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OZET
Bu tezde seks hormonlari, estrojen ve progesteronun, preadipositlerin
(83T3-L1) olgun yag hucrelerine diferansiyasyonuna ve bu hucrelerden leptin,
rezistin, adiponektin, TNF-a, IL-6 gibi adipostokinlerin saliveriimesine olan
etkilerini incelemeyi ve ayrica bu etkilere, eder varsa, Rho/Rho kinaz yolaginin

katkisini arastirmayi amacladik.

Bu amacla estradiol (10°, 10®, 107, 10° 10®° ve 10* M), hiicre igine
giremeyen bir estrojen anologu olan sigir serum albumini (BSA) ile konjuge edilmis
estradiol (Ex-BSA, 10°, 10, 107, 10°, 10 ve 10* M), progesteron (10%, 107 ve
10° M), Rho kinaz inhibitérii Y-27632 (10° M) ve klasik estrojen reseptor
blokérii, ICl 182,780 (10° M) tek baslarina veya kombine olarak 3T3-L1
hlcrelerine 2, 4, 6 ve 8 gin boyunca uyguladik. Bu hormonlarin adiposit
diferansiyasyonu Uzerine olan etkisi, lipid spesifik bir boya olan Qil red O ile

degerlendirildi.

Baska bir deney serisinde diferansiye olmus adipositlerde estrojen (10°®,
10%, 107, 10°, 10°ve 10* M), Ex-BSA (10®, 10%, 107, 10°, 10°ve 10* M) ve
progesteronun (10, 107, 10 ve 10° M) leptin, adiponektin, rezistin, TNF-a ve
IL-6 gibi sitokinlerin saliverilmesi Uzerine etkileri, Y-27632 (10° M) ve ICI
182,780 varliginda ve yoklugunda, arastirildi.

Diger taraftan, seks hormonlarinin adiposit diferansiyasyonu (zerine
etkilerine  Rho/Rho-kinaz yolaginin katkisini sorgulamak amaciyla, ROCK
inhibitorld Y-27632 kullanimina ek olarak, RhoA, ROCK-1 ve ROCK-2 protein

ekspresyon diuzeyleri Western-blot yontemi arastirildi.

Estrojen ve membran impermeabl estrojen analogu olan E>-BSA,
adiposit diferansiyasyonuna farkli gunlerde farkli sekilde etki etmektedir. Soyle
ki; diferansiyasyon surecinin baslangicinda gerek 173-estradiol gerekse E>-BSA
diferansiyasyonu azaltmaktadir. 4-6. gunlerde ise tam tersine bu estrojenik
maddeler diferansiyasyonu artiriyor gibi gorinmektedir. Buna karsilik 8. glinde
ise etkisiz bulunmuslardir. Y-27632, estrojenin etkilerini degistirmedi. Ancak, tek
basina uygulandiginda adiposit diferansiyasyonunu 2. gunde arttirmaktadir.
Diger taraftan ICI 182,780 de 17p-estradiolin diferansiyasyon uzerine etkisini
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degistirmedi. Ancak Y-27632 gibi IClI 182,780 de tek basina adiposit
diferansiyasyonunu arttirdi. 8. gunde ise, ilging olarak, ICl 182,780 adiposit

diferansiyasyonunu azalttigi gozlendi.

ROCK inhibitdrt Y-27632, E>-BSA'nin adiposit diferansiyasyonu Uzerine
etkisini  degistirmedi. Ancak tek basina uygulanmasinin  adiposit
diferansiyasyonunu arttirdigi goézlendi. Ayni sekilde, klasik estrojen reseptor
blokort ICl 182,780, E>-BSA'nin 3T3-L1 hucre diferansiyasyonu Uzerine etkisini
degdistirmedi. Buna karsilik, tek basina uygulandiginda ise diferansiyasonu
arttirdi. Ancak 8 gun boyunca uygulandiginda ise tam tersi diferansiyasyonu

azalttigi bulundu.

Diger bir seks hormonu olan progesteron, kullanilan konsantrasyonlarda
ve uygulanan sure boyunca, adiposit diferansiyasyonu uzerine anlamli bir etki

olusturmadi.

3T3-L1 preadipositlerde 17B-estradiol, progesteron ve ICl 182,780, leptin
saliverilmesini degistirmedi. Ancak, Y-27632 ve onun 17(3-estradiol ile

kombinasyonu, leptin saliveriimesini anlamli olarak artirdi.

17B-estradiol, 10®, 107 ve 10® M konsantrasyonlarda rezistin
saliverilmesini arttirirken diger konsantrasyonlarda anlamli bir etki bulunmadi.
ilging olarak ROCK inhibitérii Y-27632, 17B-estradioliin bu etkisini antagonize
etti. Ancak klasik estrojen reseptor blokort ICI 182,780 17B-estradiolln rezistin
saliveriimesi Uzerine etkisini degistirmedi fakat tek basina uygulanan ICI
182,780 rezistin duzeylerini anlamli olarak azaltti. Diger taraftan, progesteron

rezistin saliverilmesi Uzerine etki gostermedi.

17B-estradiol, genel olarak adiponektin saliverilmesini anlamli olarak
azaltt. ilging olarak Y-27632, bu etkiyi tersine cevirdi. IClI 182,780, 17B-
estradiol’dn etkisini degistirmezken, tek basina uygulanmasi adiponektin
duzeylerini arttirdl. Progesteron ise, uygulanan konsantrasyonlarda, adiponektin
dlzeylerini arttirirken, Y-27632 ve 17B-estradiol ile kombinasyonu bu etkiyi

tersine cevirmedi.
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17B-estradiol (10°-10° M), TNF-a saliveriimesini degistirmezken, 10 M
konsantrasyonda saliverilmeyi anlamli olarak artirdi. Rho-kinaz enzim inhibitoru
Y-27632, TNF-a duzeylerini arttirdigi bulundu. Bununla birlikte 173-estradiol’in
ICl 182,780 ile kombinasyonu TNF-a saliveriimesi Uzerine etki gostermedi.
Diger taraftan progesteron da TNF-o saliveriimesi Uzerine anlamli bir etki
olusturmadi.  Ayrica progesteronun  17B-estradiol ve Y-27632 le
kombinasyonlari da, TNF-a saliverilmesi Uzerine her hangi bir etki meydana

getirmedi.

17B-estradiol, kullanilan hi¢bir konsantrasyonda IL-6 saliveriimesini
etkilemedi. Ancak klasik estrojen reseptor blokoru ICl 182,780, IL-6 duzeylerini
anlamli  bir sekilde azaltti. Diger taraftan, progesteron, uygulanan
konsantrasyonlarda IL-6 duzeylerini azaltirken, Y-27632 ve 173-estradiol

kombinasyonu bu etkiyi degistirmedi.

17B-estradiol (10, 10%, 107, 10°, 10° ve 10™* M) ve progesteron (107,
107 ve 10 M) kullanilan konsantrasyonlarda ve uygulanan siirede ROCK-1,
ROCK-2 enzimi ve RhoA protein ekspresyon duzeylerini anlamli olarak

degistirmedi.

Ozet olarak, 17B-estradiol ve hiicre igine giremeyen analogu olan E-
BSA’'nin adiposit diferansiyasyonu Uzerine farkli strelerde farkh etkiler meydana
getirmektedir. Erken donemde 17B-estradiol ve E»-BSA (2. gunde)
diferansiyasyonu azaltirken ara donemlerde (4-6. gunlerde) diferansiyasyonu
arttirdi. Daha ge¢ dénemde ise (8. ginde) adiposit diferansiyasyonu Uzerine bir
etki olusturmadi. Rho kinaz enzim inhibitord Y-27632 ve klasik estrojen reseptor
blokora ICI182,780 17B-estradiollin etkilerini degistirmedi ancak tek baglarina
uygulandiginda her iki madde de adiposit diferansiyasyonunu genellikle artirdi.
Progesteronun adiposit diferansiyasyonuna bir etkisi yoktu. 17p-estradiol ve
progesteron, leptin ve TNF-a duzeylerini degistirmedi. Ayrica, 17B-estradiolln,
IL-6 duzeylerini etkilemedidi buna karsilik, rezistin duzeylerini arttirdigi ve
adiponektin seviyelerini ise azalttigi bulundu. Progesteron ise rezistin
seviyelerini degistirmezken adiponektin duzeylerini arttidi ancak IL-6 duzeylerini

azaltti.
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Sonug olarak, baslica estrojenik hormon olan 17-estradiol, preadiposit
diferansiyasyon surecine farkli zaman dilimlerinde farkh etkilerle katki
saglamaktadir. Ancak, bu etkilere Rho/Rho-kinaz yolaginin ve klasik estrojen
reseptorlerinin araciliyi géruinmemektedir. Buna karsilik, Rho-kinaz inhibisyonu
adipogenezi artirmaktadir. Klasik estrojen reseptdr blokort olarak bilinen ICI
182780’in tek basina adipogenezisi artiyor olmasi onun baska bir etkisinden
(6rnegin GPER reseptorleri Gzerinden agonistlik etkisinden) kaynaklanabilir.
Progesteronun diferansiyasyon Uzerine bir etkisi gérinmemektedir. Diger
taraftan olgun yag hucrelerinden adipositokin saliveriimesi Uzerine de bu iki
hormonun farkli etkileri bulunmaktadir ve bu sekilde gesitli metabolik olaylara

katki saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Estrojen, Progesteron, Adiposit Diferansiyasyonu,

Adipositokinler, Rho kinaz.
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ABSTRACT
Effects of Estrogen and Progesteron on Adipocyte Diferentiation and
Adipocytokine Release in Preadipocyte Cell Line, 3T3-L1: Possible

Involvement of Rho/Rho-Kinase Signaling

In this study we aimed to investigate possible effects of sex hormons,
estrogen and progesterone on the differantiation of preadipocyte (3T3-L1) to
mature adipocyte on the synthesis and release of adipocytokines from these
cells such as leptin, resistin, adiponectin, TNF-a and IL-6, and the involvement

of a novel signaling pathway, if any Rho/Rho-kinase in both of effects.

For these purposes estradiol (10°, 10® 107, 10° 10®° and 10* M), a
membrane-impermeabl form of estradiol, which is conjugated with bovine serum
albumin (estradiol-BSA, 10®, 108, 107, 10®, 10®° and 10* M) and progesterone
(10®, 107 and 10° M), a Rho kinase inhibitor Y-27632 (10 M), and to assess
the role of estrogen receptor ICl 182,780 (10° M) alone or in combination
treated to 3T3-L1 cells during day 2, 4, 6 and 8. To evaluate the effect of these

hormones on adipocyte differentiation, lipid-specific Oil Red O, a dye was used.

In another set of experiments in differentiated adipocytes effect of
estrogen (10°, 108, 107, 10°, 10° and 10™ M), estradiol-BSA (10, 10°®, 107,
10°, 10° and 10™® M) and progesterone (10%, 107 and 10° M) on leptin,
adiponectin, resistin, TNF-a and IL-6 release were assessed at the presence
and absence of Y-27632 (10 M) and ICI 182,780.

On the other hand to investigate the contribution of Rho/Rho-
kinase pathway on the sex hormones induced adipocyte differentiation, a ROCK
inhibitor Y-27632 and RhoA protein and its downstream effectors ROCK-1 and
ROCK-2 expression levels were assessed by Western-blot.

Estrogen and a membrane impermeabl estrogen analog E>-BSA has
diverse effect on adipocyte differentiation at different day of differentiation. That
is; at the beginning of the differentiation process both 173-estradiol and E>-BSA
decrease the differentiation. In contrary of this estrogenic substances seems to
increase differentiation on the day 4-6. However, they were found ineffective in
the day 8. Y-27632 did not changed the estrogens effecs. However increased

adipocyte differentiation on the day 2 when applyed alone. On the other hand
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also ICI 182,780 did not changed effect of 17p-estradiol on adipocyte
differentiation. But, similar to Y-27632, also ICI 182,780 alone increased
adipocyte differentiation. Interestingly, IClI 182,780 decreased adipocyte
differentiation on the day 8.

ROCK inhibitor Y-27632 did not changed effect of E,-BSA on adipocyte
differentiation. But alone administration of Y-27632 increased adipocyte
differentiation. In a similar manner classical estrogen blocker ICI 182,780, did
not changed effect of E>-BSA on 3T3-L1 cell differentiation. In contrast when
applyed alone increased differentiation. But when apllyed during 8 days
decreased differentiation.

However progesterone which is another sex hormone did not any
significant effect on adipocyte differentiation during applying time course at the
concentrations tested.

17B-estradiol, progesteron and ICI 182,780 did not changed leptin
release from 3T3-L1 preadipocytes. However Y-27632 alone or combination
with 17B-estradiol significantly increased leptin release. While 17(3-estradiol,
increased resistin release at the 102, 107 ve 10° M concentrations it did not
create any significant effect at the other concentrations tested. Interestingly, a
ROCK inhibitor Y-27632, antagonised this effect of 173-estradiol. Bu a classical
estrogen receptor blocker ICl 182,780 did not changed effect of 17p-estradiol
on resistin release. But ICI 182,780 decreased resistin levels when applyed
alone. On the other hand progesterone, showed no effect of on the release of
resistin.

In general 17B-estradiol significantly decreased adiponectin release.
Interestingly Y-27632 reversed this effect. While ICI 182,780, did not changed
17B-estradiol effect, increased adiponectin levels when applyed alone.
Progesterone increased adiponectin levels at the concentration used but its
combination with Y-27632 and 173-estradiol did not reversed this effect.

While 17B-estradiol (10°-10° M), did not changed TNF-a release it
significantly increased release at 10* M concentration. Rho kinase enzym
inhibitor Y-27632 increased TNF-a levels. But combination of 17B-estradiol with
IClI 182,780 did not have any effect on TNF-a release. On the other hand

progesterone did not have any significant effect on TNF-a release. In addition
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also the combination of 17B3-estradiol and Y-27632 did not have any significant
effect on TNF-a release.

17B-estradiol did not changed IL-6 release at any concantrations tested.
But classical estrogen receptor blocker ICI 182,780 significantly decreased IL-6
levels. On the other hand while progesteron decreased IL-6 levels at the
concentrations tested combination of Y-27632 and 17@-estradiol did not
changed this effect.

17B-estradiol (10°, 10, 107, 10®, 10 and 10 M) and progesteron (10"
8 107 and 10° M) did not significantly changed ROCK-1, ROCK-2 and RhoA
protein expression levels during experimental time course at the concentrations
tested.

In summary 17B-estradiol and E,-BSA have ediverse effect on adipocyte
differentiation at different stages of differentiation. 17B-estradiol and E»>-BSA
decrease differentiation in early stages (day 2), increase differentiation in
middle stages (day 4-6) heve no effect in more late stages (day 8). Rho-kinase
inhibitor Y-27632 and ICl 182,780 did not changed effect of 17p-estradiol but
when applyed alone both of them generally increased adipocyte differentiation.
Progesteron have no effect on adipocyte differentiation. 17B-estradiol and
progesteron did not changed leptin and TNF-a levels. In addition 173-estradiol
did not changed IL-6, increased resistin and decreased adiponectin levels.
Progesterone did not changed adiponectin levels but decreased IL-8 levels.

In conclusion 17@-estradiol which is main estrogenic hormone has
diverse effect on adipocyte differentiation at different stages of differentiation.
But these effects appear to be not mediated via Rho/Rho-kinase pathway and
classical estrogen receptor. In contrast, inhibition of Rho-kinase increases
adipogenesis. Adipogenes increase by classical estrogen receptor blocker ICI
182780 might come from another property of it other than calssical blockage
such as GPER receptor agonism. Progesterone does not appear to have an
effect on differentiation. On the other hand these two hormones have ediverse
effect on adipocytokine release from mature adipocytes. In this way these
hormones can contribute to a variety of metabolic events.

Keywords: Estrogen, Progesterone, Adipocyte Differentiation, Adipocytokines,
Rho kinase.
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GIiRiS VE AMAC

Obezite vicuda besinler ile alinan enerjinin, harcanan enerjiden fazla
olmasindan kaynaklanan ve vicut yag kitlesinin, yagsiz vicut kitlesine oranla
artmasi ile karakterize olan kronik bir hastaliktir'. Obezitenin etyolojisinde birgok
faktorin yer almasi ve obezitenin gelisiminin nasil Oonlenecegi tam olarak
anlasilamamasi énemli bir sorun olarak gériinmektedir®. Tim diinyada obezite
ve eslik eden metabolik sendrom (diyabet, bozulmus glikoz toleransi ve insulin
direnci ile birlikte hipertansiyon, hiperlipidemi, santral obezite ve
mikroalbUmindriden en az ikisinin eslik etmesi) siklhginin epidemik olarak artiyor
olmasi, bir metabolik ve endokrin organ olan yad dokusuna olan ilgiyi

arttirmistir®.

Yag dokusu, bad dokusunun &zel bir tipidir ve genellikle igerdigi
triacilgliserollerin, gerektiginde enerji amaciyla kullaniimak Gzere depolandigi bir
doku olarak bilinmektedir. Yag dokusu artik sadece bir enerji deposu degil, ayni
zamanda aktif endokrin organ alarak kabul edilmektedir. Enerjinin yag
hicresinde depolanmasi ve salgillanmasi hormonal sinyallerle (insulin,
katekolaminler, glukokortikoidler gibi) kontrol edilir. Yag hucresinden adipokin
olarak adlandirilan ¢ok sayida madde (leptin, rezistin, TNF-a, adiponektin ve IL-

6 vs.) salgilandi§i saptanmistir®.

Hormonlar, adiposit gelisimi ve fonksiyonlari i¢in énemlidir ve adipoz
dokunun major duzenleyicisidirler. Bu hormonlar arasinda buylime hormonu,
tiroid hormonu, glukokortikoidler, katekolaminler, insilin ve insulin-benzeri

biiylime faktorii gibi bircok hormon yer almaktadir?.

Adipoz doku insanlarda vicut yad dagiliminda cinsiyet spesifik farklilik
gosterir. Kadinlarda erkeklere gore subkutan6z yagin birikimi daha fazladir.
Kadinlarda subkitandz yag birikiminin puberteyle birlikte artis gdstermesi
subkutanéz yag depolanmasinda  estrojenin  rolunin  olabilecegini
gostermektedir. Buna zit olarak erkekler abdominal yag depolanmasina meyilli
iken premenapozal donemde kadinlarda abdominal yag birikimi estrojen
tarafindan inhibe edilmektedir. Kadinlarda adiposit kitlesinde artis adiposit

sayisi ve ayni zamanda adiposit boyutlarinda artis ile sonuglanmaktadir. Bu
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veriler estrojenlerin adipositlerin gelisiminde, erigskin adiposit boyutlar ve
sayisinin duzenlenmesinde o6nemli rol oynadigini gostermektedir. Bununla
birlikte androjenler gibi diger hormonlarinda cinsiyet farkliliklarina bagli adipoz
depolanmasini module etmesi agik¢a suna isaret etmektedir; adiposit sayisi ve
adipoz dagihmindaki sekslUel dimorfizm tek basina estrojenin kadina karsi

erkekteki etkilerini yansitmayabilir®.

1970’lerde estrojenin insan preadiposit proliferasyonunu stimule ettigi
gosterilmis, farkli tlrlerde ve deney sistemlerinde benzer sonuglar elde
edilmistir®. Estrojenin preadiposit proliferasyonunu stimiile etti§ine dair tutarli
bulgular olmasina ragmen, adiposit diferansiyasyonu uzerine estrojenin etkisine
dair veriler celiskilidir’. Sigan preadipositleri ve mezenkimal kdk hiicrelerde
yapilan calismalarda estrojenin adiposit diferansiyasyonu stimiile ettigi>®”,
bununla birlikte primer kemik iligi stromal hicre kilturlerinde veya kemik iligi

stromal hiicre hatlarinda ise adipogenezisi inhibe ettigi gosterilmistir®'°.

Progesteronunda adiposit diferansiyasyonu Uzerine olan etkisi
konusunda celiski sonuglar elde edilmigtir. Bazi calismalar progesteronun
preadipositlerin steroid-aracili diferansiyasyonunu ve lipid sentezini LPL-
aktivitesindeki artis yoluyla yag birikimi Uzerine stimulator etkili olabilecegini

gostermislerdir'™®

. Bjorntorp ve ark. ise progesteronun abdominal adipoz
dokuda anti-glukokortikoid etki araciligiyla disi yag dagiliminda yer alabilecegini
gostermis, progesteronun glukokortikoidle indiklenen vicut yag birikimi ve yag
hiicre diferansiyasyonunu inhibe ettigini calismalarda gostermislerdir'”'®. Ayrica
estrojen ve progesteronun yag dokusundan salinan adipositokinler tGzerine farkli

etkilerinin oldugu gosterilmistir.

Seks steroid hormonlari yoluyla adipoz dokularin dagilimi ve miktarinin
dizenlenmesindeki mekanizma acik degildir. Olasi mekanizmalardan biri,
transkripsiyonel yontem yoluyla genomik seviyede adipoz dokuda anahtar
proteinlerin dizenlenmesi olabilir. Bu durum steroid reseptorlerinin adipoz
dokularda bulunmasini gerektirir. Nitekim adipoz dokuda estrojen ve
progesteron reseptoriniin varligi gosterilmistir’®. Diger olasi mekanizma

nongenomik etki yoluyla hiicre membraninda ikincil habercilerin dizenlenmesi
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olabilir®. Bu da, plazma membraninda var olan seks steroid reseptorleri
araciliiyla gercgeklesir. Ayrica seks hormonlari birgok dokuda hem genomik
hem de nongenomik mekanizmalarin araciligiyla etkisini gostermektedir.
Nongenomik etkide hormonlar plazma membranindaki reseptorlere baglanir ve
etkileri ikincil haberciler ile tasinir’®. Bu nongenomik etkilere, mitojen aktive
eden protein kinaz/ekstraselliler sinyal regule edici kinaz (MAPK/ERK1/2),
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3-kinaz) ve cesitli tirozin kinaz gibi farkli yolaklarin
aracilik ettigi gosterilmistir’’. Yapilan calismalar, kiigik GTP-baglayici protein
Rho ve efektori Rho-kinaz (ROK/ROCK)'In duz kas kasiimasi, aktin hucre
iskeleti organizasyonu, hlcre adezyonu ve motilitesi, sitokinez ve gen
ekspresyonunu igeren birgok hicresel fonksiyonda rol oynadigini géstermigtir.
Bircok dokuda estrojen ve progesteronun etkisine Rho/Rho kinaz yolaginin
aracilik ettigi gosterilmigtir. Estrojenin ayrica ER/Ga3/RhoA/ROCK-2/moesin
kaskadi yoluyla endotelyal hiicre migrasyonununa oénculuk ettigini, progesteron
ve medroksiprogesteron asetatin (MPA) endotelyal hicre migrasyonunu,
moesin aktivasyonu yoluyla artirdiklari da gosterilmistir’*%. Yine ayni sekilde
ERa’'nin, Gais/Rho A/ROCK/moesin kaskadi yoluyla estrojen bagimli meme
kanser hucrelerinin hareketi, invazyonu ve buna bagll olarak kanser
metastaziyla iliskili oldugunu ortaya konmustur®. Chrissobolis ve ark. disi
siganlarin serebral dolagsiminda Rho-kinaz fonksiyonunun baskilandigi ve bu
etkinin endojen estrojene bagl oldugunu gdstermisler ve bu etkinin
premenapozal kadinlarda inme insidansinin azalmasina katki saglayabilecegini

isaret etmislerdir®.

3T3-L1 ve 3T3-F442A siklikla kullanilan hdcre hatlaridir ve bunlar 17-19
gunluk fare embriyolarindan kdken alan Swiss 3T3 hucrelerinden izole edilen
klonlardir®®. Bu hiicre hatlari insiilin, deksametazon ve fosfodiesteraz enzim
inhibitort izobutilmetil ksantini (IBMX) igeren hormonal stimulus altinda
morfolojik ve yapisal olarak matur adipositlere benzeyen hucrelere diferansiye
olurlar’’. Bu hiicre hatlari sonsuz sayida pasajlanabilir, calismalar icin

preadipositlere kaynak saglar®®.

3T3-L1 hicrelerinde Rho-kinaz (ROCK) enziminin varligi gosterilmigtir.
Bu enzim Y-27632 ile selektif bir sekilde inhibe edildiginde lipid birikimini ve
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adipogenezin arttigl saptanmistir. Bu etkilere olasilikla adipojenik transkripsiyon
faktorlerinin artisi aracilik etmektedir. Diger taraftan Rho-kinaz inhibisyonu,
adipojenik ge¢ belirteclerden biri olan adiponektin ekspresyonunu da

artirmistir®.

Yag dokusunda ve farkli pek ¢ok dokuda etkisi oldugu bilinen Rho/Rho-
kinaz yolaginin, estrojen ve progesteronun bu etkilerine (diferansiyasyon ve
adipositokin saliveriimesine) aracilik edip etmedigi bilinmemektedir. Bu amagla,
3T3-L1 fibroblast klon hicrelerinde estrojen ve progesteronun adiposit
diferansiyasyonu ve bu hlcrelerden sekrete edilen adipositokin (leptin, rezistin,
adiponektin, TNF-a ve IL-6) dlzeylerine olan etkilerini ve bu etkilere Rho/Rho-
kinaz yolaginin katkisi olup olmadigini degerlendirdik.

Bu amacla estradiol (10°, 10®, 107, 10° 10®° ve 10* M), hiicre igine
giremeyen bir estrojen anologu olan sigir serum albumini (BSA) ile konjuge edilmis
estradiol (estradiol-BSA, 10°, 10, 107, 10°, 10° ve 10™* M) ve progesteron (107,
107" ve 10°® M), Rho kinaz inhibitdrii Y-27632 (10° M) ve estrojen reseptdriniin
katkisinin olup olmadigini anlamak igin ICl 182,780 (10° M) tek baslarina ve
kombine olarak 3T3-L1 hucrelerine 2, 4, 6 ve 8 gun boyunca uyguladik. Bu
hormonlarin adiposit diferansiyasyonu Uzerine olan etkisini degerlendirmek igin
lipid spesifik bir boya olan Oil red O kullandik. Oil red O, lipid birikiminin
miktarinin saptanmasinda, adiposit diferansiyasyonun analizinde guvenilir,

gecerli ve cok kullanilan bir ydntem olarak refere edilmektedir®.

