSH’in epigenetik etkisinin, ilerleyen zamana bagli olarak ortaya ¢ikabilecegini

distindiirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yaptigimiz ¢alismayla testosteron ve FSH hormonlarinin diiz kas hiicreleri
tizerindeki in vivo etkileri ve bu etkilerin proliferatif ve epigenetik sonuglari
degerlendirilmistir. Sonug olarak, elde ettigimiz bilgiler g6z 6niine alindiginda,

1. FSH’1in 10 ng/ml uygulanan dozunda proliferasyonun erken saatlerde azaldig1
ve ilerleyen saatlerde 100 ng/ml olan FSH dozunun proliferasyonu arttirici bir etkisinin
oldugu gosterildi. FSH etkisini erken saatlerde diisiik dozlarla non-genomik (6r.
reseptor aracili) bir yoldan gosteriyorken, daha ge¢ saatlerde genomik etkinin 6n plana
cikiyor olabilecegi ve bu etki i¢in de yliksek dozlarda FSH gerekli olabilecegi sonucuna
ulagildi.  Bu bilginin  dogrulanabilmesi ve olasi mekanizmalarin  agikliga
kavusturulabilmesi i¢in daha fazla caligma yapilmasi gerektigi sonucuna da ulasildi.

2. Testosteronun proliferasyonu azaltict etkisi oldugu goriildii. Bu etki, artan
dozla birlikte artis gostermekteydi. Bu hormonun diiz kas hiicreleri iizerinde pro-
apoptotik etkileri de bilindigi i¢cin devam g¢aligmalarimizda apoptotik yolaklarin ve bu
yolaklarin etki mekanizmalarinin da ¢alisilmasinin yararli olacagini diisiindiik.

3. Ca™ metabolizmasinda ve diger birgok hiicre fonksiyonunda etkili oldugu
bilinen kaveolanin temel proteinlerinden biri olan kaveolinlerin baslica bir {iyesi olan
Cav-1’in immiinofloresan isaretlemesi yapildi. Sonuglar gruplar arasi degerlendirildi.
Ayni zamanda isaretlenmenin zamana bagl degisimi de incelendi. Cav-1’in boyanma
yogunlugu acisindan gruplar arasinda bir fark olusturmadigi bulundu. Kurguladigimiz
deney kosullarinin in vitro olmasi ve ortamda sadece diiz kas hiicrelerinin bulunmasinin
gruplar aras1 fark ¢ikmamasinda etkili olabilecegi diistiniildii. Hiicrelerin in vivo
ortamda hormon ve benzeri molekiillere yanitlarinin farkli olabilecegi, sonraki
caligmalarda bu olasiligin géz Onilinde bulundurularak in vivo FSH uygulama
denemelerinin de yapilmasi gerektigi sonucuna ulasildi.

4. DNA metilasyonu, hiicrenin bir¢ok aktivitesi lizerinde dnemli etkiye sahiptir.
Yapmis oldugumuz ¢aligmada, parakrin olarak uyarilan diiz kas hiicrelerinin epigenetik
degisiklikleri DNA metilasyon enzimleri isaretlenerek degerlendirildi. Gruplar arasinda

boyanma yogunlugu a¢isindan anlamli farklilik gézlenmedi. Bu durum zamana baglh
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degerlendirildiginde de boyanmalar arasinda fark yoktu. Calismanin sadece in vitro
ortamda yapilmis olmasi bu parametrenin degerlendirilmesini kisitlayict bir eksiklik
olarak degerlendirilmektedir. Diiz kas hiicreleri, in vivo kosullarda ¢ok daha zengin ve
karmasik bir mikrocevrede yer almaktadirlar. Bu kosullarda hiicrelerin epigenetik
Ozellikleri deney kosullarimizdan farklilik gosterebilir. Bu nedenle, fark tespit
edemedigimiz diger parametrelerle birlikte epigenetik degisikliklerin in vivo olarak da
tekrar analiz edilmesi geregi diisiiniildii. Diiz kas hiicreleri iizerinde DNA metilasyonu
ile ilgili yeterli sayida ¢aligma bulunmadigi i¢in bulmus oldugumuz sonugclar literatiir
bilgisi acgisindan Onemlidir. Bu konuyla ilgili daha fazla sayida calismaya ihtiyag
duyulmaktadir.

Yukarda belirtilen tiim sonuglar elde ettigimiz bulgular degerlendirilerek ortaya

konmustur.
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