Yine 8. giinde olgun diferansiye adipositlerde estrojen (10, 10%, 107,
10°, 10 ve 10™* M), estradiol-BSA (10, 10®, 107, 10°, 10° ve 10™* M) ve
progesteronun (10, 107, 10 ve 10° M) leptin, adiponektin, rezistin, TNF-a ve
IL-6 saliverilmesi lizerine etkileri, Y-27632 (10 M) ve ICI 182,780 varliginda ve
yoklugunda, s6z konusu sitokinlere 6zgu kitler yardimiyla, hicre
medyumlarinda odlguldi. Bu sekilde estrojen ve progesteronun sitokin
saliverilmesi Uzerine etkileri ve bu etkilere Rho/Rho-kinaz yolaginin katkisini

arastirdik.

Seks hormonlarinin  adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkilerine
Rho/Rho-kinaz yolaginin katkisini arastirmak icin, ROCK inhibitéri Y-27632
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kullanimina ek olarak, RhoA proteini ve alt efektérlerinden olan ROCK-1 ve
ROCK-2 ekspresyonlari Western-Blot yontemi ile degerlendirildi. Bu amagla iki
grup olusturduk. 1. grup 3T3-L1 hicrelerine 2 gln, 2. gruba ise 8 gln sureyle
estrojen (10, 10®, 107, 10°, 10°ve 10™ M), progesteron (10®, 107 ve 10° M)

ve bunlarin kombinasyonlarini uyguladik.
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GENEL BILGILER

YAG DOKUSU

Yag dokusu, bad dokusunun o&zel bir tipidir ve buylk oranda
adipositlerden ayrica fibroblast, makrofaj, I6kosit ve preadiposit gibi birgok
hicreden olusur. Normal agirliktaki bir insanda, erkeklerde viacut agirliginin
%15-20’sini, kadinlarda ise vucut agirhiginin %20-25'ini yag dokusu
olusturmaktadir*.  Yag hiicreleri hamileligin 15. haftasindan sonra,
fibroblastlardan preadipositlere mitoz ile ¢ogalarak donusdr. Yasamin ilk iki
yilinda preadipositlerden yag hucreleri olusur, blyUklUk ve sayi olarak en ¢ok
bu yillarda degisime ugrarlar’’. Puberteye kadar ya§ hiicre sayisi gogalarak
artmaya devam eder. Ergenlikten itibaren mitoz bolinme olmaz, sadece hicre
blayukligunde degisim goruldr. Bu nedenle puberte dncesi obezite hiperplastik
(htcre sayisi ve buyukligun de artig), puberte sonrasi hipertrofik (hiicre ¢api ve
hacminde artig)’tir. Yag huacrelerinin ¢api 20-200 ym arasindadir. Yag hucresi

cap olarak 20 kata kadar, hacim olarak ise 1000 kata kadar ulasabilir®'.

Kapillerden zengin bir doku olan yag dokusu deri altinda, mezenteryum,
omentum gibi bodlgelerde metabolizmaya katillan aktif bir doku olarak
bulunmaktadir. Ayak tabani, avug igi, g6z ¢cukurunda bulunan yad dokusu ise,
daha ¢ok mekanik koruyucu olarak fonksiyon gormektedir. Yag dokusu
kahverengi (multilokller) ve beyaz yag (unilokller) dokusu olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir. Kahverengi yag hucreleri cok sayida mitokondri igerir ve erigkinde
¢ok az sayida bulunur. Ayrica termoregulasyonda gorev almasi ile beyaz yag
hicrelerinden farkhlik gosterir.

Beyaz yad dokusu ise dagilimina gore viseral yag (karin boslugunda ig
organlar etrafinda yerlesmis olan, omental yag) ve deri alti yag olmak tzere iki
kisimda incelenir’?®. Total viicut yaginin %10 kadarini olusturan viseral yag
yaslanmayla birlikte %20’lere kadar ¢ikabilir. Deri alti ve viseral yag arasinda
hidcre buyukligl, membran reseptorleri, kana yag asidi salgilama ve yag
depolama fonksiyonlari bakimindan farkliliklar vardir®*®.

Beyaz yag dokusunda tek bir buyuk lipid damlacigi varken (unilokuler),
kahverengi yag dokusunda cok sayida lipid damlacigi bulunur (multilokiiler)®.

Kahverengi yag dokusunun temel goérevi enerji harcanmasini ve termogenezi
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saglamaktir. Yenidogan birisinin agirhginin %2-3’G kahverengi yag dokusudur.
Sonradan 1s1 dizenleme mekanizmasinin devreye girmesiyle beraber
kahverengi yag dokusu beyaz yad dokusuna donusur. Kahverengi yag dokusu
¢ok sayida UCP-1 igeren mitokondriye sahiptir. Isi dengesini korumak igin
yaygin kapiller aga sahiptir. Kahverengi yag dokusu vicutta 6zellikle toraksta,
perikard ¢evresinde, intraskapuler aralikta, sinoatriyal dugimde, karinda bobrek

Ustl bezi cevresinde ve intraperitoneal alanda bulunur®®=’.

Yag dokusu ve yag hicreleri kan damarlari ile yakin iligkilidir ve iyi
gelismis bir kapiller aga sahiptir. Yag dokusu kapillerleri iskelet kasi
kapillerlerine gore daha gecirgen ve lipoprotein lipaz (LPL) bakimindan
zengindir. Yag doku hucreleri kendi aralarinda, kapiller endotel ve damar diz

kaslari ile sirekli iletisim halindedir®®.

Adipoz dokunun sinir yapisi kahverengi ve beyaz adipoz doku arasinda
farkhlik gosterir. Kahverengi adipoz dokuda c¢ok sayida noradrenerjik [if
bulunmustur, kan damarlari ile birlikte seyretmektedir ve direkt olarak
adipositlerle temas halindedir. Adipoz dokuda adrenerjik reseptorler mevcuttur
(a1, 2 ve B1, 2). Parankimal liflerin dansitesi, organin fonksiyonel durumuna
gore degiskenlik gostermektedir. Soguk maruziyeti stresince kahverengi adipoz
dokuda noradrenerjik parankimal liflerin sayilari artarken, beslenme slresince

beyaz ya§ dokusunda noradrenerjik parankimal liflerin sayilari artar®.

Yag hlcresine disaridan hormonlar ve sitokinler araciligiyla otokrin,
parakrin ve endokrin sinyaller gelir. Yad hucresi membraninda ve
sitoplazmasinda bir ¢ok farkli reseptorler bulunur. Yag hlcresi membraninda
bulunan reseptorler; hormon sitokin reseptorleri (6rnegin, leptin, insulin, TSH,
anjiyotensin Il gibi), adrenerjik reseptorler (B1, B2, B3, a1 ve a, reseptorleri gibi),
lipoprotein reseptorleri (6rnegin, VLDL, LDL, HDL gibi) ve sitoplazmada bulunan

niikleer reseptorler olmak tizere siniflandirilabilir®’.
Yag Hiicresi Fonksiyonlari

Son 20 yil iginde hucre kultlr ¢alismalari ve mikro analiz yontemleri ile

yag hulcresi fonksiyonlarinin molekuler mekanizmalari aydinlatiimaya
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baslanmigtir. Preadipositlerden yag hucresinin farkhlasmasi in vitro ortamlarda
calisiimis ve yag hucresinin fonksiyonlari incelenebilmistir. Bu amacla

gelistirilen model hiicre 3T3-L1 hiicresidir®.

Yag hucresinin baslica gorevi metabolizma fazlasi enerjiyi, trigiseridlere
cevirerek depolamak, ihtiyag durumunda depo trigliseridleri yag asidine
donustirerek kana vermek ve sinirsel ve hormonal yolla metabolik kontroli

saglamaktir®®.

Adipositler, aclik veya fiziksel egzersiz ve stres durumlari gibi eneriji
ihtiyaci yuksek oldugu durumlarda trigliseridleri yag asitlerine hidroliz eder ve bu
sure¢ hormon sensitif lipazin (HSL) aktivasyonuna baglidir. Bu durum baslica
katekolaminler tarafindan stimiile edilir. intraselliler Uretilen cAMP’yi, protein
kinaz A’nin aktivasyonu takip eder. Protein kinaz A yag damlaciklarinin yuzeyini
kaplayarak onlari HSL'dan koruyan bir protein olan perilipinleri fosforile ederek
etki gosterir. Fosforile perilipinler damlaciklarin yuzeyinden ayrilarak sitozole
dagiir, HSL yag damlaciginin ylzeyine badglanarak trigliseridleri hidrolize

eder™.

Ayrica yag dokusunun seks steroidlerinin bioaktivitesi ve seviyelerinin
kontrolinde de yer aldigi saptanmistir. Sitokrom p450-bagimli aromataz adipoz
stromal hucreleri yoluyla Uretilir ve preadipositlerde androjenlerin estrojenlere
doénusumine aracilik eder (6rnegin, androstenedionun estrona ve testosteronun
estradiola  donusimu). Adipoz dokuda bulunan  17B-hidroksisteroid
dehidrogenaz enzimi ise zayif seks steroidlerini gug¢li olanlara doénuagsturir
(6rnegin, androstenedionun testosterona ve estronun estradiola dontsumi).
Oksidoreduktaz 11B-hidroksisteroid dehidrogenaz tip 1 (11p-HSD-1) inaktif 118-
ketoglukokortikoid metabolitlerinin  donusimunu  katalize eder (6rnegin,
insanlarda kortizon ve rodentlerde 11-dehidrokortikosteronun aktif 11p-
hidroksillenmis metabolitlerine, insanlarda kortizol ve farelerde kortikosteron).
11B-HSD-1, viseral beyaz yag dokusunda bol miktarda eksprese edilir ve
sirkllasyondaki seviyelere etkisi olmadan kortizol ve kortikosteronun lokal
uretimi artar. Yapilan calismalar 113-HSD-1 aktivitesi artisi ile metabolik

sendrom arasinda iliski oldugunu gdstermistir*®*’.
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Adiposit kokenli tokluk faktorl olan leptinin kesfedilmesi, adipoz dokunun
aktif bir endokrin organ olarak taninmasini saglamistir****. Yag dokusu fizyolojik
olarak aktif, sitokinler ile benzer Ozellikleri tasiyan ve bundan dolayi
“adipositokin” olarak adlandirilan ¢ok sayida peptid salgilar**. Bu maddelerin
viucut dengesinde, immin cevapta, kan dolasiminda ve steroid
metabolizmasinda rol oynadigi bilinmektedir. Bilinen adipositokinler arasinda
leptin, timor nekrozis faktor-a, interlokin-6, plazminojen aktivator inhibitor-1
(PAI-1), adipsin, rezistin ve adiponektin yer almaktadir. Son zamanlarda viseral
adipoz doku tarafindan Uretilen visfatin ve retinol binding protein-4 (RBP-4) bu
gruba dahil olmustur®. Bu salg! Uriinleri obezitede tip 2 diyabet patogenezinin

belirlenmesinde 6nemli faktorler olarak gorev yaparlar.
Yag Hiicresi ve inflamasyon

Obezite ile birlikte CRP-1 (C reaktif protein) ve IL-6 gibi inflamatuvar
mediyatdrlerin artmis olmasi obezitenin “hafif dereceli inflamatuvar bir hastalik”

olarak nitelendiriimesine yol agmistir*®.

Ug blyik gelisme, yad dokusunun immin ve inflamatuar yanitlara
katkisinin anlasiimasinda biyiik rol oynamistir**”*® Bunlardan birincisi, yag
dokusunun yalnizca adipositleri degil fibroblast, preadiposit, doku yerlesimli
makrofajlar ve vaskiler unsurlari da igerdiginin anlagilmasidir. ikincisi, yag
dokusunun yag asidlerinin salinimina ek olarak, inflamatuar ajanlara ve
sinyallere duyarli reseptorleri eksprese ettigi bilgisidir, bu reseptorler
uyarildiklarinda ¢ok sayida yapisal ve metabolik olarak gesitlilik gdsteren
molekuller salgilamaktadir. Adipokinler olarak adlandirilan bu molekuller
arasinda TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-15, serum amiloid A proteinleri,
monosit kemoatraktan protein 1 (MCP-1), makrofaj inflamatuar proteinleri,
metalloproteinaz doku inhibitorleri, plazminojen aktivator inhibitor 1 (PAI-1),
alternatif kompleman sistem proteinleri, bir renin-anjiyotensin sistemi, anjiojenik
protein, vaskuler endotelyal blyime faktort ve leptin, rezistin, adiponektin gibi

hormonlar vardir.
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Uglinclisli, yag dokusunun reseptér ve adipokin ekspresyon ve
sekresyonu, lipid depolama kapasitesi ve yag asidi igerigi acgisindan farkliliklar
gOsteren birgok deri alti, intraabdominal, intramUskuler ve intratorasik depolarda
dagiimis oldugunun anlasiimasidir. Genel olarak, omental ve mezenterik
adipositler yag asidleri ve adipokinlerin uyariyla salinmasi yoninden deri alti
adipositlerinden daha aktif oldugu gosterilmistir***’.

Triagilgliserol depolanmasindaki artigla birlikte, doku morfolojisinde ve
metabolik aktivitesinde degisiklik, makrofaj infiltrasyonu ve artmis inflamatuar
mediyator salinimiyla beraber yag dokusu hiicresinin hacminde artis gérilir”
9 Yag dokusunda en gok bulunan hiicre tipi adipositler olmasina ragmen %5-
10 oraninda CD14" ve CD31" makrofajlar bulunur ve diyetle uyarilan
triacilgliserol birikimi ile birlikte makrofaj infiltrasyonuna yol agar, Oyle Kki
makrofajlar yag dokusunun %60’a varan bir kismini olusturabilir ve inflamatuar
sitokinlerin bilyiik kismina katkida bulunabilir*’*®. Kadinlarin yag§ dokusundaki
makrofaj orani erkeklerden fazladir ve ayrica viseral yag dokusundaki makrofaj

sayis! da deri alti yag dokusundan daha fazladir®®.

ADIPOSIT DIFERANSIYASYONU

1980’lere kadar yagd hucreleri, enerji birikimi i¢in sadece depo gorevi
goren, uygun hormonlarin etkisi altinda lipidlerin toplandidi veya salindigi bir
doku olarak bilinirdi. Modern molekuler biyolojik yaklagimlar bu bakis agisini

radikal olarak degistirmistir™.

Adipositlerin ve adipoz dokunun orijini ve embriyonik kok hucre
prekursorlerinin adiposit kdbkene yonlenmesine neden olan molekuller olaylar
tam olarak anlagiimamistir. Birgok tirde beyaz yag dokusu olusumu dogumdan
once baslar ve dogumdan sonra hizla genisler ve yag hucre boyutlarinin ve
sayisinin artisiyla sonuglanir. Embriyonik gelisim slresince mezenkimal kdk
hlcreleri, mezodermden kdken alan yag, kikirdak ve kemik dokusu gibi dokular

meydana getirirler®”.

Preadiposit diferansiyasyonun ortaya konulmasi igin yapilan in vivo

calismalari zordur®. Bu galismalar igin preadiposit primer kiiltir(i kullanilmakta,

33



bununla birlikte primer kultirin eksik yonleri bulunmaktadir. $oyle ki;
fibroblastlari diger fibroblast benzeri hicrelerden izole etmek zordur. Ayni
zamanda fazla miktarda yag dokusu gereklidir, ¢unkl total yag dokusunun
klguk bir oranini preadipositler olusturmaktadir. Ayrica primer kultar, kultlr

sartlarinda sinirli yasam siiresine sahiptir®.

Diger taraftan adiposit gelisimi hakkindaki bilgilerin gogu adiposit hicre
kultir model galigsmalari yoluyla gelistirilmistir. Preadiposit diferansiyasyonunda
kullanilan bu modellerin de avantajlari ve dezavantajlari bulunmaktadir. Onemli
avantajlar klondan elde edilen hiucre hatlarinda hicre populasyonu homojendir
ve diferansiyasyonun benzer basamaklarinda bulunur. Bu uygulamalara tam
yanita olanak saglar. Ayrica bu hicreler sonsuz sayida pasajlanabilir,

calismalar igin preadipositlere kaynak saglar®.
Adiposit hiicre kultir model ¢calismalari igin iki model sistemi vardir:

1. Pluripotent hicre hatlan (10T1/2, Balb/c 3T3, 1246, RCJ3.1 ve
CHEF/18 fibroblast) birgok farkli hiicre tipine donusebilir.

2. Unipotent preadipositler (3T3-L1, 3T3-F422A, 1246, Ob1771, TA1 ve

30A5) adiposit kdkene ydnlenmeye hazir hiicre hatlaridir™.

3T3-L1 ve 3T3-F442A siklikla kullanilan hicre hatlaridir ve bunlar 17-19
gunluk fare embriyolarindan kdken alan Swiss 3T3 hucrelerinden izole edilen
klonlardir®®. Bu hiicreler insiilin, deksametazon ve fosfodiesteraz enzim
inhibitdrt izobutilmetil ksantini iceren hormonal stimulus altinda morfolojik ve

yapisal olarak matiir adipositlere benzeyen hiicrelere diferansiye olurlar®’.

inslin, insllin benzeri blylime faktori 1 (IGF-1) araciliiyla etki gosterir
ve IGF-1 adipojenik kokteylde insulinin yerine kullanilabilir. Deksametazon
sentetik glukokortikoid agonisti olup glukokortikoid reseptdr yolagini kullanir.
Metilizobutilksantin  (MIX), cAMP-fosfodiesteraz inhibitoraddr, cAMP-bagimii

protein kinaz yolagini stimiile eder®®.

Takibinde yapilan biyokimyasal ve molekuler analizler ile yag hicrelerin

fonksiyonel karakteristigini kazandig1 kanitlanmig olur. Bundan dolayi bu hucre
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hatlari adipogenezin, transkripsiyonel duzenleyicilerinin  kesfi igin  ¢ok
énemlidir®’.
Adiposit Diferansiyasyonu Basamaklari

1. YOonlenme

Vaskuler stromadaki kok hulcrelerin sinyallare cevap olarak adiposit
kokene yonlenmesini igeren bir surectir (sekil 1). Adiposit gelisim programinin

yonlenim sureci hakkinda sinirli bilgi mevcuttur.

+Diferansiyasyon
Indiikleyicileri

Preadiposit

Sekil 1: Adiposit diferansiyasyon basamaklari®.

Multipotent kdk hicrelerin adiposit kokene dénlsum sinyalinden sorumlu
gen faktérl bilinmemektedir. Yeni adiposit hicrelerin adiposit kdkene kabull
icin belkide gerekli sinyal, matlr adiposit tarafindan sekrete edilmektedir. Matur
adipositlerden sekrete edilen faktorlerin preadiposit proliferasyonu ve
diferansiyasyonunu baslatmasi bu goriisii desteklemektedir® 6. Bununla birlikte
bu faktorlerin higbiri saptanmamistir. Farkli ¢galismalarda yonlenmede BMP4’(n
(kemik morfogenetik protein-4) énemli rol oynadigi ex vivo gosterilmistir. BMP4
donustirict buyume faktort B (TGF-B) ailesinin bir Uyesidir ve uygulanan
10T1/2 hicrelerinde yuksek siklikla preadiposit karakter kazanmasina neden
olmaktadir. Boylece MDI uygulanmasi ile bu hucreler adipositlere diferansiye
olur’”. Bu veriler BMP4 hiicrelerin preadipositiere ydnlenmesine ve uygun
sinyallerin terminal diferansiyasyona neden olduguna isaret etmistir. BMP,

kemik olusumu gelisim surecinde oldukga fazla calisiimigtir. BMP’ler hicre
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membrani yiizey reseptdriine baglanir ve Smad sinyal yolagini aktive eder®®.
Smad proteinleri nikleusa gecer ve kemik ve kikirdak fenotipinden sorumlu
genlerin ekspresyonunu aktive eder. 10T1/2 hucrelerine uygulama yapilmasi

Smad?’in fosforilasyonunu hizli bir sekilde aktive eder”’.

Ayrica hlcre dansitesi ve hlcre seklininde kdken yodnlenmesinde rol
oynadidina dair bulgular mevcuttur. McBeath ve arkadaslari tarafindan yapilan
bir calismada dusuk dansitede ekilen insan mezenkimal kdk hicrelerin
(hMSCS) ylUksek potansiyelle osteoblast haline geldigi, oysa yuksek dansiteli

ekim yapildiginda adiposit haline geldigini rapor etmislerdir®®.
2. Buiiyumenin Durmasi ve Mitotik Klonal Ekspansiyon

Preadiposit hucre hatlarinin  adipojenik  indUkleyiciler tarafindan
adipogenez igin stimule edilmesi ile preadipositler adiposit fenotipi ve adiposit
genlerinin transkripsiyonel aktivasyonundan 6nce eszamanli hucre siklusuna
yeniden girerek ve bir iki tur hiicre bolinmesine maruz kalirlar bu durum mitotik
klonal ekspansiyon olarak bilinmektedir. DNA replikasyonu ve kromatin
yapisindaki degisikliklerin klonal ekspansiyon sirecinde ortaya c¢iktigina
inanilmaktadir®®. Buna ragmen mitotik klonal ekspansiyonun adipogenez icin
gerekliligi tartismahdir, bazi kanitlar mitotik klonal ekspansiyonun terminal
diferansiyasyon icin 6n kosul oldugunu gosterirken, bazi calismalarda ise
mitotik klonal ekspansiyon olmaksizin diferansiyasyonun olabilecedini ifade

etmektedir®’.
3.Terminal Diferansiyasyon

Hucreler, klonal ekspansiyon basamagini tamamladiktan sonra, hicre
siklusunun “growth-arrest” (Gp) basamagina girerler, bu basamaktan sonra
hiicreler geri donlisimsiiz olarak diferansiyasyona ugrarlar®®. 3T3-L1
preadipositlerde siklin-bagimli  kinaz inhibitoérleri p18, p21 ve p27°nin
ekspresyonlarindaki degisiklikler yoluyla bu siire¢ karakterize edilmistir®®. Bu
surecgte adiposit diferansiyasyona yonlenmis hucreler Gp basamagina girene
kadar undiferansiye duruma tekrar geri donebilirler. Bununla birlikte bir kere

Gp'den ciktiktan sonra terminal diferansiyasyona yonlenmis hale gelirler.
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Terminal diferansiyasyonu sdrdartdlmesi icin  C/EBPa ve PPARy’nin
ekspresyonlari yoluyla olur. C/EBPa ve PPARy genlerin sinerjik olarak

transkripsiyonu aktive ederek etkiler ve adiposit fenotipi gdsterir®.
Gen Ekspresyonunda Erken Degisiklikler

3T3-L1 preadipositler konfluent olduklarinda adiposit
diferansiyasyonunun ¢ok erken markirlarini eksprese ederler (sekil 2). Konfluent
olan hucrelerde hicre-hlcre kontakti, tip 6 kollajen genleri ve lipoprotein lipazin
ekspresyonunu indiikler®®. MDI'ya 1 saat maruziyetten sonra c-fos, c-jun, c-myc
gibi nukleer protoonkojenlerin ve CCAAT/artirici baglayici protein B ve ©

ekspresyonlari gézlenir®'.

) Gok erken Erken . Geg
I I
Postkonfluent mitoz (DNA
replikasyonu)
Klonal Ekspansiyon
Buyume durmasi (Gp)
c-myc
.,+:.-."-“‘"' Yag damlacigi olugumu
) . cfos [1
Tip VI Kollajen i e ~ 2%/ Adiposit spesifik gen
. g C@ ekspresyonu
c-jun :
! CIEBPS/A N Trigliserid birikimi
T T T T T T
f i : .
Konfluent indiiksiyon Yénlenme Terminal Diferansiyasyon
MIX .
Dex ———i=1giin
Insiilin

Sekil 2: 3T3-L1 preadiposit diferansiyasyonun siireci®.

Lipoprotein  lipazin  (LPL) mRNA’nun  ekspresyonu, adiposit
diferansiyasyonunun erken isareti gibi gériinmektedir® ", Lipoprotein lipaz,
matur adipositler tarafindan da sekrete edilir ve lipid birikiminin kontrolinde
santral rol oynar. Bununla birlikte konfluent hicrelerde LPL ekspresyonu,
kendiliginden ortaya c¢ikar ve adiposit diferansiyasyonu icin gerekli ajanlarin
eklenmesinden bagimsizdir®™. Ayrica makrofajlar ve kardiyak kas hiicrelerini

iceren diger mezenkimal hiicre tiplerinde de sentez ve sekrete edilir’®72.
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Adiposit diferansiyasyonu surecinde hucreler fibroblastikten, sferik sekle
donusur, ekstrasellller matriks komponentlerinin tipi ve seviyesi, hlcre iskeleti
komponentleri, huicre morfolojisinde ¢arpici degisiklikler meydana gelir. Aktin ve
tubulin ekspresyonunun azalmasi adiposit diferansiyasyonunda erken olaydir ve
adiposit spesifik genlerin ekspresyonu ve morfolojisinde agik¢a degisiklikler

meydana gelmektedir’.

Ayrica plazminojen kaskadi, preadipositlerin stromal ekstraselluler
matriksin proteolitik yikimi, lipid birikimi, adiposit spesifik gen ekspresyonu ve

hiicre sekil degisikligi igin gereklidir™.

Adiposit fenotipinin kazanimi, 200'den fazla genin ekspresyonundaki
degisikliklerle iliskili bulunmustur’. Birgcok transkripsiyon faktér ailesi
adipogenez surecinde anahtar duzenleyici olarak rol oynar. Konfluent
preadipositler adipojenik kokteyle maruz birakildiklarinda C/EBP ve C/EBP3
ekspresyonu induklenir ve sirasiyla PPARy2 ve C/EBPa aktive olur. Diferansiye
preadipositler tarafindan PPARy2’nin uygun ligandinin dretimi, olasilikla
transkripsiyonel kaskadinin  sinirlayici  basamagini  olusturur.  Adiposit
determinasyon ve diferansiyasyon faktor-1/ sterol regulatér element baglayici
protein-1c (ADD1/SREBP-1c) diger anahtar transkripsiyon faktoradar ve
adiposit diferansiyasyonuna ilaveten, lipid metabolizmasinda yer alir, ¢ok

sayida karaciger genlerinin transkripsiyonunu modiile eder™.

C/EBP’ler, PPARy2 ve ADD1/SREBP-1c’'ye ek olarak preadiposit-
adiposit gecisinin molekuler kontrolinde kritik rol oynayan GATA baglayici-
transkripsiyon faktorleri GATA-2 ve GATA-3 ve cAMP yanit elementi baglayici
proteini (CREP)’de bu siirecte yer alir’®"".

Transkripsiyon faktori CREB, geleneksel diferansiyasyon ajanlan
tarafindan (insulin, DEX, IBMX) upregule edilir. 3T3-L1 preadipositlerde aktive
CREPB'’in overekspresyonu, adipogenezin baslangici igin yeterli ve gereklidir.
Oyle ki, dominant-negatif ~CREB’in  overekspresyonu, geleneksel

diferansiyasyon indiikleyicileri uygulanan hiicrelerde adipogenezi bloke eder’.
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Diger sinyal molekullerinden olan preadiposit faktor-1 (pref-1) ve Wnt'ler
adiposit diferansiyasyonunu diizenlerler’®"®. Pref-1 adiposit
diferansiyasyonunun bir inhibitdrudur ve plazma membran proteini olarak
sentez edilir. Pref-1, 3T3-L1 preadipositlerinde oldukc¢a fazla miktarda eksprese
edilir fakat matur yag hucrelerinde saptanmaz. DEX, bir diferansiyasyon ajani
olup, pref-1 transkripsiyonunu inhibe eder ve olasilikla adipogenezi tesvik eder.

Pref-1’in downregiilasyonu adipoz déniisiimii igin gereklidir™®.
Adipogenezin Hiicresel ve Hormonal Regiilasyonu
Adipogenezin indiikleyicileri

Cesitli ajanlar bu hicrelerde diferansiyasyonun induksiyonu igin
kullanilmig, son goézlemler etkili diferansiyasyon igin in vitro insulinin gerekli
oldugu sonucuna varilmistir. Insilin, diferansiyasyonu ve her bir yag
hiicrelerinde lipid birikiminin miktarini artirir®. Ayrica insiilin gliclii antiapoptotik
aktiviteye sahiptir®. iiging olarak insiilin reseptérleri, eger varsa,
preadipositlerde az miktarda eksprese edilmektedir®. insilinin diferansiyasyon
uzerine etkisi, IGF-1 reseptdruyle ¢capraz-aktivasyonu yoluyla ortaya ¢ikar. IGF-
1, fetal buzagi serumunun kritik komponentidir. IGF-1 ve insilin birgok farkl
“‘downstream” sinyal transduksiyon yolaklarini aktive ederler ki, bunlardan biri
veya hepsi bu hormonlarin adipojenik etkilerine aracilik eder. Her iki molekl
Ras’t stimule eder fakat insulin/IGF-1’le stimile edilen yad hicre
diferansiyasyonunda Ras sinyalinin asil rolii cok agik degildir. insilin etkisinin,
diger bir “downstream” efektoru protein kinaz B (Akt) adipogenez igin diger bir
olasi mediyatérdiir®.

Glukokortikoidler, primer adipositler ve kulttr preadiposit hlicre hatlarinda
optimal diferansiyasyonu indiklemek igin yillardir kullanilmaktadir. Bu
calismalarin ¢ogunda, glukokortikoidler deksametazon formunda
uygulanmaktadir. Deksametazonun, glukokortikoid reseptdrlerinin aktivasyonu
yoluyla etki olusturduguna inaniimaktadir. Bu reseptdrler PPAR’da oldugu gibi
blyluk bir superfamilyanin nikleer hormon reseptortudir. Glukokortikoid
reseptorlerinin  adipogenezde yer alan transkripsiyonel hedefi belirsizdir.

Deksametazonun C/EBP&’y1 indukledigi gosterilmistir ve C/EBPS adipojenik
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aktivitelerinden sorumlu olabilir (sekil 3). Deksametazon, adipogenezin negatif
dlzenleyicisi olan preadiposit faktor 1 (pref-1)in ekspresyonunu azalttigi
gosterilmistir. Pref-1, preadipositlerde bulunmaktadir. Pref-1’in ekspresyonu,

deksametazonun prediferansiyatif etkisini bloke eder®®.

Diger hormonlarin etkileri belirsizdir. Buyume hormonu, cesitli kaltur
preadiposit hicre hatlarinda adipogenezi agik bir sekilde induklerken, primer
adiposit kultarlerinde bu etki godsteriimemistir. Hatta diferansiyasyonun bu
hicrelerde, buyume hormon tarafindan inhibe olabilecedi gorunmektedir.
Blylime hormon yoklugu olan insanlarda tutarli olarak, normal yag depolarina
sahip olduklari hatta obez olabilecegi gézlenmistir. Tiroid hormon, retinoik asid
ve cesitli prostaglandinlerin in vitro adipogenez Uzerine etkiye sahip oldugu

gosterilmis fakat in vivo roliinii destekleyen kanitlar yetersizdir™.

Diferansiyasyonun induklenmesinde énemli diger bir bilesik ise cAMP’dir.
Kultire preadipositik hlcre hatlarinda yapilan g¢alismalar bir fosfodiesteraz
inhibitord olan metilizobutilksantinin eklenmesi diferansiyasyonu artirdigi
gosterilmistir (izobutilmetilksantin; IBMX). cAMP’nin deksametazon ve insulin ile
kombinasyonu bu etkiyi guglendirmekte ve 3T3-L1 hlcrelerinde yagd hicrelerinin
indiiklenmesi igin gerekli uygulamada tercih edilmektedir®.

Adiposit
/dﬂ/&\

instilin /\

,\@

Glukokortikoid

IBMX—)"‘MP

Sekil 3: Transkripsiyon faktérleri kaskadi yoluyla adipogenezin indiiksiyonu®.

indometazin, adipogenezde rol aldidi iyi bilinen bir transkripsiyon faktéri
olan peroksizom proliferasyonunu aktive eden reseptor y/a (PPAR y/a)'nin bir

ligandidir®.
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Adipogenez inhibitorleri

Adiposit  diferansiyasyonu,  transmembran  molekldld  pref-1’in
ekspresyonu yoluyla dizenlenir. Bu molekul preadipositlerde bulunmakta fakat
yag hiicre diferansiyasyonu siirecinde downregiile olmaktadir’®. Pref-1 oldukga
yuksek oranda preadipositlerde eksprese olmakta fakat diferansiyasyon
surecinde azalmaktadir ve matur adipositlerde bulunmamaktadir. Pref-1 in vitro
ve in vivo adiposit diferansiyasyonun derecesini yansitmakta ve bdylece

preadiposit belirteci olarak kullaniimaktadir®®.

TNF-a ve IL-6’y1 igeren gesitli sitokinler ve diger birgok proinflamatuvar
molekdller, bircok  kultire  preadiposit hucre hatlarinda  adiposit
diferansiyasyonunu baskiladigi bulunmustur. PDGF, FGF ve EGF gibi bircok
blyime faktdori de adipogenezin potent inhibitdéridir. Bunlarin adipogenez
Uzerine inhibitor etkisine aracilik eden olasi mekanizmalar; mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK), ekstraselliler sinyal ile duzenlenen kinaz 1-2 (ERK1 ve
ERK2)dir®"%8,

YAG HUCRESI SALGI URUNLERI

ADIPOKINLER

Adipoz doku; adipositokin olarak da bilinen ve metabolik olarak 6énemili
olan cok sayida proteini sekrete eden aktif bir metabolik dokudur®**°. Bazi
adipokinler 6zellikle santral veya viseral obezite olmak Uzere obezite ile iliskili

kardiyovaskuler komplikasyonlar ve insulin direncinde major rol oynarlar.

LEPTIN

1950 yilinda Jackson laboratuari, erken yaslarda ciddi obezite, hiperfaiji,
diyabet ve enerji tuketiminde azalmayla 6zellesmis ob/ob olarak adlandirilan
otozomal resesif bir mutasyon belirlemistir. 1953 yilinda ise Kennedy ve
arkadaglari lipostatik teori adi verilen ve vicut yad dokusu depolarinin
durumunu beyine bildirerek enerji alimini ayarlayan, yag dokusunda yapilan ve
dolasima verilen bir faktoriin varh@ini ileri siirmislerdir®’. Harvey, 1958 yilinda
kobaylarin dolagsiminda doygunluk veren bir faktorin varhidini gostermistir.

1969’da Coleman obezitenin genetik mekanizmasini agiklamak igin parabiosis
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¢alismalari sonucunda obez hayvan modelleri tanimlamigtir. Bu hayvanlar,
ob/ob fare (genetik obez), db/db fare (diyabetik obez) ve fa/fa sigan (hipotalamik
obez) modelleri olan deneklerdir ve halen gunumuizde obezite ¢alismalarinda

kullaniimaktadirlar®”.

Leptin, Yunanca “ince, zayif’ anlamina gelen leptos’tan turetilmistir. ilk
kez 1994 yili sonunda adiposit kdkenli sinyal faktori olarak tanimlanmistir. Bu
faktorun, kendi reseptorleri ile etkilesmesinden sonra vucut agirhgi ve eneriji
tuketiminin denetimi gibi karmagik bir yanitt uyardigi, ayrica Ureme ve
ndéroendokrin sinyal olusumunda da énemli islev gérdiigi bildirilmistir®®. 1995’de
leptin’in molekiler yapisinin bulunmasi ile endokrinolojide énemli bir gelisme
olmugs ve leptin ile ilgili calismalar bu genlerin tanimlanmasiyla hiz
kazanmistir®®®*,

Ob geni ilk olarak 1994 yilinda Friedman ve arkadaslarinca 8 yil slren
arastirmalar sonucunda klonlanmistir®. Ob geni sicanlarda 6 nolu kromozomda
bulunur. insanlarda ise 7. kromozom'un uzun kolunun 31. bélgesinde yani
7931'dedir®. Leptin 167 aminoasit igeren, 16 kDA agiriginda ve 4a heliks
yapisinda sitokin benzeri bir proteindir. insan ve sigan leptini %84 oraninda

benzerlik géstermektedir®.

Leptinin Sentezi

Leptin, primer olarak yag hucresinde ob geni tarafindan mRNA'ya
kodlanip sentezlenmektedir®. Biyiik kismi beyaz ya§ dokusunda, az bir
bolimi de kahverengi yag dokusunda sentez edilerek kana verilir”. Deri alti
yag dokusu hucrelerinde leptin mRNA miktari, viseral yag dokusuna karsin iki
kat fazladir ve yag hucresinden salgilanmasi B3 adrenerjik reseptorler

araciligiyla olmaktadir®,

Leptinin yag hucrelerinden salgilandiginin gosterilmesinden sonra bir¢ok
dokuda leptin salgilandigi bulunmustur. Leptinin mide-bagirsak sisteminde,
ozellikle midede sentezlendigi bulunmustur®. Ayrica, iskelet kasi'®, meme
bezi'”, kemik iligi'%, dermal fibroblastlar'®, endometriyum'®, hipofiz'®, testis,
ovaryum ve kil follikiileri'® leptinin diger kaynak dokularidir.
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Leptin nabizsal ve gece gunduz ritmiyle salgilanir. Serum leptin
yogunlugu 6gleden sonra diisiik olup, gece yarisindan sonra (24%°-02%) zirve
yapar. Leptin salgilanmasinin gece gunduiz ritmini denetleyen faktorler uyku ve
uykunun neden oldugu glukoz, insilin ve blyume hormonu yogunluklarinin
yuksekligidir. Yag depolarinin artisi serum leptin yogunlugundaki gece-gindiz
farkini azaltmaktadir. Normal agirlikli bireylerde serum leptin yogunlugu
ortalama 7,5+9,3 ng/ml iken, sisman insanlarda ortalama 31,3+24,1 ng/ml’dir.
Leptin’in dolagsimdaki yari émri 25-30 dakika kadar olup, ¢ok kisadir ve

bobrekler tarafindan dolasimdan alinarak idrar yoluyla atihr'®’.

24 saatlik ritme ek olarak, normal ovilasyon dongusu olan kadinlarda
leptin’in salinimi ayni sekilde aylik bir dongu iginde gergeklesir. Leptin salinimi
menstruel siklusun sekresyon déneminde yiiksektir'%.

insanlarda serum leptin yogunlugu cinsiyete bagli olarak da farklihk
goOsterir. Kadinlarda daha ylksek olan serum leptin dizeyi, farkh UGreme
hormonlari ve kadinlarin daha fazla derialti ya§ dokusu icermeleri sonucudur'®.
Androjenler, kultir adipositlerinde leptin mRNA dretimi ve leptin salinimini
baskilayarak, serum leptin yogunlugunun dusik olmasina yol agar. Estrojenlerin
leptin salgilanmasini uyarici etkisine karsin androjenler baskiliyor gibi
gorinmektedir''®'",

Genel olarak, serum leptin duzeyleri beslenme ve hormonal faktérlerden
etkilenir. Aglik leptin dizeyini dusurarken, asiri beslenme de leptin salinimini
arttirmaktadir. 24 saatlik aclik, leptin dizeyini baglangica gore %30 oraninda
azaltir. Asiri beslenme ise 12 saat iginde leptin duzeylerini %50 oraninda arttirir.
Ayrica insulin, glukokortikoidler ve ates leptin dizeyini artirirken, egzersiz,
noradrenalin, testosteron ve soguk azaltir TNFa, IL-1 ve IL-6 gibi sitokinler de

leptin mRNA ve serum leptin diizeylerini degistirmektedir'®.

Leptin Reseptorleri

Leptin aragtirmalarinda énemli bir asama da, 1994 yilinda leptin (ob)
geninin klonlanmasindan yaklasik bir yil sonra leptin reseptérinin (Ob-R)

tanimlanmasidir''?. Ayrica leptin ve leptin reseptoriiniin sitokinlere benzerlikleri
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nedeniyle, leptin bir sitokin olarak da siniflandirilir. Leptin’in yapisi IL-6 ve IL-11
ile leptin reseptorii ise IL-6 reseptorii ile benzerlik gdsterir''®. Ob-Ra, Ob-Rb,
Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re ve Ob-Rf olarak alti farkli leptin reseptoru

tanimlanmistir'™.

Leptin etkisini, 6zel leptin reseptort izoformlarini aktive ederek gosterir.
Uzun reseptdr seklinin yiyecek alimini ve enerji metabolizmasini duzenleyen
hipotalamusta vyerlestigi ve birincil olarak bu reseptoérin leptin’in
sinyalizasyonunda etkili oldugu bilinmektedir'®.

Kisa reseptor izoformunun ekspresyonu beyinde koroid pleksus ve
leptomeninks gibi alanlarda ¢ok fazladir. Leptin’in kan-beyin ya da kan-BOS

engelinden gecisinde islev gérmektedir’®.

Leptin metabolik etkilerinin gogunu merkezi sinir sisteminde ve periferik
dokularda bulunan leptin reseptorleriyle etkileserek gdstermektedir. Leptin
reseptorl, uyarlyl Janus protein tirozin kinaz 2 (JAK proteinler) ile sinyal
donudgsturacu ve transkripsiyon aktivatorlerine (STAT 3) iletir (sekil 4). Leptin’in
kendi reseptorine baglanmasi reseptdor ve reseptorle baglantih JAK'larda
farkhlagsmayi uyarir. Bu olay reseptorin sitoplazmik kisimlarindaki tirozin
bdlgelerinin fosforilasyonunu saglamakta ve STAT proteinleri igin fosfotirozin
baglanma yerleri olusturmaktadir. Bu sekilde STAT proteinleri hem reseptore,
hem de dimer olusturmak Uzere bagka bir STAT proteinine baglanmaktadir.
Fosforilasyondan sonra bu STAT proteinlerindeki tirozin bolgeleri reseptdrden
ayrilir. Sonugta STAT proteinleri aktive olmus olur. Cekirdede tasindiktan sonra
STATa yanit veren molekillere ve DNA’ya baglanirlar ve yanitlayici hedef
genlerin transkripsiyonunu uyarirlar. Leptin reseptori  aktivasyonu ve
transkripsiyon faktorlerinin enerji metabolizmasini dizenleyici etkilerine aracilik

eden bu genler hentz bilinmemektedir.
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Sekil 4: Ob-Rb ile JAK-STAT aktivasyonunun mekanizmasi'™®.

JAK-STAT sinyali

ndropeptid’in ekspresyonu degisir. Ozellikle hipotalamus-hipofiz-gonad eksenini

ile aktive olan transkripsiyon sonucu birgok

etkileyen arkuat c¢ekirdekteki Noropeptit Y (NPY) ve hipotalamus-hipofiz-
bdbrekistu bezi eksenini etkileyen kortikotropin serbestlestirici hormon (CRH)

en iyi calisan ve JAK-STAT sinyali ile ekspresyonu degisen noéropeptidlerdir’®.

Leptin’in Biyolojik iglevleri

Leptin’in en o&nemli biyolojik iglevleri beslenme davranisini ve
metabolizma hizini duzenlemesidir. En iyi bilinen ve en oOnemli etkisi

hipotalamustaki istah merkezlerini etkileyerek besin alimini azaltmasidir’”'"8.

Leptin, enerji harcanmasini da arttirarak metabolizma hizini arttirir. Ayrica seks
durtisunun artmasi, sempatik aktivitede artig, 1s1 dizenleme etkisi, puberteye
ulasma Uzerine etkisi, Ureme, buyume, gelisme ve kan yapimi Uzerine etkileri
vardir'®.

Birgok calisma karaciger, gastrik mukoza, keratinosit hlcreler ve son
zamanlarda meme kanseri hucrelerinde proliferasyonu aktive edebilecegi
gosterilmistir’’®'?!. Leptin asil olarak meme yag dokusu tarafindan sentez edilir
ve leptin ekspresyonu normal ve timoral insan meme epitelyum hucrelerinde
saptanmistir'?'%3_ Epidemiyolojik calismalar obezite ve meme kanseri arasinda

iliski oldugunu, bu siirecte leptinin yer alabilecegini gdstermistir'®*.

Leptin’in Kilo Diizenlemedeki iglevi
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Leptin, kemirgenlerde gugli bir besin alimi baskilayicisi ve enerji
harcama uyarani olarak beslenme davranisini dizenler. Hipotalamusta arkuat
noronlarda besin alimini uyaran Noéropeptid Y (NPY), agouti-related protein
(AGRP) ve oreksin gibi mediatorleri baskilayip, istahi azaltan a-melanosit
stimule edici hormon (a-MSH), kokain ve amfetamin saliverici transcript (CART)
ve kortikotropin serbestlestirici hormon (CRH) yapimini uyararak besin alimini

azaltmaktadir'®.

Leptin’in Yag Metabolizmasi Uzerine Etkisi

Leptin, yad dokusunda yag asidi oksidasyonu artisi ile triagilgliserol
esterlesmesinin azaltilmasindan sorumludur. Leptinin lipolitik yol Gzerine otokrin
ve parakrin etkileri vardir''®. Hayvanlarda total yag diizeyini gdsteren ve temsil
eden bir lipostat gibi hareket eder ve buna bagh olarak yag duzeyini dusurmek
icin gerceklesen davraniglari aktive eder. Leptinin plazma kolesterol, trigliserid

ve glukoz diizeylerini azalttigi da saptanmigtir®'?°.

Leptin’in Glukoz Metabolizmasi Uzerine Etkisi

Leptin glukoz metabolizmasi Uzerine de etkilidir. Zayif hayvanlara leptin
uygulanmasi, insulin duzeylerini degistirmeden serum glukoz dlzeyinde
azalmaya yol acar. Leptin, insanda plazma insulin dizeyini dedistirmeden ve
kilo kaybindan bagimsiz olarak periferik dokularda glukoz dénusumuinu ve
alimini arttinp, karaciger glikojen igerigini azaltarak glukoz metabolizmasi

118

Uzerine akut etki yapmaktadir' ™. Leptin, kemirgenlerde pankreas

hiicrelerindeki reseptorlerini etkileyerek insiilin salgilanmasini baskilar'?’.
Leptin ve Termogenez

Leptinin, enerji harcanmasina yaptigi en onemli etki termogenezdeki
artistir'®. Tiroid hormonlarinin  da  termogenezisi  arttirarak, enerii
metabolizmasinda duzenleyici rol oynadiklari bilinmektedir. Termogenezde en
onemli faktorler, “uncoupling proteinler (UCP)’dir. Tiroid hormonlari UCP2 ve
UCP3 ekspresyonunu gugcli bir sekilde uyarirlar ve enerji harcanmasina neden
olarak, sonugcta fazla isinin olusmasini saglarlar. Leptin ise tiroid hormonlarinin

ve sempatik sinir sisteminin aktivasyonunu arttirarak yuksek UCP3 duzeylerinin
46



olusmasini saglar ve bu da termogenezi arttirir'®. Deney hayvanlarina da
ekzojen leptin veriimesi hem fiziksel erki, hem de vucut sicakhgini
arttirmaktadir'™. Soguk uygulamasi sonucunda ise beyaz ya§ dokusunda P
adrenoreseptor aktivasyonu, sempatik aktivite artisi, cAMP ve Ob geni
ekspresyonunu azaltarak leptin sentezini disurmektedir. Isitma saglaninca

sogugun bu etkisinin ortadan kalktigi ve leptin sentezinin artti§i gdzlenmistir’™'.

Leptin ve Obezite

Ob geninin klonlanmasi ve gendeki mutasyonun ob/ob farelerdeki obez
fenotipten yukimlU oldugunun gosterilmesi, insanlarda da benzer bir durumun
obeziteye neden olabilecegi gorusunu akla getirmistir. Leptin eksikliginin obezite
ile sonuglandigl, ginimuizde oldukga iyi bilinen ve kabul edilmis bir gergektir.
Ancak obez insanlarda farelerdeki gibi bir mutasyon saptanmamistir, leptin

kodlayan gen normaldir'®

. Yapilan calismalarda obezlerde plazma leptin
dizeyinin yuksek oldugu ve vicut yagi ile birliktelik gosterdigi bulunmustur. Bu
sonuglar leptin duyarsizligi ya da direnci olabilecegini diislindiirmistiir'2.
Benzer sekilde leptine direng gosteren db/db fareler de obezdirler. Leptinin
sentez ve salgilanmasinda ve kana salinan leptinin tasinmasinda bir bozukluk,
hipotalamusta leptin reseptor ve sinyal iletiminde bir yetersizlikten dolayi obezite
gelisebilir™.

Leptin anti-obezite etkisini baslica enerji alimini azaltarak (istahi azaltip
besin alimini azaltir) ve enerji harcanmasini arttirarak (sempatik sinir sistemi

aktivasyonu, termogenezis, artmis oksijen tiiketimi) gdstermektedir'™°.

ADIPONEKTIN

Adipositlerden sentezlenen 244 aminoasitten olusan protein yapida bir
molekuldur. Adiponektin plazmada diger hormonlara ve sitokinlere gore oldukga
yilksek konsantrasyonda bulunur™'. 1995 ve 1996 vyillarinda farkli gruplar
tarafindan bulunan ve bu nedenle de farkli adlandirilan adiponektinin diger
sinonimleri sunlardir: “adipose most abundant gene transcript 1 (apM1)”,
“adipocyte complement-related protein of 30 kDa (Acrp30)”, adipoQ ve “gelatin
binding protein of 28 kDa (GBP28)""**'%insan adiponektini 17 kb’lik ADIPOQ
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geni tarafindan kodlanir ve bu gen 3q27 kromozomu Uzerinde lokalize

37 lging olarak 3927 insan kromozomu tip 2 diyabet ve metabolik

sendrom agisindan da duyarlilik tasiyan gen bdlgesi olarak tanimlanmistir'®.

olmustur

Adiponektin buytk odlgtde ve ozellikle farklilasmis adipositlerden eksprese edilir
ve kan dolasiminda yiiksek diizeylerde bulunur'®. insanda serum adiponektin
dizeyi normal sartlarda 5-30 pg/ml araligindadir ve total plazma proteinlerinin
%0,01’i kadardir'®. Plazma adiponektin diizeyleri erkeklerde kadinlardan daha

duisiktir.

insan plazmasinda adiponektin kollojen kisminin araciligiyla olusturdugu
3 major oligomerik form seklinde bulunur: dliguk molekuler agirlikli (LMW)
trimer, orta molekuler agirlikh (MMW) hekzamer ve yuksek molekuler agirlikh
oligomer (4-6 trimer) form (HMW )%

Adiponektin Reseptorleri ve Adiponektin Etki mekanizmasi

Birkag yiIl dnce Yamauchi ve arkadaslari tarafindan AdipoR1 ve AdipoR2
olmak Uzere iki farkli adiponektin reseptér izoformu klonlanmistir''. Her iki
izoform da adipositler dahil bircok hiicre tipinde eksprese edilir'*"'*2. Yag
hlcrelerinde adiponektin reseptorlerinin kesfedilmesinden sonra, adiponektinin
otokrin ve/veya parakrin yolla adipoz doku metabolizmasinda dizenleyici rol
oynayabilecegi disinilmistir. insan dokulari icerisinde AdipoR1 baslica
iskelet kasinda eksprese edilirken, AdipoR2 agirlikh olarak karacigerde
eksprese edilir. in vitro c¢alismalar adiponektinin her iki reseptoriin
baglanmasiyla PPARy ve AMP-aktive protein kinaz (AMPK) aktivitesinde artisa

sebep oldugunu gdstermektedir'’.

AdipoR1 ve AdipoR2, 7 transmembran domaini igeren ylizey membran
proteinidir; N terminalleri integral, C terminalleri ise eksternaldir ve bildirilen tim
G protein-baglantih  reseptdrlerin  topolojisine zittir.  AMPK ve PPARy
aktivasyonunun kesin mekanizmasi bilinmemektedir'*. iki reseptér sinyal yollari
acisindan birbirinden acik bir sekilde farkl yol izlerler. AdipoR2, cogunlukla yag
asidi oksidasyonunu artirip, inflamasyon ve oksidatif stresi inhibe ederek enerji
dagilimini uyaran PPARa metabolik yolunun aktivasyonuyla baglantili iken,

AdipoR1, AMPK metabolik yolunun aktivasyonu ile siki bir sekilde baglantili
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olup artmis yag asidi oksidasyonu ile birlikte hepatik glikoz Uretiminin

inhibisyonunu diizenler (sekil 5)"*.

Haw (0 Hawe

Globular
£ Adiponektin =

—3 P 1
ine 2 % @ %%sﬁéu.,@g? ., 3

ca -

2 eamp + —
L. came §—
PPARo

T 8
\AAJ
; AMPK 1
Arinug glukoe ahms Azalruy glukonsogenss Aty yaf asidi oksidasyong
(Kasta) (Karnciferde) (Karncifer ve kasta)

Sekil 5: Adiponektin’in sinyal yolagi***

Adiponektin reseptorlerini kodlayan genlerin transkripsiyonal regulasyonu
henlz aydinlatilamamistir. Simdiye kadar adiponektin gen ekspresyonunun
insan makrofajlarinda PPAR ile dizenlendigi gosterilmistir ve beyaz adipoz
dokuda AdipoR1 ve PPARy gen ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur'**'*® AdipoR1 ve AdipoR2 reseptdrlerinin her ikisinin ekspresyonu,
insulin rezistansli ob/ob farelerin kas ve adipoz dokusunda azalmistir ve bu
farelerde kontrol gruplariyla karsilastirildiginda hiperglisemi ve hiperinsulinemi
gorilmektedir™’.

Adiponektinin Metabolik Etkileri

Adiponektinin iskelet kasinda karbonhidrat ve yag metabolizmasi
Uzerinde potansiyel etkisi vardir. Cesitli calismalarda globuler adiponektin
tedavisinin hem iskelet kasi hicre kulturlerinde hem de izole kasta yag asidi
yararlanimini diizelttigi gdsterilmistir™®14°.

Son yillarda, kardiyomiyositlerde de adiponektin  reseptorleri
bulunmustur. Adiponektin tedavisinin kardiyomiyositlerde glikoz ve yag asidi

alimini énemli derecede artirdigi belirtilmistir'°

. Diger taraftan adiponektin
kiiltire kardiyak miyositlerde AMPK fosforilasyonunu indiikler'**'". Adiponektin
eksikligi insulin direnci, glikoz metabolizmasi bozuklugu ve daha sonraki kalp

yetmezliginin siddeti ile iligkilidir. Ayni zamanda adiponektinin globular kismi ile
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tedavi kalpte yagd asidi oksidasyonunu, AMPK aktivasyonundan bagimsiz
olarak, énemli derecede artirir'>.

Adiponektin ekspresyonu subklitan yag dokusunda viseral yag
dokusundan daha fazladir. Obezitede dolagsimdaki dizeyi azalirken kilo
verildiginde diizeyleri artar. Insilin adiponektin Gretimini arttirir. Kronik bdbrek
yetersizligine bagli hemodiyaliz hastalarinda da saglikli bireylere gore
adiponektin duzeylerinin 2,5 misli daha yuksek oldugu bulunmustur.
Adiponektinin diyete bagl obezitenin erken safhasinda henuz kiguk adipositler
aktifken arttigi, adipositlerin hipertrofik hale geldigi uzun sureli obezite

durumunda ve tip 2 diyabette ise azaldi§i bildirilmistir'>®.

Adiponektin dizeyleri vicut yagdi orani, bel-kalga orani ve intraabdominal
yag miktariyla negatif korelasyon gdsterir. Yine adiponektin dizeyleri aclik
plazma insulin konsantrasyonu, aclik glikoz konsantrasyonu, glikoz tolerans
testinin 2. saatindeki glikoz konsantrasyonu, sistolik ve diyastolik kan basinci,
total ve LDL-kolesterol konsantrasyonlari, trigliserid ve urik asit duzeyleriyle
negatif, insulin duyarhligi ve HDL-kolesterol duzeyiyle pozitif korelasyon
gosterir’®. Ustelik diyabetik olup da koroner arter hastaligi bulunan olgularin
adiponektin duzeyleri diyabetik olup da koroner arter hastaligi olmayan

olgulardan daha diisiik bulunmustur'>.

Adiponektin, damar duvarinda, TNF-a Uretimini baskilayarak adezyon
molekdillerinde azalmaya yol acar ve monosit adezyonunu inhibe eder'*®, ¢cépci
reseptorlerin  ekspresyonunu azaltarak makrofajlarin  kdpuk hicrelerine
doénisimini dnler™® ve blyiime faktérlerinin uyardigi diiz kas hiicrelerinin bu

bolgeye gdcli ve proliferasyonlarini azaltir™®.

Bundan dolayl adiponektin
duzeyleri ile karotis intima media kalinligi arasinda ters bir iligki tespit edilmigtir.
Adiponektin vaskuler intimada kollojen 1, Ill ve V’e 6zgun olarak baglanir ve
Ozellikle hasara ugramis damar duvarinda birikir. Bu acgidan zedelenmis
damarin tamiri strecinde rol aldigi disunulmektedir. Ayrica adiponektin endotel
hicrelerinde nitrik oksit Uretimini arttirir ve anjiyogenezi uyarir. Bu etkilerine
insulin reseptorlerinin  fosforilasyonunda artis, AMP’ye bagl artan protein

kinazlarin aktive olusu ve nukleer faktor kappa B yolaginin modilasyonu
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aracilik etmektedir. Sonug¢ olarak adiponektin yag dokusunda Uretilen

antidiyabetik, antiinflamatuar ve antiaterojenik bir hormondur'.

Adiponektin ve Kemik Olugsumu

Adiponektin ile kemik homestazi arasindaki iliski ilk defa Berner ve
arkadaslar tarafindan bulunmus ve adiponektinin reseptorlerini AdipoR1 ve
AdipoR2, kemik bigimlendirici hucrelerde sekrete ve eksprese edildigini
goOstermiglerdir. Adiponektin ayni zamanda osteoblast kultirinde hicre
proliferasyonunu stimule ettigi, baska bir c¢alismada ise bunun tersi
bulunmasina ragmen adiponektin kemik metabolizmasinda etkisi oldugu

aciktir™®.

Adiponektin ve kanser

Meme ve prostat kanserli kisilerde adiponektin seviyesi dustk buliunmus
ve farelerde in vitro incelemelerde adiponektinin olasilikla neo-
vaskularizasyonun suUpresyonu vyoluyla tumdr buyldmesini inhibe ettigi
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gorulmustar ™. Adiponektin ekspresyonu ve salinimi insulin ve glukokortikoidler

tarafindan dizenlenmektedir'®”"%8,

REZiSTIN

Rezistin son vyillarda kegfedilen, yad hlcresinden salgilanan bir
hormondur'®. Rezistin 12.5 kDa agirhginda sisteinden zengin bir
polipeptiddir'®. Rezistin mRNA’si 20 aminoasitli bir sinyal dizisi iceren, 114
aminoasitlik bir polipeptid olarak sentezlenir. Sekrete edilen 94 aminoasitlik
kisimda 11 sistein kalintisi bulunmaktadir. Rezistin disulfit dimerleri seklinde

sekrete edilir ve her dimerizasyon icin tek bir sistein icermektedir'®’.

Rezistin iki bagimsiz grubun ayni zamanda c¢alismalari sonucu elde
edilmistir'®. Uluslararasi komite tarafindan rezistin adi; rezistin, F1ZZ3, ADSF,
RELM, FIZZ1, Retn1, adipofilin adlari arasindan, insllin direncindeki roll
nedeniyle secilmistir. insanda rezistinin geninin 19. kromozomda oldugu tespit

edilmistir'®.
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Rezistin, Rezistin like molecules (RELM) denilen bir protein ailesine aittir.
Bu ailenin karakteristik 6zelligi C-terminal ucunda sisteinden zengin bir segment
olmasidir. Bu gruba ait 3 farkli protein RELM-a, RELM-B ve rezistindir. RELM-
a’nin alerjik olaylarla, RELM-B’nin ise 0&zellikle kolon timorlerinde tumor
olusumuyla iliskili oldugu gdsterilmistir'®. Rezistin dimer yapili bir molekldiir ve
cys 26 daki bir mutasyon bu proteinin ekspresyonunu monomer hale

getirmektedir'®’.  Farelerde rezistin, ya§ dokusu miktari ve adiposit

farklilasmasina bagli olarak primer beyaz yag dokusunda eksprese edilir'®.
Akciger, plasenta ve pankreasin B huicrelerinde daha dusik seviyelerde

eksprese edilmistir'®*'°°.

Rezistin ekspresyonunu inflamatuvar suregler, glukokortikoidler ve
lipopolisakkaritler arttirirken, TNF-a, [(-adrenerjik uyari ve PPARy ise
azaltmaktadir'®®. Rezistin, antidiyabetik bir ilag olan thiazolidinedionlarin (TZD)
mekanizmasi arastirilirken bulunmustur. TZD 6zellikle yag hucresinde (3T3-L1
yag hucresi) belirgin olarak farklilasma saglayan, hicre igine yagd asidi alimini
artiran, plazma serbest yag asidi miktarini azaltan ve insuline duyarhihd artiran
antidiyabetik etkili bir ilactir. PPARy yag hucresinde bulunan ve en iyi adipojenik
determinasyon saglayan faktordiir'®. TZD'lar antidiyabetik etkilerini PPARy
Uzerinden gosterirler. in vitro kosullarda 3T3-L1 yagd hiicrelerinde rezistin
miktarinda ve rezistin mRNA’sI ekspresyonunda azalmaya neden olduklari
gorilmistir'®®. 3T3-L1 yag hiicresi, insilin ile stimiile edildiginde, glikoz alimi
(transportu) belirlenebilen ve dlgulebilen model hiicre olarak kullaniimaktadir.
Bu hucreler ile otokrin ve parakrin mekanizmalari agiklayan kaltir ¢alismalari,
rezistinin kesfine neden olmustur'®. 3T3-L1 hiicreleri adipogenez sirasinda

167168 " jn vivo

rezistin mRNA’sinin induklenmesiyle rezistin sentezi yaparlar
olarak 3T3-L1 yagd hucresinde rezistin ve rezistin mRNA’sI seviyesinin, TZD
uygulamasinin down regiilasyonu sayesinde azaldi§i gosterilmistir'®®'"°. Adipoz
dokudaki rezistin mRNA seviyelerinin azalmasinin negatif feedback ile plazma
rezistin seviyelerini arttirdigi dasunulmektedir. Diyetle uyariimis obez hayvan
modellerinde, ob/ob ve db/db genotipli obez farelerde serum rezistin

seviyelerinin  arttigi  gorilmistir’”’.  Diger hayvan modellerinde ise

ekspresyonunun ve sekresyonunun azaldi§i saptanmistir'’.
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Hipergliseminin rezistin ekspresyonunu uyarici etkisi oldugu ve insulinin
3T3-L1 adipositlerde rezistin gen ekspresyonunu baskiladigi gérilmistiir'™.
IGF’nin adipogenezisi uyardigi ve rezistin gen ekspresyonunu azalttigi
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bilinmektedir *. Cocuklarda rezistin seviyeleri pubertal gelisimle korelasyon

gosterirken, diger metabolik parametrelerle korelasyon géstermemektedir1”.
Rezistinin hayvan modellerinde proinflamatuar sitokinleri upregule ettigi
ve inflamasyonu uyardigi gériilmiistiir'”®. Tiim bu bulgular rezistinin ateroskleroz
patogenezinde direkt rolii oldugunu diisiindiirmektedir'”. TZD tedavisinin
insulin direncine neden olan adiposit genlerini down regulasyona ugrattigi
gosterilmigtir. Rezistin in vivo kogullarda glikoz toleransini bozmaktadir. Diyetle
uyarilan obezitede insulin aktivitesinin ve kan seker dizeyinin antirezistin
antikorlarla duzeldigi goérulmustir. Rezistinin insulinin yag dokusuna glikoz
alimini uyarici etkisini notralize ettigi bilinmektedir. Beyaz yad dokusunda
rezistin gen ekspresyonu, kahverengi yag dokusundan daha fazladir. Meme
dokusunda rezistin mRNA’sinin ekspresyonu azdir. Bunun nedeninin memenin
kendi 6zel yag dokusundan kaynaklandigi dustinulmektedir. Gonadlarda rezistin
MRNA’sinin ekspresyonu ylUksek seviyede iken bu cinsiyete ve depo yag

oranina gore degismektedir'’®.

TUMOR NEKROZiS FAKTOR-a

TNF-a, kasektin olarak da adlandirilan, 17 kDa agirhginda bir
sitokindir'”®. Homotrimer bir yapiya sahip olan TNF-a, dzellikle makrofajlar ve
monositler olmak Uzere fibroblast, endotel hucreleri, adipositler, B hlcreleri gibi
bircok hiicre tarafindan sentezlenmektedir'®®. TNF-a o&zellikle lipit
metabolizmasi, koagulasyon, insllin rezistansi ve endotel (zerine etki
etmektedir. Bunlarin yaninda apoptozisi indukler, akut inflamasyon sirasinda
fagositlerin aktivasyonunu ve karacigerde akut faz reaktanlarinin sentezi ve
salgilanmasini arttirir. Yag dokusundan trigliseridlerin dolagima salinmasini ve
iskelet kasinda proteinlerin yikimini arttirir, anaerobik glikolizi uyarir ve septik

sokun patogenezinde etkilidir®.

Obez kisilerde adipositlerde ve vaskuler bag dokusu hlcrelerinde TNF-a
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reseptorlerinin  sentezi artmaktadir™'. TNF-a insulinin yag ve kas dokusu
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uzerindeki etkilerini inhibe etmekte ve insuline direncli hayvanlarda lipit yikimina
neden olmaktadir'® ' TNF-a konsantrasyonu agirlik kaybi ve antidiyabetik
tedavi ile azalmaktadir'®. TNF-a’'nin hipofiz (izerinde de énemli etkileri vardir.
Sigan hipofiz hucrelerinde bazal TSH sekresyonunu etkilemedigi fakat TRH
stimulasyonuna bagli TSH sekresyonunu azalttigi gorilmistir'®. Baska bir
calismada ise intraven6z TNF-a enjeksiyonunun GH sekresyonunu uyardigi,

TSH sekresyonunu ise inhibe ettigi gorilmistir'®.

TNF-a icin TNFR1ve TNFR2 olmak Uzere 2 adet reseptdr tanimlanmistir.
TNF-a bu reseptorler Uzerinden inflamasyon icin gerekli genlerin
transkripsiyonunu saglar'®’. Tip 2 diyabetiklerde ve diyabetik olmayan kisilerde
adipoz doku TNF-a konsantrasyonunun obezite ve insullin direnciyle pozitif

korelasyon gosterdigi saptanmistir'®®'8°,

Obez kadinlarda adipoz doku TNF-a ekspresyonu, plazma glikoz, insulin
ve trigliserid diizeyleri ile korele bulunmustur'®. TNF-a, adiponektin seviyelerini

azaltarak insiilin direnci gelismesine yol agabilir'®.

Tiumor Nekrozis Faktor-a ve Obezite

Birgok calismada TNF-a’nin adipoz dokudan da salindigini gosterilmigtir.
Obezitede TNF-a seviyesinin arttii bilinmektedir. Vicut kitle indeksi ve adipoz
doku TNF-a mRNA seviyesi arasinda pozitif bir iliski bulunmustur. Kilo kaybi,
adipoz dokuda azalmigs TNF-a mRNA ekspresyonu ile iligkilidir. TUmor nekrozis
faktor alfa geninin promotor bolgesindeki genetik degisiklikler dokuda TNF-a

ekspresyonu ile iliskilidir'®""92.

Tiumor Nekrozis Faktor-a ve Ateroskleroz

Aterosklerotik damarlarda aterom plaklarinda, makrofaj kopuk hucreleri
ve duz kas hucrelerinde TNF-a’nin artmis oranda bulunmasi ateroskleroz

19 jnsan ve

patogenezinde TNF-a’'nin roli oldugunu dasundurmektedir
hayvanlardaki aterosklerotik lezyon; makrofaj, diz kas hucresi, T-lenfosit ve
mast hucresi gibi ¢esitli hticreler igerir. Bu hicrelerin hepsi TNF-a Uretir ve TNF-
a’ya yanit verir. Birgok calisma TNF-a’nin aterosklerozun gelisimindeki her

asamaya katildigini goéstermistir. Adipoz dokuda da Uretilen ve obez bireylerde
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fazla miktarlarda sentezlenen TNF a, diz kas hicre ¢odalmasini ve goguni
artirarak, sitokinlerin, buyume faktorlerinin  ve adezyon molekdllerinin

ekspresyonunu arttirarak aterosklerotik lezyonun ilerlemesine neden olur'®"%°.

Tumor Nekrozis Faktor-a ve Lipid Metabolizmasi

Adipositlerin anahtar gorevi fizyolojik enerji ihtiyaglarina goére lipid
metabolizmasini duzenlemektir. Yag asiti alimi, lipoliz ve lipogenezin
dizenlendigi g¢esitli basamaklar vardir. Bu basamaklarin her biri insulin, kortizol,
katekolaminler, biyime hormonu, testosteron, serbest yag asitleri (SYA) ve
sitokinler gibi c¢esitli uyarilara farkh yanitlar verirler. TNF-o’'nin lipid
metabolizmasinda dizenleyici roli oldugunu gosteren gesitli kanitlar vardir.
Adipositlerde yag asitleri, dolasimdaki yag asitlerinden, hicre igi lipolizden ve
glukoz yikimindan elde edilir. Yag asiti alimi lipoprotein lipaz tarafindan
hizlandirilir. TNF-a’nin lipoprotein lipaz aktivitesini ve ekspresyonunu azaltigi
gosterilmistir. Ayrica TNF-a, serbest yag asidi (SYA) tastyicilarinin adipoz
dokuda ekspresyonunu azaltir. Dolagimdan SYA'nin aliminin azalmasi

obezitedeki hiperlipideminin bir nedenidir'®*.

Timor Nekrozis Faktor-a ve insiilin Direnci

Tip Il diyabetik hastalarin %80'inin obez oldugu ve obezite hiperglisemi
olsun ya da olmasin insulin direnci ile iligkili oldugudan, obezite ve insulin
direnci arasindaki iligki arastiriimistir. Bu iliskide en fazla tanimlanan faktor
TNF-a’dir.  TNF-a, adiponektinin etkisini antagonize ederek ve insulin

reseptoriindeki tirozin kinazi baskilayarak insiilin direncine neden olur'®.
INTERLOKIN-6

IL-6, 21-28 kD agirliginda tek bir protein zincirinden olusan, 212
aminoasit iceren O- ve N- glikolizasyon ve fosforilasyon bdlgeleri iceren bir
polipeptiddir. Cok yonlu isleve sahip bir sitokin olarak hematopoezi, akut faz
reaktanlarini, immun yaniti dizenler ve konagin savunma mekanizmasinda
merkezi bir rol oynar. insan IL-6 geni 7.P?' kromozomunda bulunur. IL-6; T ve B
lenfositleri, monosit, fibroblast, keratinosit, endotelyal, mezengial, kemik iligi

stroma hucreleri, astrositler ve cesitli tumor hicreleri tarafindan dretilir. Normal
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kosullar altinda hlcrelerden salgilanmaz. Viral enfeksiyonlar, lipopolisakkaritler
ve cesitli sitokinlerin uyarisi ile salgilanir. Travma, inflamasyon, otoimmun
hastaliklar ve gesitli malignitelerde serum diizeyleri artar'®’.

IL-6 hedef hucre ylzeyindeki 6zgul reseptorune (IL-6R) baglanir. IL-6R
hemopoietin ailesinin bir Gyesidir. ki islevsel zincir igerir. 80 kD agirhgindaki bir
zincir IL-6 baglayici molekul veya gp80 (glikoprotein 80) olarak IL-6’ya 6zgul
olarak baglanir. Diger iglevsel zincir 130 kD agiriginda gp130 sinyal iletici
zincirdir'®.

IL-6, IL-6R baglanarak hucre igine sinyal tasiyici protein gp130 ile
mesajlari iletir, bunun sonucunda ras/MAP kinase ve JAK/STAT sinyal yollarini
uyarir, aktive STAT ve ras-MAPK vyollari plazma htcre proliferasyonu igin

gereklidir'®®

. IL-6 karacigerde akut faz reaktanlarinin, 6zellikle de CRP ve
fibrinojenin sentezini indiikler*®. Ayrica T lenfositlerinde IL-10 Uretimi de IL-6
tarafindan indiiklenmektedir®®'. IL-6, TNF-a ve leptine benzer sekilde aromataz
aktivitesini indiiksiyonu yoluyla estrojen biyosentezini stimiile eder®®.

IL-6, ¢bzundr IL-6 reseptorlerine baglanarak osteoklastlari aktive eder ve
kemik rezorbsiyonuna neden olur. Bu anlamda IL-6, osteoporoz ve romatoid

artrit patogenezinde énemli bir sitokin haline gelmistir®®.

IL-6 hipofize etki ederek ACTH salinimini indukler ve ayrica direkt olarak

adrenal bezlere etki ederek glukokortikoid tiretimine neden olur'®’.

IL-6, leptin gibi, yad dokusu hicrelerinden salgilanan adipokinler
arasinda yer alir. Sekresyonu, yag hdcresi artigi ile birlikte artar. Dolagimdaki
IL-6 konsantrasyonu vicut yag yuzdesi ile koreledir. Yag dokusu hucre
tiplerinden IL-6 sekresyonunun ne sekilde dizenlendigi henltz belirlenmemistir.
Buna ragmen, humoral (insulin, glukokortikoitler), noral (sempatik sinir sistemi
aktivitesi) ve parakrin (IL-1B, TNFa) sinyallerin hepsinin yag dokusundan IL-6
Uretimini dizenledigi gosterilmistir. IL-6, pek ¢ok doku Uzerine hormonal etkileri
olan bir sitokindir. Endotelyum, obezitenin metabolik etkilerine katkisi agisindan

bunlarin en anlamlisi olarak distiniilmektedir?®.

Viseral yag dokusundaki IL-6 konsantrasyonu derialti yag dokusundaki
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IL-6 konsantrasyonundan yuksektir™™. Yuksek IL-6 duzeyleri koroner arter
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hastaligi ve ateroskleroz ile iligkilidir. IL-6’nin endotelyal adezyon molekullerinin

salinmasini arttirdi§i gdézlenmistir?®2%7

. IL-6 reseptorlerinin hipotalamusta da
bulundugu ve 6On hipofiz hormonlarinin salinmasini uyarici etki gosterdigi
bildirilmistir’®. Obez kisilerde plazma IL-6 seviyelerinin arttigi gdsterilmistir?®®.
IL-6'nin lipoliz ve yag asidi oksidasyonunu arttirdigi, plazma dizeylerinin insulin

direnciyle korelasyon gdsterdigi bulunmustur®'®.

SEKS HORMONLARI

Batin steroidlerin dncull olan kolesterol dolagimdaki lipoproteinlerden
saglanabilecedi gibi endojen olarak asetattan da sentezlenebilir. Tum
steroidlerin sentezi icin &n madde asetattir’’’. Kolesterolden yan zincirin
kirlilmasi ve oksidasyonu sonucu pregnenolon olusur. Pregnenolondan da diger
steroidler  dUretilir. ~ Steroid hormonlarin  biyosentezinde  kolesterolun
pregnenolona doénusmesi hiz kisitlayici basamagi olusturur. Kolesterolln
steroid hormonlara dénusebilmesi icin mitokondri ve endoplazmik retikulumda
bir dizi enzimatik modifikasyondan ge¢mesi gerekir. Bu enzimlerin ¢ogu
sitokrom P-450 oksidazlar grubundandir. Steroid hormon sentezi igin en az 6

ayri P-450 enzimi gerekmektedir®'2.

Klinik ve deneysel ¢alismalar seks steroidlerinin (estrojen, testosteron ve
progesteron) adipoz dokunun fonksiyonlari ve dagilimi Uzerine etkisi oldugunu
gostermigtir. Bu yad dagilimi disi ve erkeklerde farkhliklar gosterir ve seks

hormonlari bu dagilimda belirgin rol oynar'®.

Seks hormonlarinin bu etkileri estrojen reseptor a (ERa), estrojen
reseptor B (ERB), G proteini ile iliskili estrojen reseptért (GPER), progesteron
reseptor A (PRA), progesteron reseptdor B (PRB), androjen ve testosteron
reseptorleri olmak Uzere kendilerine ait reseptorler araciligiyla gerceklesir. Bu
reseptorlerin varligi disi ve erkek her iki cinsin subkitan6z ve viseral adipoz
dokusunda gdsterilmistir'®. Seks steroid hormonlarin adipoz doku Uzerindeki
etkilerini lipid metabolizmasi, adipokin sekresyonu, sinyal proteinleri ve reseptor
ekspresyonunu icermektedir ve bu etkileri genomik (transkripsiyonel) ve

nongenomik mekanizmalar araciliyiyla ortaya gikmaktadir?'*#'#,
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ESTROJENLER

Dogal estrojenlerin baslicalari estradiol, estron ve estrioldur (sekil 6).
Kadinlarda estrojenik etkiden asil sorumlu ana estrojen hormon estradiol
(estradiol 17B)'dur. 18 karbonlu bir steroiddir ve A halkasi aromatik (fenolik)
niteliktedir; 3 numarali karbonda bir -OH grubu ve 17 numarali karbonda bir 3-

OH grubu igerir.

OH

Estradiol CH, Estron CH,

Estriol

HO

Sekil 6:Estriol, estradiol ve estronun yapisi*'.

Estradiol, gravimetrik etki glici en yuksek olan dogal estrojendir. Vicutta
kismen estron’a donusur. Bu bilesikler estron veya diger adiyla 19-norandrostan

diye bilinen 18 karbonlu bir iskelete sahiptir*'®.

Estrojenler diger steroid hormonlara oranla ¢ok daha etkin bilesiklerdir,
ufak miktarlarda da etki olugturabilirler. Bir ginde sentez edilen ve salgilanan
estriol miktari 0,5 mg’dan azdir, diger steroid hormonlarin gunlik salgilanan
miktarlari ise ¢ok daha yuksektir. Soyle ki; estradiolun gunlik salgilanan miktari,
salgilanma hizinin en yuksek oldugu siklus ortasi ddnemde gunde 25-100 ug ve
luteal donemdeki maksimum degeri giinde 10-80 pg’dir. Salgilanmanin siklik
Ozellik gostermesi nedeniyle, plazmadaki estradiol konsantrasyonu da buna
uygun olarak degisir. Menstriel siklusun ilk gunlerinde plazma estradiol dizeyi
6 ng/dl kadardir. Ovulasyondan onceki yukselme sirasinda bu deger 33-70
ng/dl’ye ulasir. Estron salgilanmasi genel olarak estradiolunkine yakin bir hizda
olur. Erkeklerde estrojen duzeyi, kadinlarda yukselmeler disinda kalan

zamanlardaki taban diizeye yaklasik olarak esittir?™®.

Estrojenlerin Sentezi

Disi cinste estrojenlerin bayuk kismi, 6zel durumlar hari¢ overlerde graaf

folikilinde sentez edilirler, sentez yeri graaf folikilinin granuloza hicreleridir.
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Overlerdeki sentezde estrojenlerin prekirsorleri, teka huacrelerinde yapilip
granuloza hucrelerine sunulan androjenik maddelerdir. $S0yle ki androstenedion
overlerde estrona ve kismen de testosterona donustirillr. Testosteron ise

dimetilasyon ve aromatizasyon sonucu estradiol’a gevrilir.
Estrojen sentezi;

1) Plasentanin sinsiyotrofoblast hicreleri gebelik sirasinda ¢ok ylksek
miktarda estrojen ve progesteron sentez eder ve salgilar. Bu hlcreler aromataz
enziminden zengindir. Ancak plasenta sentezin 6n basamaklarini olusturmak
icin gerekli enzim sistemine sahip degildir. Bu nedenle estrojen sentezi igin
gereken estrojen prekursorlerinin gogunu fetusun adrenal korteksinden saglar.
Bdylece gebelikte estrojen sentez eden bir fotoplasental sistem olusur. Annenin
idrarla c¢ikardigr gunlik estriol miktarinin izlenmesi, gebeligin sonuna dogru
fetusun saglik durumunu izlemekte kullanilan bir yaklagimdir. Plasentada
progesteron, annenin kan dolasimi icinde gelen prekursor pregnenolon’dan

sentez edilir. Progesteron gebeligin strdldrtlmesi igin gerekli bir hormondur.

2) Adrenal korteksinde dehidroepiandrosteronun dehidrojenasyonu
sonucu olusan androstenedion kismen estron'a ve o0 da estradiola
donuagsturulir. Postmenapozal donemdeki kadinlarda veya overektomi yapiimig
olanlarda varolan estrojenin az bir kismi adrenal kortekste sentez edilen
estrojenlerdir. Buyuk kismi ise adrenallerden salgilanan androstenedionun over

digi yapilarda donisimunden olusan estrojenlerdir.

3) Testislerde, leydig hucreleri, testosteron yaninda, testosteron’dan ve

androstenedion’dan az miktarda olugan estrojenleri de salgilarlar.

4) Basta yagd dokusu olmak Uzere cesitli dokular (karaciger, bdbrek,
akcigerler, cilt, beyin, cizgili kaslar vb) kadinlarda blytk kismi adrenal
korteksinden kan dolasimina dokulen androstenedion ve testosterondan estron

ve estradiol sentez ederler?®'®.

Premenapozal donemde vicutta olusan estronun yaklasik % 25'i over

disi kaynaktan, %75’i ise overlerden gelir. Postmenapozal kadinlarda ise
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estrojenin ana kaynagi adrenal korteksinden salgilanan androstenediondan

olusan estrondur.

Androstenediondan estron ve testosterondan estrodiol olusumu
aromataz enzimi tarafindan katalize edilir ve steroid i¢indeki A halkasi aromatik
(Ug cift bagl) duruma getirilir. Aromataz enzimi, over ve plasenta disinda,
implante olmamis blastokistte, kadinlarda yag dokusunun stroma hucrelerinde,
erkeklerde Leydig ve Sertoli hucrelerinde ve hem erkeklerde hem de kadinlarda

karaciger, cilt, cizgili kaslar ve beynin gesitli bolgelerinde bulunur (sekil 7).

Dehidroepiandrosteron———> 16u-hidroksi DHEA— 1Ba-hidroksi androstenedion

(DHEA)
17.0H-SDH | Aromataz
Androstepedion Aromataz > Eston 17-0H-SDH > Estrio
(AS-dion) {6o-hidroksilaz
17.0H-$DH 17-0H-SDH|
Aromataz L

Testosteron ——————— Estradiol

Sekil 7: Estrojen Sentezi?™®.
Dagilim ve Metabolizma

Estrojen, plazmada albumine ve seks hormonu baglayan globulin
(SHBG) adi verilen bir beta-globuline buylk oOlgide baglanirlar. Estadiolln
yaklasik %70’den fazlasi bagli durumdadir. SHBG karacigerde vyapilir ve
sentezi estrojenler tarafindan artiriir, artma sentez yapan enzimlerin
induksiyonu sonucu meydana gelir. SHBG erkeklerde testosteronu da baglar ve
testosterona karsi afinitesi estradiole gore daha fazladir. Bu nedenle SHBG'e
testosteron baglayan globulin (TBG) adi da verilir. Estrojenler SHBG’e yUksek
oranda baglanirken albumine gevsek bir sekilde baglanirlar. Ancak albumin

SHBG’e gore daha yiiksek kapasiteli bir baglanma yeridir®™®.

Estradiol ve estron karaciger hucrelerinde iki yonli bir reaksiyonla
birbirlerine donusturaltrler (interkonversiyon). Estradiol’un estrona donuasimuinu
katalizleyen enzim 17B-hidroksisteroid dehidrojenaz enzimidir. Estron ve

estradiollin karaciger ve diger bazi dokularda olusan ilk ve en 6nemli metaboliti
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estrioldUr, bu dénlisimln enzimi 16a-hidroksilaz enzimi ile 16a-hidroksi estron
Uzerinden olur. Estradiol ve estronun estriol’e donusumu bunlarin estrojenik
etkinligini dnemli dlgude azaltir. Estriol’un parsiyel agonist etkisi vardir. Guglu
estrojenik etkinlik gosteren estradiol ile birlikte verildiginde, estrojene duyarli
bazi yapilarda ki estrojen reseptorleri estriol tarafindan bloke edildiginden
estriolun etkinligi azalir. O halde estriol anti-estrojenik etkinlik de gdsterebilir.

Vajina ve servikste estriol, estradioltn etkisini 6nlemez.

Estradiol, estron ve bunlardan olusan estriol, karacigerde sulfirik asid ve
glukronik asid ile konjluge edilerek inaktif duruma getirilirler. Bu konjugatlarin bir
kismi safra iginde itrah edilir, fakat safra icinde ince barsaga gelen konjugatlar

enterohepatik siklusa girerler*'®.
Estrojen Reseptorleri

Estrojen reseptorleri nikleer reseptor stperfamilyasinin Gyesidir. 173-
estradiol (Ez) ERa/B’ya baglanan asil liganddir. E2 gonadlar ve adrenal korteks
yoluyla kan dolasimina sekrete edilir. ER yoluyla c¢esitli dokularin
diferansiyasyon ve proliferasyonu, Ureme fonksiyonlari sekslel davraniglar ve
gelisiminde belirgin rol oynar. Ornegin E»/Ea etkilesimi, E; ile indiklenen meme

ve uterin dokunun proliferasyonundan sorumludur?'’.

ER’lerinin karakteri 1960’larda ortaya konmustur. Bundan sonra insan ER
cDNA basaril bir sekilde klonlanmistir?'®. Klasik estrojen reseptdrii olarak ERa
tanimlanmis iken, 1990’larda si¢can prostatinda ikinci olarak ERP reseptoru
bulunmustur?'®. Ayrica estrojenin hizli etkilerine transmembranal bir reseptériin
aracilik ettigi bulunmus ve bu yeni membranal estrojen reseptéri G-protein
kenetli reseptdr 30 olarak tanimlanmistir (GPER veya GPR30)*.

ER’leri ligand ile induklenen transkripsiyon faktorleri olarak kabul
edilmektedir. Lipofilik estrojen hicre membranini serbest olarak gecer ve
ER’lerine baglanir ve reseptorlerde konformasyonal degisiklide yol acgar ve
estrojen-ER komplekslerinin nukleer translokasyon ve
homo/heterodimerizasyonuna izin verir (sekil 8). Bunlar hedef genlerin promotor

bdlgesi lizerindeki estrojen yanit elementine baglanirlar (ERE)?'®. Estrojen yanit
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elementinin promotor bolgesinde SP1 veya aktivator protein 1 (AP1) ile protein-
protein etkilesimi yoluyla direkt veya indirekt baglanirlar. Bdylece transkripsiyon
mekanizmasi ile etkilesimi yoluyla gen ekspresyonu duizenlenir, mRNA
seviyelerinde artis veya azalma ve iligkili protein Gretimi ve fizyolojik yanitlarla

sonuglanir?®.
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DNA 13:43

TATA

Sekil 8. Estrojen etki modeli?*®.

Estrojen reseptdr-a, 6 nolu kromozomun uzun kolunda ki bir genden 8
ekzon iceren 6.8 kilobazlik mRNA’dan donusturalar. Yaklasik 66.000 molekuler
agirhgina sahip ve 595 aminoasidlidir. Alfa reseptérin yari dmru yaklagik 4-7
saattir. Estrojen reseptor-alfa hizli déonisimui olan bir proteindir. Daha yakin
zamanda kesfedilen estrojen reseptor-beta kromozom 14, g22-g24’de lokalize

bir gen tarafindan kodlanir®®’.

Estrojen reseptorleri A’ldan F’ye kadar adlandirilan 6 bdlge ve 5 alana
ayrilir. ERB, DNA baglanma alaninda ERa ile aminoasid dizilisi agisindan %97
benzerlik gdsterir. Hormon baglanma alaninda ise %59 benzerlik gosterir.
Estrojen reseptorleri degisik dokularda farkliliklar gésterir. Ornegin; ERB beynin
belirli bolgelerinde ve kardiyovaskuler sistemde hakim olan estrojen
reseptoridir. Spesifik estrojenlere farkli ve selektif cevaplar verir. Over
folikilindeki grantloza hacrelerindeki estrojen reseptorleri sadece ERP
mRNA’s| igerir. insan akcigeri her iki reseptdrii de igerir. Alfa ya da beta

estrojen reseptériine baglanan ayni estrojen zit etkilere neden olabilir. Ornegin;
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estradiol ERa ile gen transkripsiyonunu stimile ederken ayni sistemde ER ile

gen transkripsiyonunu inhibe eder®*’.

Steroid hormonlarin genomik etkileri bir saat veya daha uzun suren
kismen yavas olusan bir cevapla karakterizedir. Fakat bazi steroid hormon
etkileri birka¢ dakika gibi kisa surede meydana gelir ve bu hizli cevabin
olugsmasinda nongenomik mekanizmalar etkili olmaktadir. Bu hizli cevaplar ayni
zamanda gen transkripsiyon ve protein sentez inhibitorlerinden etkilenmezler.
Hizli cevaplar butun steroid hormonlar igin bildiriimistir ve membrandan sodyum
ve kalsiyum transportunu icermektedir. Pek ¢ok steroid hormon igin spesifik
hicre membran reseptdrleri tanimlanmistir. Fakat bu baglanma bdlgeleri ile ilgili

221

fizyolojik rolleri tanimlamak gu¢ olmaktadir=’. Bu nongenomik etkiler estrojen

baglayici protein ile iligkili non-ER plazma membrani yoluyla veya plazma

membrani bitisiginde veya ER lokalizasyonu yoluyla ortaya gikar?®°.

Estrojenlerin Etkileri

Estrojenin Seks Karakteristikleri ve Genital Kanal Uzerine Fizyolojik

etkileri

Estrojen kadinlarda memelerin buyUmesi, kal¢ca ve uyluklarda yag
toplanmasi ve kadinsal davranislarin ve libido artigini saglar. Estrojen
pubertede uterusun buyumesini, menstriel siklusun ilk yarisinda endometriyum
hlcrelerinde proliferasyonu ve uterus kontraktilitesini artirir, vajinada epitelin
kalinlagmasini ve keratinizasyonunu sadlarlar, hucrelerin glikojen icerigini ve
vajina ortamini asitlegtirir, vaskullaritesini arttirir.  Uzun kemiklerde epifiz
plaklarinin kapanarak uzamanin durdurulmasi, aksiler ve pubik bdlgelerde
kilanma ve belirli bdlgelerde cilt pigmentasyonunun gelismesinden de

sorumludur?'®.

Estrojenlerin Kemik Uzerine Etkileri

Estrojenler, kemik matriksinin normal sekilde surdurilebilmesi ve
matrikste Ca®* ¢cokmesi icin gereklidirler ve kemikte Ca?" rezorbsiyonunu inhibe

ederler. Paratiroid hormonun kemiklerde etkisini antagonize ederek kemik
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rezorpsiyon hizini azaltir’®?. Ayrica hiicre kiltiirlerinde yapilan calismalarda

osteoblast diferansiyasyonunu artirdigi gdsterilmistir®.
Estrojenlerin Metabolizma Uzerine Etkileri

Estrojenler HDL ve VLDL sentezini artirirken LDL sentezini inhibe eder,
total kolesterol duzeyini dusurur, safranin kolesterol igerigini, protein sentezini,
koagulasyon faktorlerinin sentezini artinir (I, VII, IX; X). Ayrica su ve tuz
emilimini artirirlar. Estrojenler antitrombin Il sentezini azaltirlar. Estrojenlerin
enerji dengesinde ve glukoz homestazinda yer aldigi son zamanlarda
bilinmektedir. Fakat hangi reseptorler ve hangi mekanizmalar araciligiyla yaptigi
tam olarak acgiga cikmamistir. ERa, iskelet kasi, adipoz doku, karacigerde
insdlin duyarhligini ve ayni zamanda pankreas [ hucrelerinin fonksiyonlarini

diizenlemektedir®®

. Viseral obezite menapozdan Once kadinlarda cok sik
karsilagilan bir durum degildir. Menapozla birlikte viseral adipoziteye meyil ve
bununla birlikte vaskuler riskte artis ortaya cikmaktadir. Mekanizma tam olarak
ortaya konmamigtir. Estrojenlerin gluteofemoral bdlgede lipoprotein lipaz

aktivitesini artirdigi bilinmektedir?®*.
Kardiyovaskiler Sistem

Kardiyovaskiiler sistem estrojen icin dnemli bir hedeftir’®. Koroner
arterlerdeki estrojene bagli vazodilatasyonun kismen nongenomik kalsiyum akis

mekanizmasina bagh oldugu disinilmektedir®?’.

Kalp hastaliklari riski
erkeklerde yasla birlikte artarken, premenapozal kadinlarda bu risk disik
menapozla birlikte hizli bir artis gdsterir®?®. Postmenapozal dénemde estrojen
replasmani alan kadinda kardiyovaskuler mortalite almayan kadinlara gore
%30-50 daha dusuktir. Estrojenin kardiyovaskuiler koruyucu etkilerinin, lipid
profilindeki antiaterojenik etkisine ve arter duvari ve endoteldeki direkt etkisine
bagl oldugunu gdstermistir’?’??®. Estrojen replasman tedavisi diisiik dansiteli
lipoprotein (DDL) duzeyini azaltirken, yuksek dansiteli lipoprotein (HDL)
dizeyini artinir.  Ayrica arter duvarinda Kkolesterol depolanmasini ve

aterosklerotik plak olusmasini énledigi gdsterilmistir®?®2%°.
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Nitrik oksidin (NO), ateroskleroz gelisimini damarlarda gevsemeye neden
olarak ve endotelde monosit adezyonuna engel olarak dnledigi bildirilmektedir.
Yapilan calismalar sonucunda estrojenin vaskuler tonus Uzerine olan etkisini
endotelde NOS-3 aktivitesini kontrol ederek gosterdigi 6ne surtlmektedir. 173-
estradiolin NOS-3 aktivitesini reseptdre bagli mekanizma ile arttirmaktadir.
Ayni zamanda 17pB-estradiol, NOS-3 ({zerinde Ca®‘/kalmodulin sistemini

etkileyerek de etki gosterebilir’®.

Uzun sure estrojene maruz kalmanin
neointimal ve vaskuller duz kaslardaki proliferasyonu azalttigi, hem in vivo
hemde in vitro olarak arterleri remodelize ettigi gosterilmistir. Arterlerin uzun
sure estrojenlere maruz kalmasinin kasici ajanlara karsi olusan cevabi
azaltirken, gevsetici ajanlara karsi olugsan cevabi artirdigi bildirmektedir.
Estrojenin bu etkisi, bazal veya agonistle stimule edilen endotelden salgilanan
gevsetici faktorler (NO gibi), prostasiklin ve henlz tanimlanmamis gevsetici
mediyatorlerle iligkisi olabilir. Estrojen endotelyal fonksiyonlara etkilerinin yani
sira, vaskuler duz kaslarda intraselliler sinyal yolaklarini degistirebilir ve
bdylece kasici ajanlara kargi olusan vaskuler cevap verilebilirligi azaltir.
Estrojenin vaskuler duvardaki uzun sureli etkilerinin endotel ve diz kaslardaki
estrojen reseptorlerinin aktivasyonuna ve sonug olarak gen ekspresyonunun
dizenlenmesine bagli oldugu dugsunilmektedir. Estrojene uzun sure maruziyet
vaskuler endotelde endotelyal NO-sentaz gen ekspresyonunu upregule eder ve
vaskuler duz kasta fosfoinositid turnoverini ve inozitol trifosfat olusumunu
azaltir. Bu da norotransmitter ve humoral faktorlere karsi uzun sure estrojenle

induklenen vaskuler duyarliliktan sorumludur.

Estrojen vaskuler tonusta direkt ve akut etkiler sahiptir. Estrojenin
arterleri hem endotele bagimli ve hem de endotelden bagimsiz mekanizmalarla
gevsettigi bildirilmistir. Endotelden bagimsiz estrojenle indiklenen gevseme
genellikle Ca®" kanallarinin blokajina, Ca®* influksunun inhibisyonuna ve
dokudaki cAMP, cGMP duzeylerindeki degisime baghdir, oysa estrojenle
induklenen endotele bagimli gevsemenin vaskuler endotelden NO olusumunun

stimiilasyonuyla iliskili oldugu distiniilmektedir®°.
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Santral Sinir sistemi

Estrojen, beynin cesitli bolgelerindeki néron membranlarinda bulunan
estrojen reseptorlerini [ERa (ER1) ve ERB (ER2)] dogrudan etkileyerek beyin
islevleri Uzerinde etkili olmaktadir. Estrojenin ndroprotektif ve norotrofik etkileri
vardir. Estrojenin noéronlari oksidatif strese, iskemiye, hipoglisemiye ve
Alzheimer hastaligi patogenezinde roli olan amiloid proteine kargi koruyucu
etkisi vardir. Sinir blyume faktorleri olusumunu uyarir ve bu nedenle, néron
gelisimini ve yasamini arttirir, hasarli néronlari onarir ve dendrit dallanmasini
arttinir. Estrojen, sinapslarda serotonin, dopamin ve noradrenalin yogunlugunu,
salinmalarini, gerialimlarini ve enzimatik inaktivasyonlarini etkiler ve reseptor
sayllarini arttirir. Estrojen, kan damarlari endotelyumundaki reseptorlerine
baglanarak nitrik oksit salinmasini uyarir ve vazodilatasyona neden olarak
serebral perflUzyonu arttirir. Ayrica, estrojen antiinflamatuvar etkiyle kan
damarlarini sitokinlerin ve serbest radikallerin zararindan koruyarak ve plak
olusumunu engelleyerek serebral kan akimini giiclendirir®®'. Seks steroidleri
beyin hiicreleri (izerine glicli anksiyolitik etkilidir®™?. Bu etki GABA-A
reseptorlerin  direkt nongenomik duzenlenmesi Uzerine buyluk Olglde
bagimiidir*®. Hipofiz hiicrelerinde GABA-A reseptorleri progesteron tarafindan

da kullanihr®®*

. Seks steroidleri beyinde protein kinaz kaskadini duzenler.
Noroblastoma hucrelerinde E,, MAPK’lari aktive eder. Bu etki klasik nukleer
nekanizmalarin etkisinden bagimsizdir, fakat ICl 182,780 veya tamoksifen

tarafindan bloke edilmez®®.
Estrojen ve Biligsel islev

Saglikh yasli kadinlarda da, beyin voliml perimenopozal dénemde
estrojen seviyelerinin dugmesiyle birlikte azalmaya baslar. Atrofi, 6zellikle bellek
ve biligsel iglevle iligkili beyin bolgeleri olan hipokampus ve parietal lobda
goralur. Erkeklerde beyin volumindeki benzer bir kayip belirli bir dekada kadar
(60l yaslar) baslamaz. Bunun nedeni erkek seks hormonlari olusumunun yasla
birlikte daha tedrici olarak azalmasidir. Testosteronun estrojene
aromatizasyonundan dolayi, 60 yasin Uzerindeki erkekler ayni yastaki kadinlara
gore, yaklasik 3 kat daha fazla dolasan estradiole sahiptir®*®.
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Kadinlardaki bu serebral degisimler, perimenopozal dénemde so6zel
bellek sorunlarina neden olur. Biligsel islev kaybi, endojen estrojen yetersizligi
ile iligkili olabilir. Bir osteoporoz galismasinda, dusuk kemik yogdunlugu gosteren
kadin grubunda daha sik demans belirtileri gérulmustir. Dogal menopoza giren
kadinlarin menopozdan 5 yil kadar sonra bellek bozuklugu gésterme olasiligina
karsin, ooforektomi gecgiren premenopozal kadinlar, ani ve siddetli estrojen
dususlne bagl olarak, ameliyattan 2 ay gibi kisa bir sure sonra ERT ile geri

donebilen bilissel islev bozukluklari gdsterirler®’.

Estrojen ve Norodejeneratif Hastaliklar
Klinik ve deneysel veriler estrojenin nérodejeneratif hastaliklara karsi
koruyucu oldugunu gostermistir. inme, Parkinson hastali§i ve Alzheimer gibi

norolojik hastaliklarda koruyucu 6zelliginin oldugu calismalarda gosterilmistir®®.

Estrojen ve Kanser

Meme epitelinin estrojene kimdalatif maruziyeti meme kanserine risk
olusturmaktadir. Bu iligkiyi acgiklayan iki hipotez vardir. Birincisi; estrojen
reseptorlerine baglanan estrojenin meme hucrelerinde proliferasyonu stimule
etmesi, doku icinde hedef hiicre sayisini artirmasidir. Bu, hicre bélinmesindeki
artis ve DNA sentezinin artisi replikasyon hatasi igin risk olusturur ve zararli
mutasyonlarin olusmasiyla sonuglanir. Normal hicresel sure¢ bozulur, drnegin
apoptozis, hiicresel proliferasyon ve DNA tamiri gibi. ikinci hipotez; estrojen
metabolizmasi Urlnleri yoluyla genotoksiklerin Uretimine yol agar, direkt DNA
hasari, tekrarinda nokta mutasyonu olusur. Estrojen her iki mekanizma ile
meme kanserinin artisini ve/veya bagslamasini etkileyebilir. Ayrica over,
endometrium ve prostat kanserlerinin gelisiminde de rol aldigini gosteren
calismalar bulunmaktadir®®.

PROGESTERONLAR

Progesteron ve onun gibi etki yapan ilaglara progestinler veya
progestogenler denir. Progesteron esas olarak menstruel siklusun ikinci
yarisinda korpus luteumdan salgilanir. Progesteron steroid preklrsoérlerinden
olugsumu over, testis, adrenal korteks ve plasentada gergeklesir (sekil 9). Korpus

luteumda progesteronun sentez ve sekresyonuna LH’In etkisi, G proteinine
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bagli membran reseptor sinyal iletim yolu ile gergeklesir. Bu da adenilat siklaz

stimulasyonu araciligi ile cAMP olusumunu artirir.

KOLESTEROL
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dep
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e

Projesteron

Sekil 9: Progesteron sentezi®'®.

Progesteron, menstriel siklusun ilk yarisinda folikilden az miktarda
salgilanir, ovulasyondan sonra folikilin korpus Iuteum’a ddnusmesiyle
salgilanmasi artar. Daha az miktarda olmak Uzere steroid hormon sentezi
yapilan diger yerlerden (adrenal korteks ve testislerden) de salgilanir. Yirmibir

karbonlu bir steroiddir.

Progesteron esas olarak overlerden ve siklik bir sekilde salgilanir.
Overlerin progesteron salgisi menstriel siklusun ikinci yarisinda (luteal
dénemde) artar. Bu dénemde korpus luteumun teka interna ve diger hucreleri
progesteron salgilarlar. Daha az miktarda olmak Uzere testisler ve adrenal
korteksinden de salgilanir. Bu sayilan U¢ yerde progesteron, kolesterolden
olusan pregnenolondan sentez edilir. Sentez edilen progesteronun bir kismi
salgilanir, kalan kismi hucrelerde yerine gore estrojenlere, testosterona veya
kortikosteroidlere donuasturular. Progesteron bu sayilan hormonlarin hepsinin

prekursorudur.

Estrojenlerle birlikte kendine has etkileri meydana getirir. Estrojenler,
progesteronun etkilerini artirirken progesteron, estrojenlerin etkilerini artirmaz,
bazen azaltir. Gebelerde 7. haftadan itibaren plasenta tarafindan giderek artan
bir hizda progesteron salgilanir. Gebeligin son ¢ ayinda plasentadan bir glinde
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salgilanan progesteron miktari 200-300 mg’a c¢ikar. Bu miktar menstriel
siklusun luteal doneminde overlerden salgilanan miktara (gunde yaklasik 24
mg) gore oldukg¢a yuUksektir. Siklusun folikliler doneminde overlerden ¢ok az
(gunde 1.5 mg) salgilanir. Gebeligin ilk U¢ ayindan sonra insanda overlerin veya
korpus luteumun cikarilmasi gebeligin surdurilmesini etkilemez. Bu yapilar
daha 6nce cikarildiginda ise progesteron eksikligi nedeniyle diisiik olur?™.

Ozellikle gebeligin ilk 8 hafta boyunca sirdiriiimesi icin progesteron gereklidir.
Progesteron Reseptorleri

Progesteron reseptori (PR) transkripsiyonel dizeyde estrojenlerle
indUklenir ve progestinlerle hem transkripsiyonel hem de translasyonel (¢evrim)
diizeylerde (olasilikla reseptér fosforilasyonu ile) azaltilir”®. PR’'nin A ve B
olmak uUzere iki formu bilinir. Homo ve heterodimerler (AA, BB, AB) dogal
progesteron ligandlari ile aktive olurlar. A ve B PR’U farkli genleri etkilerler ve
farkli molekuler fonksiyonlara sahiptirler, bu nedenle progesterona hedef doku
yaniti her reseptortn farkli ekspresyonundan ve bunlarin konsantrasyonlarinin
oranindan, ayrica hedef dokudaki uyarlayici protein igeriginden

etkilenecektir?3%24°

. PRA ve PRB’nin fonksiyonu organlar arasinda farklilik
gOsterir (uterus ve meme gibi). Progesteronun memede normal proliferatif etkisi
icin PRB gerekli iken uterusuda igeren genital sistemde progesteronun etkisi
icin PRA gereklidir®*'. PRA, PRB tarafindan indiiklenen uterin ve meme bezi

hiperplazisine karsi koruyucudur®*.
Dagilim ve Metabolizma

Progesteron karacigerde onemli dlgcude ilk gecis eliminasyonuna ugradigi
icin oral dozu paranteral dozundan yUksektir. Progesteron plazmada bir
transport proteini olan transkortine kismen baglanmis olarak bulunur.
Progesteron karacijerde ve incebarsak mukozasinda hizli bir sekilde
metabolize edilir. Oral biyoyararlanimi yaklasik olarak %Z25’dir. Eliminasyon
yarilanma omru 15-95 dakika arasinda degisir. Baslica metaboliti pregnandiol
(5B-pregnandiol)dur.  Diger  metabolitleri ~ 5a-pregnandion ve  200-
dihidroprogesterondur. Bunlar zayif progesteron benzeri etkinlik gosterirler.

Pregnandiol glukuronik asid ile konjuge edilir ve bu sekilde bdbrekten idrara
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itrah edilir. Progesteron fazla lipofilik bir hormon oldugundan kismen yag
dokusunda depo edilir. Vlcutta progesteron sentez hizinin 6Olgisu idrarla
cikarilan pregnandiol miktaridir. Vlcutta saliverilen progesteronun %25-30

kadarlik bir kismi idrarda pregnandiol seklinde cikar®®.

Progesteron Etkileri
Progesteronun Over ve Uterus Uzerine Etkileri

Ovdllasyondan sonra olugsan korpus luteuma paralel olarak progesteron
salgilanmasi artar. Siklusun ikinci yarisinda salgilanan progesteron,
endometriyumda mitotik etkinligi baskilar ve kalinlasmay! durdurur. Zigot
olugsmussa, progesteron T lenfositlerini inhibe ederek implantasyon yerinde
zigota ve ileride ondan olusan embriyoya kargi immunolojik red reaksiyonunu
onler. Vajinada epitelin kalinlagsmasini ve keratinizasyonunu saglarlar. Uterus
diz kas hucrelerini inhibe ederek gevsetir ve gebeligin surdurilmesinde énemli

rol oynar®®.
Progesteronun Metabolik Termojenik Etkileri

Bobrek tubuluslarinda aldosteronu kismen antagonize etmesine bagl
olarak natritretik ve dilretik etki yapar. DDL'yi, istahi ve insulin salgisini artirir.
Lipoprotein lipaz aktivitesini artirir.  Zayif katabolik etki yapabilirler.
Hipotalamusta termoregulator merkezi etkiler, menstriel siklusun ikinci

yarisinda temperatiiriin 0.5°C yiikselmesine neden olur®®.

Progesteronun Kardiyovaskiiler sistem Uzerindeki Fizyolojik ve

Farmakolojik Etkileri

Protein metabolizmasi Uzerine olan etkisi tam belirgin degildir. Zayif bir
katabolik etki yapar. Progestinler plazma trigliserid dlzeyini dusururler. Sentetik
progestinlerin buyuk bir kismi androjenik etkinlikleri nedeniyle DDL’de artma ve
HDL'de dusme vyapabilirler. Androjenik etkinligi belirgin olan sentetik
progestinlerin ylUksek dozda uzun sire kullaniimasi arterleri bozabilir ve
aterosklerotik kronik kalp hastaligina ve diger iskemik bozukluklara yol acgabilir.
Ancak bu ilaglar estrojenlerin aksine pihtilasmaya dokunmadiklari igin direkt

olarak tromboembolik bozukluklara yol agmazlar.
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Progestinler hedef hucrelerdeki spesifik etkilerini  progesteron
reseptorlerini aktive ederek yaparlar. Reseptdér molekulinde bir hormon
baglayan alan, DNA’ya baglanan alan vardir. Agonist molekill reseptore
baglandidinda reseptdor molekulindeki konformasyonal degisiklik sonucu hsp90
molekulden kopar. Boylece reseptdr molekulinin DNA’ya baglanan alani agilir
ve molekll progesteronla dizenlenen bir genin hormon cevap alanlari denilen
(SRE) DNA bdlgesine baglanir. Boylece duzenlenen genin transkripsiyonu
stimlle edilir. Meydana gelen 6zgul mRNA’lar hedef hlcrede progesteron
fonksiyonlari ile ilgili protein sentezini artirirlar. Progesteron, estrojenin uterusta

vaskiiler duvarda gevseme yapici etkisine zit bir etki gdsterir®**.

Seks Steroid Hormonlarin Ekstranukleer Sinyal Mekanizmalari

Nongenomik Etkileri

Steroid hormon reseptorleri (SRs), hedef genlerin ekspresyonunu
dizenleyen transkripsiyon faktorleridir. Steroid hormonlarin spesifik SR ligand-
baglayici (LBD) alana baglanmasi bu reseptorlerin yapisal degisikligi indukler.
Ligand-bagli reseptorlerin homo/heterodimerizasyonu ve nakleer
translokasyonu ve bunlarin hedef genlerin promotér bdlge Uzerindeki steroid
yanit elementine (SRE) baglanmasina izin verir. Bdylece gen ekspresyonu
transkripsiyon mekanizma ile etkilesimi yoluyla diizenlenir®**,

Ancak, RNA ve protein sentezinin aktivasyonu yoluyla olduk¢a hizli olan
steroid hormonlar tarafindan olusan bu etkilerin gézlemlenmesi alternatif sinyal
mekanizmalarinin arastiriimasina oncullk etmistir. Steroid sinyalinin yeni yollari
icin ek olarak bulgular hicre membrani seviyesinde reseptor alt tiplerinin
bulunmasi yoluyla saglanmistir ve bu steroid hormonlarin non-ntkleer etkileri
icin potansiyel yanit olarak gdsterilmistir®*. Bu mekanizma RNA sentezi ve
reseptorlerin DNA’ya baglanmasina gerek duymamakta ve bu etkinin non-
transkripsiyonel oldugunu gostermektedir. Bu etkilerin klasifikasyonu molekuler
temelin bilgisinin yetersizliginden dolayi, tam olarak yapilmamistir. Bu farkh
fenomen SR’lerin “non-genomik” etkileri olarak tanimlanmistir. Bu non-
transkripsiyonel etkilerin tanimlanmasi igin kurallari vardir. Bunlar etki, RNA ve
protein sentezine kiyasla ¢ok hizli olmal (dakikaya saniyeler icinde ortaya
cikar). Bu etki protein sentez veya RNA'nin inhibitorleri varliginda ¢ogalabilir. Bu
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etki, hicre membranini gegemeyen molekullerle birlesmis steroid hormonlarin
kullaniimasi ile artirilabilir olmalidir?*’.

Pietras ve Szego tarafindan 1970’lerin sonlarinda endometrial hiicrelerde
estradiol i¢in sitoplazmik membran baglayici bdlgenin varligini ¢aligmalarinda
tanimlamislardir®®. Gercekten, plazma membran estrojen reseptorleri, hiicre
membrani iyon kanallari ?*®, G-protein kenetli reseptérler (GPCRs)**, tirozin
kinaz ve mitojenle aktive edilen protein kinazlar (MAPKs)'in duzenlenmesinde
yer aldigi savunulmaktadir?*®?*°_ Ayrica, adenil siklaz Gretiminin aktivasyonu?®°,
ayni zamanda fosfolipaz C (PLC) aktivasyonuna neden olmaktadir®®’.

Hucre membrani baglayici bolge diger hormonlar i¢in de tanimlanmigtir.
Membran progesteron reseptorleri sperm hucrelerinde bulunmus, CI” kanallari
ve Ca?’un non-genomik aktivasyonu akrozomal reaksiyona yol acan hizli

252

yanita yol acmistir Ayrica membran progesteron baglayici bdlge

osteoblast®?, graniiloza hiicreleri®®* ve oositlerde belirtilmistir*>®.

Steroid hormonlarin nongenomik etkileri enzim-bagl reseptorler, iyon
kanallari ve GPCR’lar gibi hiicre membran reseptérleri ile iliskilidir?®. Bu
yolaklar vasitasiyla steroidler bircok hiicresel fonksiyonlari diizenlerler®’.

G protein Kenetli Reseptorler (GPCRs)

Steroid hormonlar tarafindan GPCR’lerin dizenlenmesi non-genomik
sinyal mekanizmalarindan en iyi karakterize edilenlerden biridir. ER’leri
osteoblast hlcrelerinde G protein ile etkilesimi yoluyla fosfolipaz C-beta ile
kenetlenir. Bu endoplazmik retikulumdan Ca*’un mobilizasyonunu ve
intraselliiler Ca?* konsantrasyonunun hizli artisina ve diagilgliserol (DAG) ve
inozitol 1, 4, 5-trifosfat (IP3) olusumuna yol acar. ERa, G proteinlerinin
izoformlarindan Ga ile iligkili iken, Gaq ve Gasile iliskili degildir™®.

Son zamanlarda endotelyal hicre hareketini kullanma Uzerine estrojenin
hizl etkisi karakterize edilmis ve bunun membran ERa ile Gay3 arasindaki direkt
etkilesime aracilik ettigi gosterilmistir. ERa-Gaqs kompleksi kiguk GTP’az
Rho'yu aktive eder ve Rho ile iligkili kinaz (ROCK) kaskadi aktin-duzenleyici
protein moesini hizli fosforile eder, kortikal aktin komplekslerinin formasyonu ve
stres fiberlerin kaybi ile aktinin hizli yeniden diizenlenmesine yol agar*'®.

Estrojenin membranal etkilerinden sorumlu reseptor GPR30, intraselltler

Ca?* depolarinin hizli mobilizasyonu gibi estrojenin ekstraniikleer etkisine
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aracilik eder. Ayni zamanda hucre proliferasyonu gibi genomik etkiyede katkida
bulunur. GPR30, Heparin-baglayici EGF’nin saliniminin tetiklenmesi yoluyla
EGFR’ye kenetlenir ve EGFR transaktive olur. Bu etkiler GPR30 yoluyla baslar
ve estrojenin EGF-benzeri etkileri artirma kapasitesini agiklayabilir. Bu durum
Ozellikle meme ve endometrial kanser gibi estrojen bagimli timorlerin geligimi

ve ilerlemesinde 6nemlidir®'®.

Simdiye kadar G proteinleri ve ERB arasinda etkilesim rapor
edilmemistir. Progesteron ve androjenlerin GPCR’lerini module ettigi
calismalarda gosterilmistir?>®2%°.

G Proteinleri
Sinyal ileten G proteinleri “GTPaz’lar kabaca iki sinifa ayrilir.
-Heterotrimerik G proteinleri
-Tek bir a subunit iceren kuiguk G proteinleri (p21-ras gibi)
Heterotrimerik G Proteinleri

Heterotrimerik G proteinleri hicre membranindan igeriye sinyal ileten
molekuler anahtarlardir. Hicre membran reseptoru bir agonist tarafindan isgal
edildigi zaman, reseptor aktivitesinde uygun degisiklikler olusturulur ve bu sinyal
ilgili G proteinini aktive eder ve sonrasinda efektoru aktive eder. G protein aracili

sinyal iletim sistemi sinyalin amplifikasyonuna da neden olur®®'.

Kugiik G Proteinleri

Molekuler biyolojide vyapilan son c¢alismalar kluguk GTP-bagli
proteinlerinin (G proteinleri) hiicre i¢i sinyalleme yolaklarinda énemli role sahip
oldugunu gostermistir. G proteinleri (20-35 kDa) hucre farklilasmasi, bélinmesi,
hlcre iskeletinin kontroli gibi cesitli hiicresel olaylarda gorev alir. Mayalardan
insanlara kadar butln dkaryot hicrelerde bulunan ve 100°den fazla Uyeye sahip

olan bir biiyiik aileyi olusturur®®?.

Kiaguk G proteinleri diger G proteinleri gibi GDP ve GTP ile spesifik

etkilesme ve GTP’az aktivitesi icin sorumlu aminoasit dizilimine sahiptir.
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Efektorleri ile etkilesebilmek igin de ayr bir bodlgeye sahiptirler. Kigluk G
proteinleri GDP-bagl inaktif ve GTP-bagh aktif olmak Uzere birbirine
dénlsebilen iki forma sahiptir. inaktif form GDP’nin aktif formu GTP’ye dénlisiim
reaksiyonu GEF (Guanin nukleotid degistirici protein, guanin nukleotid degistirici
faktor) ile stimile edilirken, GDP/GTP doénuisum reaksiyonu GDI (Guanin
ndkleotid dissosiasyon inhibitort) ile inhibe edilir. Bu GDP/GTP dénisim
reaksiyonunun hiz kisitlayict basamagi GDP-bagh formdan GDP’nin
ayrilmasidir. Bu reaksiyon oldukga yavastir ve GEF tarafindan stimile edilir.
Hucre bir stimulus ile uyarildiginda kiguk G proteini, GEF araciligi ile inaktif
formdan aktif forma donusur. Aktif hale gelmis kiigik G proteini de daha sonra
“‘downstream” efektorlerini uyararak kendisine ait spesifik etkilerin olugsmasina

neden olur®®. (sekil 10)

Plazma membrani

Rho-GDP Rho-GTP

) I )
& &

Sekil 10: Rho ailesi GTPazlarin aktivasyonu®*.

VY

G proteinleri Rho, Ras, Rab, Sarl/Arf, Ran ve Rad/Gem ailelerinden
olusur®®. Ras ailesinin Rap, Ral ve Reb, Rho ailesinin Rho (A’dan E’ye ve G
izoformlari), Rac (1’den 3’e izoformlari), Cdc42 ve TC10 olmak Uzere Uyeleri
belirlenmistir’®. Rab, Ran ve Arf proteinleri vezikiller ve niikleo-sitoplazmik
tasimadan, Ras ve Rho proteinleri ise ekstraselliler uyaran gibi cesitli

sinyalleme aginda rol alirlar®®’.

Kiguk G proteinleri sentezlendikten sonra lipidler ile posttranslasyonel

degisikliklere ugrarlar. Bu lipid yapilari genellikle palmitoil, farnesil ve
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geranilgeranildir. Bunlarin hiicre membranina ve duzenleyicilere baglanmalari

ve alt efektorlerini aktive edebilmeleri igin gereklidir®®.
Rho Proteinleri

Rho geni ilk olarak 1985de Aplysia’dan bir Ras homolodu olarak
klonlanmis ve bunu kisa slUre sonra u¢ insan homologu RhoA, RhoB, RhoC
izlemistir’®®. RhoA, Ras siiperfamilyasinin kiiciik bir G proteinidir. Aktif bir GTP
bagh form ile inaktif GDP bagh form arasinda gider gelir. RhoA hucre iskeleti
organizasyon, hucre proliferasyonu, farklilagsmasi ve gen regulasyonu gibi farkli
hicresel fonksiyonlar icin gerekmektedir. RhoA ve onun “downstream” efektdru
Rho-kinaz (ROCK) vaskuler endotel disfonksiyonuna aracilik eden énemli sinyal

transdiiksiyon mekanizmalaridir®®®.

Rho’nun aktive olabilmesi icin geranilgeranile olmus C-terminal ucu ile
membrana tutunmasi gerekir. Guanin nukleotid degisiminden sonra, Rho, Rho-
kinaz, protein kinaz N, rhophillin, rhotekin, sitron, p140 mDia ve fosfolipaz D gibi

efektorler ile etkilesime girer”.
Memelilerde Rho ailesi Uyeleri 8 grupta toplanmaktadir (sekil 11);

Rac (Rac1-3, RhoG),

Cdc42 (Cdc42, TC10, TCL, Chp, Wrch-1),
Rho (RhoA, RhoB, RhoC),

RhoD (RhoD ve Rif),

RhoH/TTF,

RhoBTB (RhoBTB1 ve RhoBTB2),

Rnd (Rnd1, Rnd2, Rnd3/RhoE),

Miro (Miro-1 ve Miro-2)*"".
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RhoBTB

Miro1/RhoT1 Miro

TTF/RhoH

‘Wrch1/RhoU Rif/RhoF

Chp/Wrch2
/RhoV

Cdc42 TC10/RhoQ

TCL/RhoJ yean/

G25K 4 Rnd

Rac Rho

Sekil 11: Rho ailesi kiiclik GTPazlar?".

RhoA, vlcutta en fazla eksprese edilen ve en ¢cok calisilan Rho proteini
alt tipidir. Rho proteinleri, baslica hlcre iskeleti kontrolinden, stres liflerinin
yapllanmasindan  ve  fokal  adezyondan®”®,  hiicre  seklinden®”*,
agregasyonundan®”®, hiicre hareketinden?® ve diiz kas kasilmasindan®”’,
sorumludurlar. Ayrica norit retraksiyonu ve sitokinezis gibi bircok hucresel

fonksiyonda énemli rol oynarlar®’® #°,

Rho proteinleri (Rho ve digerleri) GDP-baglh halde iken inaktif halde
bulunur ve lizofosfatidik asid (LPA) ve sfingozin-1-fosfat (S1P) gibi ajanlarla

stimiile edildiklerinde GTP-bagli hale gecip aktif forma déniisiirler®®.

Rho aktivitesini kontrol eden 3 protein tanimlanmigstir. Bunlar, Rho’nun
aktive olmasini saglayan GEP veya GEF (Guanin nukleotid dedis-tokus
proteini), GAP (GTP’az aktive edici protein) ve GDI (Guanin nukleotid

disosiyasyon inhibitorQ) proteinleridir.

Bu kug¢lk G proteinlerinden Rho’nun uyariimasi
-Rho-kinaz,

-protein kinaz N,

-rhophillin,

-rhotekin,
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-citron,
-p140 mDia

-fosfolipaz D ve potasyum kanal duzenleyicileri gibi “downstream” efektorlerin
uyarilmasina neden olur. Bunlardan en fazla inceleneni ve Uzerinde en ¢ok

calisilani Rho-kinazdir.
Rho/Rho-Kinaz Yolagi

Rho-kinazlar serin/treonin protein kinazlardir. Rho hucrede GTP-bagl
aktif form ile GDP-baglh inaktif formda bulunur. Rho A, Rho B ve Rho C (toplam
Rho olarak bilinir) ayni aminoasit sekanslarina sahip oldugundan bunlarin hucre
ici hedefleri de benzerdir®®. Rho proteinleri gen ekpresyonunu ve aktin hiicre
iskeletini kontrol eden sinyalleme yolaklarinda rol oynarlar®'. Rho bagimli
yolaklar, Rho inhibitéri olan ve klostridium botulinum’dan elde edilen Cs;
transferaz toksini kullanilarak incelenmistir. Rho kinazlar (ROCK’lar) Rho’nun ilk
efektorleri olarak kesfedilmistir. ROCK, ROCK | ve ROCK Il olmak Uzere iki

izoforma sahiptir.

1990’larin ortasinda ilk olarak Rho kinaz a/ ROK o/ROCK Il izole
edilmistir. ROCK'un diger izoformu ise Rho kinaz B/ ROK B/ ROCK | olarak
tanimlanmistir. Rho-kinaz yolaginin diiz kas hiicrelerinde Ca®* duyarliligi, aktin
hlcre iskeleti reorganizasyonu, hicre adezyonu, hicresel kontraksiyon gibi
fizyolojik olaylarda, anjina, hipertansiyon, glokom, kanser invazyonu,
preeklampsi gibi patolojik olaylarda rol oynadigi, insan ve hayvanlar tUzerinde
yapllan in vivo ve in vitro deneysel calismalarla ortaya konmustur??.
Sitoplazmik serbest kalsiyum seviyesindeki artis diz kaslarda kasilmayi
tetikleyen temel mekanizmadir. Ayni zamanda duz kaslarda agonist ile
induklenen kontraksiyon blUylUk oranda membran potansiyelinden bagimsiz
mekanizmalar ile diizenlenmektedir. intraseliiller Ca** seviyesindeki artis, Ca®+
‘un kalmoduline baglanmasini arttirir. Ca®*-kalmodulin kompleksi, myozin hafif
zinciri (MLC) fosforile etmek igin, MLC kinazi aktive eder (sekil 12). Duz kas
kasilmasinin seviyesini MLC fosforilasyonunun derecesinin belirledigi genel

olarak kabul gormektedir. MLC fosforilasyonu diz kaslarda kontraksiyona
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neden olurken, hiicre igi Ca®* seviyesinin azalmasini takiben MLC
defosforilasyonu gergeklesir ve bu da gevsemeye neden olur. Hlcre igi
kalsiyum olgllerek yapilan c¢alismalarda, kalsiyum konsantrasyonunun MLC
fosforilasyonu ve kasilmayla paralellik gostermedigi belirlenmigtir. MLC
fosforilasyonunun  miktari veya agonist stimlilasyonu ile olugturulan
kontraksiyonun gulcu, depolarizasyonla olusturulan kalsiyum artisinin neden
oldugu kasiimalardan daha buylk oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, MLC
fosforilasyonunu ve kalsiyum konsantrasyonundan badimsiz kontraksiyonun
derecesini dizenleyen 6nemli ilave mekanizmalar dnerilmistir. Daha sonraki
calismalar gostermistir ki, GTP-baglayici proteinler agonist-bagimh kalsiyum

duyarhiliginda rol almaktadirlar.

Agonist

Hicre Membrarm |H H ﬂ

Rho.GDP

Tl - -Protein

RhoGTF

+

ROCK

¢ Miyozin

Mivozin —_—
Fosfataz Fosfataz

(p)-mLC —_.“‘ MLC

MLOK
+ Ca®* . Kalmodulin

Vazokonstriksiyon

Sekil 12: Vaskiler diz kas hucre kontraksiyonunda Rho/ROCK duzenlenme
mekanizmasi. Daire igindeki P fosforilasyonu gostermektedir. MLC, miyozin
hafif zincir; MLCK, MLC kinaz*®.

Kicluk GTPaz Rho’nun agonistlerle indiklenen kalsiyum duyarhligindan
sorumlu oldugu ve bu etkiyi miyozin fosfataz aktivitesinin inhibisyonu ile
olusturdugu dusundlmektedir. Rho proteinleri bu etkiyi downstream efektorleri
olan Rho-kinaz “Rho-associated kinase” aracili§i ile olusturmaktadir®®. Rho-
kinaz igin spesifik inhibitorler kullanilarak daha sonra yapilan ¢alismalar, Rho-
kinaz aracilikh kalsiyum duyarlihdinin hipertansiyon ve koroner arter spazmi gibi

hastaliklarda rolii oldugunu gdstermistir®®*,
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Rho Kinazlarin Yapisi

ROCK, 160 kDa molekul agirhgina sahip, serin/treonin protein kinaz
aktiviteli Rho-baglanan protein olarak tanimlanmistir. Rho kinaz N23 terminal
bdlgesinde bulunan katalitik (kinaz) bdlge, orta bdélimde bulunan Kkivrilmig-
kivrim (coiled-coil) bolge ve C-terminal bdlgesinde bulunan, sisteince zengin
(SZ) bolgeden olusan plekstrin-homolodu bdlge olmak Gzere 3 ana bdlgeden
olusur (sekil 13). Rho kinazin Rho-baglanan bdlgesi (RBB) kivriimig-kivrim
bdlgenin C terminalinde lokalize olmustur ve GTP-bagli Rho’nun bu bdlgeye

baglanmasi ile Rho kinazin aktivitesi artmaktadir.

ROCKI

1 T 338 460 1068 1354
o
NH,— | Kinaz | [ RBB | PH [} cooH
L

Kivnllmmg-kivim

ROCK Il

19z 54 452 102 1368

NH—  Kinz | LRes 0 | PH %- COOH
|

Kvrimis-Kiveim

Sekil 13: ROCK | ve ROCK I'nin molekiiler yapisi®°.

Rho-kinazin her iki izoformu kinaz bdlgesinden %92, tum aminoasit

diziliminden % 65 benzerlik gdstermektedir?®>2%°,
ROCK Aktivitesinin Diizenlenmesi

ROCK, oto-inhibitdr etkiye sahiptir®®’. inaktif formda ROCK’un C terminal
PH bolgesi ve RB bodlgesi, kinaz bdlgesi ile etkilesim igindedir. Enzim bu
etkilesimle oto inhibitdr halka olarak sekillenir. Kinaz bdlgesi yaklasik 300 aa
uzunlugunda ve serin/treonin protein kinaz aktivitesine sahiptir®®®. ROCK
aktivitesi cesitli mekanizmalarla reglle olur. Enzimin kinaz aktivitesi Rho

baglanmasindan sonra artar®®®#%°

. Kivrilmig-kivrim bolgesinde lokalize olan
RBB yaklagik 80 aa uzunlugunda olup, Rho A, Rho B, Rho C gibi yalnizca aktif
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durumdaki Rho GTPazlarla etkilesim icindedir®®'. RBB ve GTP bagli Rho’nun
etkilesimi, ROCK’un inhibitdr karboksi terminal bodlgesi ile katalitik bolgesi

arasindaki etkilesimi bozar. Rho iki farkli bolgeden enzim ile etkilesmektedir
(Rho A’'nin 23-40 ve 75-119 aa sekanslarindan)®*.

Rho/ROCK yolagi ekstraselliler uyarana bagli olarak aktive olur. Rho
bagimli ROCK aktivasyonu hucre tipine bagl olarak kontraktilitede, hucre
permeabilitesinde, migrasyonda ve proliferasyonda degisiklide ve apoptozise

neden olabilir.
ROCK Ekspresyonu ve Lokalizasyonu

Hem ROCK | hem de ROCK Il insan, sican ve fare dokularinda ekprese
olmaktadir®®®??°2% ROCK Il beyin ve kas dokusunda fazla eksprese olurken,
ROCK | bobrek, karaciger ve testislerde eksprese olmaktadir. Hem ROCK |
hem ROCK Il vaskuller duz kasta ve kalpte eksprese olmaktadir. Erken fare
embriyolarinda gelisen kalpte ROCK | kuvvetli eksprese olurken, ROCK Il her
yerde dagilmis sekilde bulunur®®*. ROCK | ve ROCK Il dinlenme periyodunda
sitozolde bulunurken Rho aktivasyonu ile membrana transloke olur®®®. ROCK Il
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hicre bdlinmesi sirasinda stres liflerinde”™ ve vimentin aracili filament aginin

olusumunda lokalize olurken, ROCK l'in sentrozomlarla ko-lokalize oldugu

gosterilmistir’®.

Substratlar

Hem ROCK | hem ROCK Il serin veya treonin rezidulerinden cesitli
proteinleri fosforiller. ROCK’un ilk belirlenen hedefleri miyozin hafif zincir
(MLC)*" ve miyozin hafif zincir fosfatazin miyozin bagdli alt niti
(MYPT1)'dir®"?%® ROCK dogrudan MLC (izerinden ya da dolayli olarak MLC
fosfatazi inaktive ederek MLC fosforilasyonunu artirabilir. Artmis MLC
fosforilasyonu aktomiyozin kontraktilitesinde de stimiilasyona neden olur®®®.
ROCK Il Ca®* bagimsiz olarak MLC'yi in vitro®™” ve in vivo®® fosforile eder. Bu
fosforilasyon MLC’yi MLC kinazin MLC'yi fosforilledigi  reziduden

gergeklesmektedir (serin 19)%%'.
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MLC ve MYPT1 diginda aktin hicre iskeleti regulasyonunda etkili ROCK
substratlari da vardir. Bunlar CPI-17 (Shi 2006-63), kalponin®' LIM kinazlar®®?,
ezrin/radiksin/moesin  (ERM)*®,  adusin®*, sodyum-hidrojen degis-tokus
pompasi (NHE1)**® ve ZIP kinaz'dir*®.

Apoptotik hicrelerde artmis MLC fosforilasyonu ve aktomiyozin
kontraktilitesi plazma membran tomurcuk olusumunu regiile eder’®. Farkli
hicre tiplerinde kaspaz 3 aracili ROCK | aktivasyonu, MLC fosforilasyonundaki
artistan sorumludur’®. Fosfataz ve tensin-homolog (PTEN) yeni tanimlanan
ROCK substratidir. ROCK tarafindan fosforillenen PTEN’in fosfataz aktivitesi
artmaktadir. PTEN proteinleri ve fosfoinosidleri defosforile eder. Ayrica hucre
yasayabilirligini de igeren cgesitli biyolojik olaylarda énemli rollere sahip olan

fosfatidil inozitol 3-kinaz/Akt yolaginin da negatif regiilatoriidiir*®®.

Duz kas hucrelerinde ROCK'un insulin reseptor substrat 1(IRS1)
sinyallemesini ve PI3-kinaz aktivasyonunu negatif olarak regule ettigi
gosterilmistir*’®. Buna zit olarak ROCK adipositlerde, kas hiicre killtiirlerinde ve
izole soleus kasinda ROCK'un IRS?1’i fosforilledigi ve P13-kinaz aktivasyonunun
buna bagl olarak arttigi gdsterilmistir®’’. ROCK, PI3-kinaz/Akt yolaginin hem

pozitif hem de negatif regulatéradar.
RhoA/Rho-Kinaz’in Fizyopatolojik Olaylardaki Rolii

Kas hucreleri disinda ROCK’lar birgok hucresel fonksiyonlari Rho ikincil
“‘downstream” etkileri ile duzenler. En 6nemlisi, ROCK’lar aktin-hicre iskeleti
toplulugunu ve hicre kontraktilitesini kontrol ederek bir¢cok fizyolojik olaya
katiimaktadir. Simdiye kadar ROCK 1 ve ROCK 2'nin farkli fonksiyonlari
olduguna dair ¢ok fazla bilgi yoktur fakat bazi durumlarda farkh regule

edebilmektedirler®’?,
Rho-kinazin Kardiyovaskiiler Hastaliklar ile iligkisi

Rho-kinazin fizyopatolojik olaylardaki rolleri, Y-27632 gibi Rho-kinaz
inhibitérleri kullanilarak degerlendirilmistir’™®. Y-27632 hipertansif sicanlarda
yuksek kan basincini doza bagimli olarak diusirmekte iken normal kan basinci
degerlerine herhangi bir etkide bulunmamaktadir. Bu bulgu, Rho/Rho-kinaz
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aracilikll Ca®** duyarlihgina bagl diiz kas kontraksiyonunun hipertansiyona
314

neden olabildigini gostermigstir’® ™.

Rho-kinaz’'in spesifik inhibitori olan hidroksifasudil, 5-HT aracilikh
koroner hiperkontraksiyonu doza bagimli olarak inhibe etmektedir. Spazmin bu
inhibisyonuna, 5-HT aracili MLC fosforilasyonu eslik etmektedir. Bu sonuglar,
Rho-kinaz yolagi ile artan MLC fosforilasyonunun koroner arter spazmin
patogenezinde ¢ok 6nemli bir rol aldigini géstermektedir®’®. Ortaya konulan
bulgular Rho-kinaz yolaginin aterosklerotik lezyonlarin olusmasinda rol aldigini
gostermektedir. Spesifik inhibitorler ile Rho-kinaz’in inhibisyonu neointimal
formasyonu inhibe etmektedir. Rho-kinazin, makrofajlarin ve duz kas
hdcrelerinin arterlerin dis ¢eperinden orta veya i¢ce dogru invazyonu ve
migrasyonunu  duzenleyerek  neointimal  formasyonla ilgili  oldugu

gorinmektedir®’?.

Bazi ¢calismalarda ise fasudil gibi Rho-kinaz inhibitorlerinin mikrovaskuler
anjinall hastalarda terapotik 6nem tasidigi ve stabil efor anjinanin tedavisi igin

yeni vazodilator bir ilag sinifi olabilecegi éne sirilmiistiir®?.

Rho-kinazin Kanser ile iligkisi

Tumorlu ve timorla olmayan mesane orneklerinde western blot teknigi ile
Rho ve Rho-kinaz kantitasyonu yapilmistir. Sonugta artmigs RhoA, RhoC ve
Rho-kinaz Uretiminin kas invazyonu, lenf nodu metastazi ve timorun kotu
yonde farklilasmasi ile ilgili oldugu gorulmustur. Rho/Rho-kinaz yolaginin
mesane kanserinin olusumu ve ilerlemesinde rolu oldugu ve prognostik marker
olabilecegi 6ne surulmuastur. Testikller germ hicre timorli 57 Japon hastadan
alinan orneklerde RhoA ve Rho-kinaz genlerinin mRNA seviyeleri analiz
edilmigtir. RhoA ve Rho-kinaz mRNA’lari tGmorld dokuda timorla olmayan
dokudan daha fazla bulunmustur. Yulksek RhoA ve Rho-kinaz mRNA
ekspresyonunun tumorin evresi ile ilgili oldugu, Rho/Rho-kinaz yolunun

testikiler germ hicreli timorlerin ilerlemesinde rol oynadidi 6ne sUrdlmistar’™.

Rho-kinazin G6z Hastaliklan ile iligkisi
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ROCK enzim inhibitord Y-27632'nin intraokuler basinci azalttigi ve akoz
himodr dis akimini artirdigi, dolayisiyla basta glokom olmak Uzere diger bir
takim g6z hastaliklarinin  tedavisinde terapdtik faydalari  olabilecegi

bildirilmistir>™®.

Rho-kinaz ve Obstetrik

insan gebe myometriumunda, ROCK 1 ve ROCK 2 izoformlarinin arttig
gosterilmistir. Rho-kinaz inhibitdéri Y-27632'nin oksitosinle olusan kontraktil
aktiviteyi doza bagimli olarak azalttigi ortaya konmustur. Rho-kinaz
inhibitorlerinin erken dogum tehtidinde yeni tokolitik ajan olarak kullanilabilecegi

one surllimistar®"”.

Rho-kinazin Uriner Sistem ile iligkisi

insan ve tavsan penis kavernozal diiz kas hiicrelerinde Rho-kinaz enzim

ekspresyon ve aktivitesinin oldugu gésterilmistir>'®.

Bunun yani sira yapilan diger c¢alismalarda cesitli tlarlerin korpus
kavernozumlarinda ROCK-1, ROCK-2, Rho-GDI ve Rho-GEF proteinlerinin
varhgi tespit edilmistir. Yaptiklan bir calismada Wang ve arkadaslari, tavsan ve
insan korpus kavernozumunda Rho aracili Ca®* duyarlasmasi oldugunu ve
Rho-kinaz inhibitdori Y-27632’nin, fenilefrinle kastiriimis kavernozal dokuda

doza bagimli olarak gevseme olusturdugunu bildirmislerdir®™.

Cesitli hastaliklara sekonder gelisen erektil disfonksiyonda Rho-kinaz
sinyal yolaginin katkisinin oldugu éne suriilmektedir. Ornegin diyabetik erektil
disfonksiyon tedavisinde ROCK inhibitorleri, Y-27632 ve fasudilin tedavi

degerlerinin olabilecegini bildirilmistir*®°.

Diger taraftan, vas deferensin motor aktivitesinde Rho/Rho-kinaz
yolaginin etkili oldugu ve bu yolagin inhibitorlerin hem erektil disfonksiyonda
hem de prematir ejekilasyon bozukluklarinda potansiyel terapoétik ajanlar

olabilecegini éne stirtilmistir®?".

Bunun yanisira bir baska ¢alismada da Rho/Rho-kinaz yolaginin Ureter

diz kasinin eksitator uyarilarla indtklenen kontraktil aktivitesine onemli katki
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sagladigi ve ROCK inhibitorlerinin renal kolik tedavisinde potansiyel

antispazmodik ilaglar olabilecegine isaret edilmistir®?%.

Bununla birlikte, Ureter obstriksiyonunda Rho-kinaz yolaginin up regule

oldugu ve artmis Ureteral kasilmalara bu yolagin aracilik ettigini bildirilmistir®®.

Rho-Kinazin Gastrointestinal Sistem Uzerindeki Etkileri
Rho/Rho-kinaz sinyal ileti mekanizmasi insan ve koyun safra keselerinin

324,325

kontraktil aktivitelerine aracilik etmektedir . Gastrik fundusta Rho-kinaz

enziminin kontraktil aktivitede rol oynadigi ve kolinerjik sinir uclarindan asetil

kolin salinimini uyarabildigi gdsterilmistir*?°.

Rho-Kinazin Solunum Sistemi Uzerindeki Etkileri

Bronsiyal duz kas tonusunun diuzenlenmesinde Rho/Rho-kinaz sinyal ileti
mekanizmasi rol almaktadir. Bununla birlikte yakin zamanda yapilan bir
calismada farelerde geranilgeraniltransferaz inhibisyonunun bronsiyal diz kas
asirt  duyarhligini ortadan kaldirdigi gosterilmistir. Bu nedenle selektif
geranilgeraniltransferaz inhibitorlerinin alerjik brongiyal astim gibi hava yolu agiri
duyarliligi sonucu olusan patolojik durumlarda potansiyel bir terapdétik ajan

olabilecegi ileri surilmektedir®*’

. ROCK inhibitorlerinin inhalasyon yolu ile
uygulandiginda pulmoner hipertansiyonda selektif ve potent bir etki ile
vazodilatasyona neden oldugu gdsterilmistir®?®. Kéksel ve arkadaslarinin yaptig
bir diger calismada da oleik asitle induklenen akciger hasarlanmasinin Rho-
kinaz inhibitdori Y-27632 ile geri cevirilebildigi ve bu neden ile akciger
hasarlanmasi ile seyreden hastaliklarda terapotik etkisinin  olabilecegi

bildirilmistir*®®.

Rho-Kinazin Santral Sinir Sistemi Uzerindeki Etkileri

Rho/Rho-kinaz sinyal ileti mekanizmasinin vucutta birgok farkli hicresel
fonksiyonun yani sira santral sinir sisiteminde de birtakim hucresel olaylara
aracilik ettigi yapilan c¢aligsmalarda gosterilmigti. Bu yolagin anormal
aktivasyonlari santral sinir sistemine ait birgcok hastalikta ortaya konmustur.
Spinal kord ve kafa travmalarinda Rho-kinaz enzim aktivitesinin artigsina bagli

olarak ndrit uzamasini inhibe olabildigi bildirilmigtir. Bununla birlikte Rho-kinaz
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enzim inhibitorlerinin spinal kord yaralanmasinda, Alzheimer hastaliginda,
inflamatuar ve demiyelinizan hastaliklarda, néropatik agri ve diger ndérolojik
hastaliklarda potansiyel noérodejeneratif tedavi edici ajan olabilecedi o6ne
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surllmektedir™®. Ote yandan Rho-Rho-kinaz yolagi, néronal fonksiyonlari

dizenlemekle birlikte sinir hicrelerinde de sinaps olusumu, aksonal buylime ve

goc, dendrit sekillenmesi gibi olaylarda rol oynamaktadir®3*3%,

Diger taraftan iskemik néronal hasarlarin erken safhalarinda striatumda
ve Ozellikle aksonlarda Rho-kinaz enzim ekspresyon ve aktivitesinde artis
oldug@u bildirilmistir. Bununla birlikte ROCK enzim inhibitort fasudilin bu aktivite
artisini geri cevirdigi ve serebral infakta karsi in vivo olarak koruyucu etkisi
oldugu gosterilmigtir. Ayrica noéronal hicrelerde glutamatin ROCK enzim
aktivitesinde rol oynadidi ve hidroksifasudilin de ROCK enzim inhibisyonu yolu
ile glutamatin neden oldugu sinir hasari ve hiucre 6limdnd inhibe ettigi

gosterilmistir®®.

Ote yandan ROCK inhibitdorii fasudilin insanlarda subaraknoid
kanamadan sonrasi olusan vazospazmi azalttigi anjiografik olarak

gosterilmistir®>*

. Bununla birlikte hem beyinde hem de omurilikte eksprese
edildigi gosterilen Rho-kinaz enziminin nosisepsiyonda rol oynayabildigi ve
ROCK inhibitdrlerinin yeni bir antinosiseptif ilag grubu olarak 6nerilebilecegdi
bildirilmistir>®°.

Ayrica yakin zamanda yapilan bir bagka galismada da Rho/Rho-kinaz
sinyal yolaginin farelerde epilepsi gelisiminde rol oynayabilecedi bu nedenle Y-

27632 ve fasudilin potansiyel anti-epileptik ajanlar olabilecedi gdsterilmistir®®,

Rho-Kinazin inflamasyon Uzerindeki Etkileri

Rho/Rho-kinaz yolag, inflamasyona aracilik edebilmektedir. inflamatuar
hdcrelerin migrasyonu hucre iskeleti aktini tarafindan duzenlenmektedir ve bu
olayl duzenleyen en Onemli mekanizmalardan birisi de Rho proteininin

indikledigi sinyal ileti mekanizmasidir®’.

Ayrica Rho-kinazin sicanlarda
anjiotensin-Il ile indiklenen monosit kemoatraktant protein-1 ve plazminojen

aktivator inhibitor-1 (PAI-1) ekspresyonuna aracilik ettigi, bununla birlikte yine
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siganlarda yuksek glikoz duzeylerinin indukledigi artmis osteopontine de yine bu
sinyal mekanizmasinin aracilik ettigi bildirilmistir***>*°. Tiim bunlardan dolay! bu
sinyal mekanizmasinin vaskuler fonksiyonlarla iligkili inflamatuar molekullerin
gen ekspresyonlarinda ilgili oldugu dusunulmektedir. Ayrica, anjiotensin-Il ve
interlokin-1 ile kultir hicrelerinde olusturulan inflamasyon ve bakteriyel
endotoksinle (lipopolisakkaridlerle) in vivo olarak olusturulan sistemik

inflamatuar yanitta Rho-kinaz upregiile olmustur®*’.

Rho-Kinaz Enzimi inhibitorleri

Rho-kinaz'in  farmakolojik inhibitérii olarak fasudil®®’ ve Y-27632
gelistiriimigtir ve bunlar ATP ile yarismali bir sekilde Rho-kinaz aktivitesini inhibe
ederler®®. Fasudilin a§iz yoluyla alimindan sonraki ana aktif metaboliti olan
hidroksifasudil'in Rho-kinaz Uzerinde daha spesifik bir inhibitdr etkisinin oldugu

yakinlarda gdsterilmistir®*®24.

Rho-kinaz NAD(P)H, IL-6, monosit kemoatraktan protein (MCP)-I,
makrofaj migrasyon inhibitor faktor ve interferon (IFN)-y'y1 iceren
proinflamatuvar molekdllerin artisina aracilik eder. Trombojenik molekulleri
(platelet aktive eden faktor (plazminojen aktivatorinin inhibitora (PAI))-1 ve
doku faktort) ve fibrinojenik molekulleride (transforme edici biayume faktori
(TGF)-B1 ve Bcl-2) arttinr. Buna karsilik, Rho-kinaz endoteliyal nitrik oksit
sentazi (eNOS) ve osteojenik molekiilleri (kemik morfojenik protein [BMP-2] ve
osteokalsin) azaltir. Bunlarin sonucunda, Rho kinaz aktive oldugunda
inflamatuar progesler, tromboz ve doku fibrozisi hizlanir, buna karsin endoteliyal
NO Uretimi ve osteojenezis baskilanir. Rho-kinaz’'in kendi ekspresyonu da
anjiotensin Il ve IL-1B gibi inflamatuar uyaranlarla, PKC/NF-kB yolagi uzerinden

artar’®.
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GEREG VE YONTEMLER
3T3-L1 PREADIPOSIT HUCRE KULTURU

Bu calismada Amerikan Tip Kdultir Koleksiyonundan (ATCC-CL-173)
dondurulmus olarak satin alinan beyaz yag hucresi onculi fare embriyonik
fibroblast klon hucre tipi olan 3T3-L1 hdcreleri kullanildi. Bu hicrelerin 6zelligi
diferansiyasyon medyumu uygulandiginda hucreler iginde lipid damlaciklari

birikerek, adiposit fenotipi kazanma 6zelligine sahip olmalaridir.

Hucrelerin Besiyeri Ortami

DMEM besi yeri ortami 100 mi
Fotal sigir serumu %10
Penisilin %1
Streptomisin %1
L-Glutamin %1

Hucrelerin Fiziksel Ortam Sartlan

Sicaklik 37°C
pH 7.0-7.4
COs %5

3T3-L1 hicre hattinin ¢ozdiirilmesi ve ekilmesi

ATCC’den dondurulmus olarak gelen 3T3-L1 hiicreleri 37°C'de 1-2 dk
icinde ¢ozduraldiu. Cozulen hicreler 15lik tupe konuldu ve Uzeri hazirlanan
komplete medyum [%10 buzadi serumu/%1 Penisilin/streptomisin/%1 glutamin/
Dulbecco’nun modifiye Eagle medyumu (DMEM)] ile 15 ml'ye tamamlandi. 37°C
1200 g'de 10 dk santrifuj edildi. Santrifujden sonra Ustteki sUpernatant atildi.
Altta kalan pelet Uzerine taze hazirlanmig komplete medyum 4-6 ml eklenerek
hdcrelerin iyice karismasi saglandi ve 25’lik flasklara ekim yapilarak inkubatore
kaldirildi.
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Hucrelerin iki ginde bir medyumu degistirildi ve inverted mikroskopta
bakilarak blUytumeleri degerlendirildi. Konfluent olan hucreler (flask tabanini
%80-90 kaplayan) tripsinizasyon islemine tabi tutuldu. Flasklar, PBS tamponu
ile yikanarak 1-1,5 ml tripsin konuldu. Tripsinin tabana iyice yayllmasi
saglandiktan sonra inkubatore kaldinidi. 5 dk sonra flasklara inverted
mikroskopta bakilarak hucrelerin flask tabanindan ayriip ayriimadiklari
degerlendirildi. Hicrelerin tamamen kalktigindan emin olduktan sonra hiicreler
flasklardan 15'lik tiipe alindi. Uzeri PBS tamponu ile tamamlandi ve 37°C 1200
gde 10 dk santrifij edildi. Santrifijden alinan hicrelerin supernatant
dokuldikten sonra peletin Gzeri komplete medyum ile tamamlanarak 1:3
oraninda pasaj yapildi. Yine ayni sekilde medyumlari 2 gunde bir degistirilen
hicreler konfluent olduklarinda tripsinizasyon iglemine tabi tutuldu. Adiposit
diferansiyasyon deneyleri igin 24’10 kuyucugun kullaniimasi planlandi ve her

kuyucuga 2x10* hiicre ekildi.
Hucre Sayimi

Genel olarak direkt hiicre sayiminda canli ve cansiz hlcreleri ayirt etmek
icin genellikle hemositometre ile birlikte vital bir boya tripan blue kullanilir. Bu
metodun uygulanmasi igin toplam hicre sUspansiyonundan sadece kuguk
fraksiyonlar gerekir. Kalin diz sayim odacikli lamin Uzerine lamel konmasi
esasina dayanmaktadir. Temel olarak lam Uzerinde ¢izgi ile kesin olarak
kazinmis 1 mm kareler ve buna ilaveten daha kucuk kareler icerir. Hicre
suspansiyonlarinin ¢ember igine doldurulmasina izin verildigi zaman hucreler
mikroskop altinda gdzlenebilir ve segili kare gizgisi igindeki hucreler sayilir. Bu
sayimdan suspansiyonun mililitresindeki hiicre sayisi hesaplanabilir. Kullanilan
tripan blue gibi canliik boyasi hicre kultir kosullarinda kantitatif analiz

saglar®*®.

Calismamizda diferansiyasyon serilerini olusturmadan dnce ¢ogalttigimiz
hdcreleri tripsin ile kaldirarak 50 ml’lik tipe toplayarak (zerleri komplete
medyum ile tamamlandi. Daha sonra iyice karismasi ve hucrelerin dagiimasi
saglandi ve 10 pl tripan blue 10 pl stspansiyondan alinarak karistirildi. Lam ve

lamelin arasina birakildi. inverted mikroskopta 5 alan saptanarak ml'deki hiicre
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sayisi saptandi (Toplam canli hiicre sayisi /mL = hemositometre sayim sonucu

x seyreltme katsayisi x 10*) (sekil 14).

Sekil 14: Hemositometre laminin sematik gorinima

3T3-L1 Preadiposit Diferansiyasyon Protokoll

Hucre sayimi yapildiktan sonra her kuyucuga 20.000 hicre olacak
sekilde ekim yapildi. 24’li kuyucugun her bir kuyucuguna 1 ml komplete
medyum [%10 buzagdi serumu (CS)/ %1 Penisilin/streptomisin/ %1 glutamin/
Dulbecco’nun modifiye Eagle medyumu (DMEM)] konuldu. 2 glnde bir
medyumlari degistirilen hucrelerin inverted mikroskopta buylmeleri izlendi.
Konfluent olduklari gun -2. gun kabul edildi. 2 gin daha bekletilen hicrelere
(postkonfluent; 0. gun olarak kabul edilir) 0. gunde adiposit diferansiyasyonu
induklemesi i¢in 0.5 mM izobutilmetilksantin (IBMX), 0.25 yM deksametazon ve
1uM insdlin iceren %10 FBS/DMEM (fetal sigir serumu/Dulbecco’nun modifiye
Eagle medyumu) uygulandi (0-2. gin). 2 guin sonra hucrelere 1uM insulin iceren
%10 FBS/DMEM uygulandi (2-4. gun) ve 4. gin %10 FBS/DMEM’le 8. gune
kadar inkibasyon sirdurtldid (4-8. gun). 8. gunde deney sonlandirilarak

adiposit diferansiyasyonu Oil Red O boyama ile degerlendirildi.
Oil Red O galigma sollisyonunun hazirlanmasi

Oil red O'dan 0,7 gr alinarak 200 ml isopropanolda ¢ozuldiu. 1 gece
bekletildi. 0,22 mm membran filtresinden gegirildikten sonra bu hazirlanan stok
sollisyonu +4 °C’de bekletildi. Kullanilacagi zaman stok sollisyonundan 6 birim,
4 birim de dH>O’dan alinarak karigtirildi ve 20 dk oda sicakhiginda bekletildikten

sonra 0,22 mm membran filtresinden gegcirilerek kullanildi.

89



Oil Red O boyama ile adiposit diferansiyasyonunun

degerlendirilmesi

Adiposit diferansiyasyon protokoli uyguladigimiz hdcrelerin 8. glnde
deney sonlandirildi. Medyumlari alinarak 5 dk %10’luk formalin uygulandi.
Formalinleri alinarak taze formalin ile degistirildi. Formalinde 1 saat sureyle
inkUbe edildi. Formalinler alindiktan sonra kuyucuklar %60’lik isopropanol ile
yikandi. Yikama igleminden sonra kuyucuklar iyice kurutuldu. Daha o6nce
hazirlanmis olan Oil Red O (ORO) ¢alisma solusyonundan her kuyucuga 200 pl
konuldu. 10 dk inkube edilen hicrelerden ORO ¢alisma solusyonu hizlica
uzaklastirilarak 4 defa ddH,O ile yikandi. Bu asamada mikroskopta goruntu
alindi. Daha sonra kuyucuklardaki su bosaltildi ve iyice kurutuldu. Boyanan yag
hdcrelerinin aldigi ORO c¢alisma solusyonunu ortaya c¢ikarmak igin %100
isopropanol konuldu ve 10 dk bekletildi. Bu asamada isopropanolun iyice
karigmasi igin pipetaj yapildi ve 96’lik kuyucuklara transfer edildi. ELISA

okuyucu cihazda 490 nm optik adsorbansta dlgiim yapildi®*’.

Diferansiyasyon Serileri

Adiposit diferansiyasyonu saptamak icin ilk seride 17B-estradiol,
estradiol-BSA ve progesteron farkli konsantrasyonlarda uygulandi. ikinci seride
ise 17B-estradiol ve estradiol-BSA’'nin adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkisine
Rho/Rho-kinaz yolaginin araciligini gosterebilmek icin Rho-kinaz inhibitori Y-
27632 ve estrojen reseptorunun katkisini ortaya koyabilmek icin ICl 182,780 ile
kombine edilerek uygulandi. Ayrica ikinci seride estrojen ve progesteron

kombinasyonu uygulandi.

l. Seri Deneylerde

0-2., 0-4., 0-6., ve 0-8. glinlerde

17B-Estradiol 10°, 10®, 107, 10, 10° ve 10* M konsantrasyonlarda n=4
Estradiol-BSA 10, 10®, 107, 10°, 10™° ve 10* M konsantrasyonlarda n=4

Progesteron 10, 107 ve 10° M konsantrasyonlarda n=4
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Il. Seri Deneylerde

0-2., 0-4., 0-6., ve 0-8. glinlerde

17B-Estradiol 10 ve 10® M konsantrasyonlarda n=4

17B-Estradiol (10 ve 10°® M) ve Y-27632 (10 M) kombinasyonu n=4
17B-Estradiol (10° ve 10® M) ve ICI 182,780 (10° M) kombinasyonu n=4
Y-27632 (10° M) n=4
IC1 182,780 (10 M) n=4
Estradiol-BSA 10 ve 10® M konsantrasyonlarda n=4
Estradiol-BSA (10 ve 10 M) ve Y-27632 (10" M) kombinasyonu n=4
Estradiol-BSA (10 ve 10 M) ve ICI 182,780 (10 M) kombinasyonu n=4

17B-Estradiol (10 ve 107 M) ve progesteron (10° ve 10> M) kombinasyonu
n=4

ADIPOKIN DUZEYLERININ TAYiINi

Estrojen (10® ve 107 M) ve progesteronun (107, 10° ve 10° M) leptin,
adiponektin, rezistin, TNF-a ve IL-6 saliveriimesi Uzerine etkileri, ROCK
inhibitdri  Y-27632 (10° M) ve estrojen reseptor inhibitérii ICI 182,780
varliginda ve yoklugunda sb6z konusu sitokinlere ait kitler ile hulcre
medyumlarinda Ol¢uldd. Bunun igin adiposit diferansiyasyonunun 8. gininde
deney sonlandirilarak 3T3-L1 hucrelerinin medyumlari alindi.

Gruplar asagidaki sekilde planlandi:

1. 17B-Estradiol (10°, 10%, 107, 10°, 10° ve 10* M) n=>5
2. 17B-Estradiol (10 ve 10”7 M) ve Y-27632 (10° M) kombinasyonu n=5
3. 17B-Estradiol (10 ve 107 M) ve ICI 182,780 (10® M) kombinasyonu  n=5
4. Y-27632 (10° M) n=>5
5. IC1 182,780 (10° M) n=5
6. Progesteron (102, 10° ve 10° M) n=5
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7. 17B-Estradiol (10® ve 10”7 M) ve progesteron (10 ve 10> M) kombinasyonu
n=5
ELISA Yéntemi (Enzyme-linked immiinosorbent assay): ELISA
yontemi, bir ornekte antikor veya antijen varligini gostermek icin kullanilan
biyokimyasal bir tekniktir. iki antikor kullanilir. Birinci antikor antijene spesifiktir,
digeri ise bir enzimle baghdir ve antijen-antikor kompleksi ile etkilesir. ikinci
antikor sinyal Uretimini saglayan kromojenik veya florojenik substrat olusumuna

neden olur (sekil 15).
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Sekil 15:ELISA ydnteminin basamaklari®¥.
Leptin tayini

Serum leptin dizeyleri sandvi¢ ELISA yontemi ile tespit edildi. Serum
ornekleri, standartlar ve kontroller monoklonal anti-mouse leptin antikoru ile
kapli mikrotest kuyucuklarin igine pipetlenerek inkiibe edildi. Inkiibasyon
sirasinda leptin antijeni bir bodlgesinden kuyucuklara kaplanmis durumdaki
antikora, ikinci bir bdlgesinden de biyotinlenmis antikora baglanir.
inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki bagli olmayan biyotinlenmis antikor
yikanarak uzaklastirildi. Biyotinlenmis antikora baglanan streptavidin-
horseradish peroxidaz (HRP) enzimi ile inkibasyondan sonra kuyucuklardaki

bagli olmayan enzim vyikanarak uzaklastirildi. Kuyucuklara 3,3’,5,5-
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tetrametilbenzidin (TMB) substrat solusyonu eklendi. Bagli leptininin miktariyla
orantili olarak gézlenen renk degisimi stop solisyonunun eklenmesi ile bu renk
maviden sariya donustu. Enzimatik aktivite sonucu olusan rengin yogunlugu

450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6lciildii®*°.

Rezistin Tayini

Rezistin kiti (Invitrogen) fare serumunda rezistinin kantitatif saptanmasi
icin kullanilir. Fare rezistin igin spesifik monoklonal antikor, 96’lik kuyucuk
Uzerinde kaplanmis olarak bulunur. Standart ve d6rnekler kuyucuklarin igine
pipetlendi ve varolan rezistinler immobilize antikorlara baglanir. Bagl rezistinler
biotinlenmig anti-mouse rezistin poliklonal antikor tarafindan yakalanir. HRP ile
konjuge edilmis streptavidin eklendi. Yikamadan sonra substrat sollsyonu

eklendi. Rezistin miktarinin oranina gére gelisen rengin dansitesi 6lgiildi**°.

Adiponektin Tayini

Adiponektin kiti, monoklonal antikor fare adiponektini igin spesifiktir ve
96’'lik kuyucuk Uzerinde kaplanmisg olarak bulunur. Standart ve oOrnekler
kuyucuklara pipetlendi ve bulunan adiponektin immobilize antikorlara baglanir.
HRP ile konjige edilmis streptavidin eklendi. Bagh adiponektin miktarinin

oranina gore gelisen rengin dansitesi dlciildi®”.

interl6kin-6 (IL-6) Tayini

Fare IL-6 icin spesifik monoklonal antikor, 96’k kuyucuk Uzerinde
kaplanmis olarak bulunur. Standart ve ornekler kuyucuklar icine pipetlendi ve
bulunan IL-6 immobilize antikorlara baglanir. Yikamadan sonra IL-6 i¢in spesifik
biotinlenmis monoklonal antikor eklendi. Yikamadan sonra streptavidin-
peroksidaz (enzim) eklendi. Baglanmamis enzim yikama ile uzaklastirildiktan
sonra substrat solusyonu eklendi. Bagli rezistin miktarinin oranina gore gelisen

rengin dansitesi dlcilir*®.
TNF-a Tayini

Serumda TNF-a tayini sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked immiinosorbent

Assay) yontemi kullanilarak yapildi. Bu yontemde serum ornekleri, standartlar
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ve kontroller TNF-a igin spesifik bir antikor ile kaplanmig olan mikrotest
kuyucuklarina konarak inkube edildi. Birinci inkibasyon sirasinda oOrnekteki
TNF-a antijeni biyotin ile isaretlenmis antikora baglanir. Ikinci antikorun fazlasi
yikanarak uzaklastirildiktan sonra streptavidin peroksidaz eklendi. Streptavidin-
peroksidaz biyotinlenmis antikora baglanir. ikinci bir inkiibasyondan sonra
baglanmamis enzim de yikanarak uzaklastirilir. Kuyucuklara substrat solisyonu
eklendi. Enzimatik aktivite sonucu olusan rengin siddeti 450 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak dl¢iildi®®®.

ROCK-1, ROCK-2 ve RHO A EKSPRESYON TAYINi

Bu seride seks hormonlarinin adiposit diferansiyasyonu Gzerine etkilerine
Rho/Rho-kinaz yolaginin katkisini arastirmak igin RhoA proteini ve alt
efektorlerinden olan Rho-kinazin (ROCK-1, 2) ekspresyon duzeylerini
gostermek amaciyla 6zel bir protein-protein hibridizasyon teknigi olan Western-
Blot yontemi kullanildi. Bu amagla iki grup olusturuldu. 1. grup 3T3-L1
hiicrelerine 2 giin, 2. gruba ise 8 giin siireyle estrojen (10, 108, 107, 10°°, 10°

ve 10™ M), progesteron (10, 107 ve 10° M) ve kombinasyonlari uygulandi.
Gruplar asagidaki sekilde planlandi:

1. Kontrol grubu (bazal sartlarda ila¢g uygulanmamig)
2. Estradiol (10°, 10, 107, 10, 10° ve 10 M): Estrojenik hormonun katkisini
anlamak igin
3. Progesteron (10® 107 ve 10° M): Progesteron hormonunun katkisini
anlamak igin
4. Estradiol (10® ve 107 M) + Progesteron (10° ve 10° M): Bu iki hormon
arasinda ne tur etkilesme oldugunu anlamak igin

Birinci grupta deney 2. gunin sonunda, ikinci grupta ise 8. glnin
sonunda sonlandirildi ve ekim yapilan 25 mm’lik flasklarin medyumlari alindi.
PBS ile flasklar yikandiktan sonra hucre lizisi icin flasklara RIPA lizis tamponu
(50 mM Tris-HCL, 150 mM sodyum klorid, % 1 Igepal CA-630 (NP-40), % 0.5
sodyum deoksikolat ve % 0.1 sodyum deoksisiilfat) konularak +4 °C’de 5 dk
muamele edildi. Flasklardan elde edilen homojenatlar 200 g'de +4 °C’de 10 dk

santrifij edildi. Stpernatantin 10’ar ul’si Bradford yontemi ile protein tayini igin
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kullanildi. Kalan proteinler ise Western-blot yonteminde kullaniimak tzere -80
°C’de muhafaza edildi.

Bradfort Yontemi ile Protein Tayini

Olduk¢a duyarli olan bu yéntem (5-100 pg/ml); organik boyalarin,
proteinlerin asidik ve bazik gruplari ile etkileserek, renk olusturmasini esas alir.
Mavi rengin olugmasinda proteinin amino asit bilesimi (6zellikle arjinin gibi bazik
amino asitler ve aromatik amino asitler) dnemlidir. Yontemde temel alinan olgu,
boya normal sartlarda 465 nm'de maksimum absorbans verirken, protein ile
baglandigi zaman 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesidir®**.
Standart olarak kullaniimak Gzere 1 mg/ml sigir serum albumin (BSA)
hazirlandi. Standartlar igin; 0, 1, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 pl standart solusyonu
(BSA) iceren ikiser adet ependorfun Uzerleri distile su ile 100’er pl'ye
tamamlandi. Olgiilecek olan érnekler de yine cift olarak hazirlandi ve 100’er
pul’'ye tamamlandi. Standart ve ornekler Uzerine 1’er ml bradfort solisyonu
eklenerek vortekslendi. 595 (620) nm’ye ayarli ELISA okuyucuda kér tiipiine
kargi ornekler okutuldu. Daha sonra elde edilen absorbanslarin her érnek igin
ayri ayri ortalamalar alinarak Prism programinda pl deki protein miktarlari

belirlendi.
Western-Blot Yontemi

RhoA, ROCK-1 ve ROCK-2 protein ekspresyonlarinin gostermek igin
3T3-L1 hucrelerinden elde edilen homojenatlar, 6rnek tamponu (0.5 M Tris HCI
pH 6.8 0.125 M, %10’luk SDS 0.14 M, gliserol % 20, 2-merkaptoetanol 0.2 mM,
bromfenol blue 0.03 mM) ile 1/3 oranlarinda karigtirildiktan sonra 5’er dakika
kaynatildi. Esit miktarlarda protein % 8-12’lik sodyum dodesil sulfat poliakrilamid
(SDS-PAGE) jele yuklenerek elektroforeze tabi tutuldu ve jel Uzerinde
birbirlerinden ayrilmalari saglandi. Jelde buyuklUklerine gbére ayrilan ve bantlar
olusturan proteinler elektrotransfer teknigi ile nitrosellloz bir membrana
aktarildi. Membranlar yagsiz sut tozu ve % 2’lik Tween-20 iceren Tris solUsyonu
(TBS-T) ile 1 saat bloklama iglemine tabi tutuldu. Bu sayede membranlarin
proteinsiz kisimlarinin spesifik olmayan bir proteinle tutunmasi saglanarak
protein yapida olan primer antikorun bir sonraki agsamada membrana non-

spesifik baglanmasi engellenmis oldu. Bir saatlik bloklama igleminden sonra
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membranlar 3 kez 10’ar dakika TBS-T sollsyonu ile yikandiktan sonra ROCK
enzimine 6zgl ROCK-2 (ROKa) antikoru ile (1:2,000 dilisyonda, 2 saat sure
ile), ROCK-1 (ROKp) antikoru ile (1:2,000 dilisyonda, 2 saat sure ile) ve RhoA
proteinine 6zgl RhoA antikoru ile (1:500 dilisyonda gece boyunca) muamele
edildi. Bu sekilde primer antikorlar membranlara bagli olan hedef proteinler olan
ROCK-1, ROCK-2 ve RhoA ile baglanmis oldu. Bu islem sonrasinda da
membranlar tekrar TBS-T sollsyonu ile 3 defa 10’ar dakika yikandi. Yikama
islemi tamamlandiktan sonra membranlar bu kez HRP (horseradish peroxidase)
bagli sekonder antikor ile (1:2,000 dilisyonda) bir saat muamele edildi ve bu
sekilde sekonder antikorun primer antikorlara baglanmasi gergeklestirilmis oldu.
Bunun ardindan membranlar tekrar 3 kez 10’ar dakika TBS-T igeren sollUsyon
ile yikandi. Daha sonra membranlar ECL (enhanced chemiluminescence) Plus
Kit gorintileme solusyonu ile 10 dakika karanlikta muamele edildi. Cesgitli

surelerde medikal rontgen filme basilarak goruntulendi.
istatistik

Western Blot teknidi ile elde edilen bantlarin analizi icin Scion Image
programindan faydalanildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
istatistiksel degerlendirilme igin ANOVA'yi takiben Dunnet ve Bonferroni post

hoc testi kullanildi. P<0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

.
| Diferansiyasyon B

Sekil 16. 3T3-L1 hdcreleri, diferansiyasyon medyumuna (IBMX, insdlin ve
deksametazon) maruz birakilmadan once fibroblastken ve diferansiyasyon
medyumuna (IBMX, insulin ve deksametazon) maruz birakildiktan sonra 8.
gunde matur adipositken Oil Red O boyasiyla boyanarak inverted mikroskopta
goéruntt alindi. Sekilde fibroblastlar ve Oil red O ile boyanan lipid damlaciklari

gorinmektedir.
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I.  ADIPOSIT DIFERANSIYASYONUN DEGERLENDIRILDIGI SERILER

17B-Estradioliin Adiposit Diferansiyasyonu Uzerine Etkisi

17B-Estradiol’iin 0-2. glindeki etkisi: Post-konfluent hicrelere 0. giinden 2.
giine kadar uygulanan 17B-estradiol'in (10°, 10% 107, 10° 10° ve 10* M),
adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkisi Oil red O boyama teknigi ile
degerlendirildi. 17B-estradiol diisiik konsantrasyonlarda (10° ve 10® M) degil fakat
daha vyiiksek konsantrasyonlarda (107, 10° 10° ve 10* M) adiposit

diferansiyasyonunu azaltti (Sekil 17).

2.giln
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Sekil 17. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltirinde, 17B-estradiol (10°, 10®, 107, 10%,
10° ve 10* M) hiicrelere 48 saat (2 giin) siireyle uygulandi (n=4). Takiben
adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile degerlendirildi. Veriler ortalama +
standart hata olarak gosterildi. istatistiksel karsilastirmalar igin tek yénli varyans
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. *: P < 0.05. **: P
<0.01.
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17B-Estradiol’lin 0-4. glindeki etkisi: Post-konfluent hicrelere 0. glinden 4.
giine kadar uygulanan 17B-estradiol'in (10°, 10% 107, 10° 10° ve 10* M),
adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkisi Oil red O boyama teknigi ile
degerlendirildi. 4 giin siire ile uygulanan 17p-estradiol 10°, 10®, 107, 10° ve 10°
M konsantrasyonlarda adiposit diferansiyasyonunu artirirken, en yuksek yuksek

konsantrasyonda (10™ M) adiposit diferansiyasyonunu azalttigi gézlendi (Sekil 18).

4.giin
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Sekil 18. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiriinde, 17B-estradiol (10°, 10®, 107, 10°,
10° ve 10* M) hiicrelere 96 saat (4 giin) siireyle uygulandi (n=4). Takiben
adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile degerlendirildi. Veriler ortalama +
standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel kargilastirmalar igin tek yénli varyans
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. **: P < 0.01.
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17B-Estradiol’iin 0-6. glindeki etkisi: Post-konfluent hicrelere 0. giinden 6.
giine kadar uygulanan 17B-estradiol'in (10°, 10% 107, 10° 10° ve 10* M),
adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkisi Oil red O boyama teknigi ile
degerlendirildi. 17B-estradiol ara konsantrasyonlarda (10%, 107, 10° ve 10° M)

adiposit diferansiyasyonunu arttirdi (Sekil 19).

6.gin
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Sekil 19. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltirinde, 17B-estradiol (10°, 10®, 107, 10°,
10° ve 10" M) hiicrelere 144 saat (6 giin) siireyle uygulandi (n=4). Takiben
adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile degerlendirildi. Veriler ortalama +
standart hata olarak gosterildi. istatistiksel kargilastirmalar igin tek yénli varyans
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi.**: P < 0.01.
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17B-Estradiol’iin 0-8. glindeki etkisi: Post-konfluent hicrelere 0. giinden 8.
gline kadar uygulanan 17p-estradiol’lin (10°, 10% 107, 10° 10° ve 10* M),
adiposit diferansiyasyonu Uuzerine etkisi oil red O boyama teknigi ile
degerlendirildi.  Uygulanan  konsantrasyonlarda  17@-estradiol  adiposit

diferansiyasyonu uzerine anlamli etki gostermedi (Sekil 20).
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Sekil 20. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiriinde, 17B-estradiol (10°, 10®, 107, 10°,
10° ve 10* M) hiicrelere 192 saat (8 giin) siireyle uygulandi (n=4). Takiben
adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile degerlendirildi. Veriler ortalama +
standart hata olarak gosterildi. istatistiksel karsilastirmalar igin tek yénli varyans

analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi.
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17B-Estradiol = 6-(0-Carboxy-Methyl)  oxime: BSA’nin  Adiposit

Diferansiyasyonu Uzerine Etkisi

Estradiol-BSA’nin 0-2. gundeki etkisi: Hicre icine giremeyen bir estrojen
anologu olan sigir serum albumini (BSA) ile konjuge edilmis estradiol’'in 3T3-L1 hiicre
diferansiyasyonu Uzerine etkisini arastirmak amaciyla preadipositler 2 gun boyunca
estradiol-BSA (10°, 10®, 107, 10®, 10° ve 10* M) ile muamele edildi. E--BSAnin
adiposit diferansiyasyonu tzerine etkisi Oil red O boyama teknigi ile degerlendirildi.
E>-BSA 107, 10° ve 10° M konsantrasyonlarda adiposit diferansiyasyonunu azaltirken,
yiiksek konsantrasyonda (10™ M) arttirdi (Sekil 21).

2.gun
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Sekil 21. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiriinde, estradiol-BSA (10®, 10, 107, 10°
® 10®° ve 10* M) hiicrelere 48 saat (2 giin) sireyle uygulandi (n=4). Takiben
adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile degerlendirildi. Veriler ortalama +
standart hata olarak gosterildi. istatistiksel karsilastirmalar igin tek yénli varyans
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. *: P < 0.05. **: P
<0.01.
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Estradiol-BSA’nin 0-4. glindeki etkisi: Post-konfluent hicrelere 0. ginden
4. giine kadar uygulanan estradiol-BSA'nin (10°, 10®, 107, 10°, 10° ve 10* M),
adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkisi Oil red O boyama teknigi ile
degerlendirildi. 10® ve 10° M estradio-BSA adiposit diferansiyasyonunu arttirirken

diger konsantrasyonlarda (10°, 107, 10° ve 10™* M) anlamli etki gériilmedi (Sekil 22).

0.4
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Sekil 22. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiriinde, estradiol-BSA (10®, 10, 107, 10°
® 10®° ve 10* M) hiicrelere 96 saat (4 giin) sireyle uygulandi (n=4). Takiben
adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile degerlendirildi. Veriler ortalama +
standart hata olarak gosterildi. istatistiksel karsilastirmalar igin tek yénli varyans

analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. *: P < 0.05 **: P
<0.01.
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Estradiol-BSA’'nin 0-6. glindeki etkisi: Post-konfluent hicrelere 0. giinden
6. gline kadar uygulanan estradiol-BSA'nin (10°, 10®, 107, 10°, 10° ve 10* M),
adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkisi Oil red O boyama teknigi ile
degerlendirildi. Estradiol-BSA diisiik konsantrasyonlarda (10°, 10® ve 107 M)
adiposit diferansiyasyonunu arttirirken, diger konsantrasyonlarda (10°, 10° ve 10°
* M) etki goriilmedi (Sekil 23).
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Sekil 23. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiriinde, estradiol-BSA 10°, 10% 107, 10%,
10®° ve 10* M konsantrasyonlarda hiicrelere 144 saat (6 giin) siireyle uygulandi
(n=4). Takiben adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile degerlendirildi.
Veriler ortalama * standart hata olarak gosterildir. istatistiksel karsilastirmalar

icin tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi
kullanildi. *: P < 0.05 **: P < 0.01.
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Estradiol-BSA’nin 0-8. glindeki etkisi: Post-konfluent hicrelere 0. ginden
8. gline kadar uygulanan estradiol-BSA'nin (10°, 10®, 107, 10°, 10° ve 10* M),
adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkisi Oil red O boyama teknigi ile
degerlendirildi. 10° M E»-BSA adiposit diferansiyasyonunu artirirken, diger
konsantrasyonlarda (10%, 107, 10°, 10° ve 10™ M) etki goriilmedi (Sekil 24).
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Sekil 24. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiriinde, estradiol-BSA (10®, 10, 107, 10°
® 10° ve 10* M) hiicrelere 192 saat (8 giin) sireyle uygulandi (n=4). Takiben
adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile degerlendirildi. Veriler ortalama +
standart hata olarak gosterildi. istatistiksel karsilastirmalar igin tek yénli varyans
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. *: P < 0.05.
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Progesteronun Adiposit Diferansiyasyonu Uzerine Etkisi

Progesteronun 0-2. giindeki etkisi: Post-konfluent hicrelere 0. gunden 2.
gline kadar uygulanan progesteronun (10% 107 ve 10° M), adiposit
diferansiyasyonu Uzerine etkisi oil red O boyama teknigi ile degerlendirildi.
Uygulanan konsantrasyonlarda progesteron, adiposit diferansiyasyonu lUzerine
etki gostermedi (Sekil 25).
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Sekil 25. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiriinde, progesteron (10%, 107 ve 10° M)
hicrelere 48 saat (2 gun) slreyle uygulandi (n=4). Takiben adiposit
diferansiyasyonu Oil red O boyama ile degerlendirildi. Veriler ortalama + standart
hata olarak gosterildi. istatistiksel karsilastirmalar icin tek yénli varyans analizi
(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi.
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Progesteronun 0-4. guindeki etkisi: Post-konfluent hlcrelere 0. ginden 4.
gline kadar uygulanan progesteronun (10% 107 ve 10° M), adiposit
diferansiyasyonu Uzerine etkisi oil red O boyama teknigi ile degerlendirildi.
Uygulanan konsantrasyonlarda progesteron adiposit diferansiyasyonu lzerine
etki gostermedi (Sekil 26).
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Sekil 26. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiltiriinde, progesteron (10%, 107 ve 10° M)
hicrelere 96 saat (4 gun) slreyle uygulandi (n=4). Takiben adiposit
diferansiyasyonu Oil red O boyama ile degerlendirildi. Veriler ortalama + standart
hata olarak gosterildi. istatistiksel karsilastirmalar icin tek yénli varyans analizi
(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi.
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Progesteronun 6. giindeki etkisi: Post-konfluent hlcrelere 0. ginden 6.
gline kadar uygulanan progesteronun (10% 107 ve 10° M), adiposit
diferansiyasyonu Uzerine etkisi oil red O boyama teknigi ile degerlendirildi.
Uygulanan konsantrasyonlarda progesteron, adiposit diferansiyasyonu uzerine
etki gostermedi (Sekil 27).

6.gin
0.4 -
=dH,0

£ ., e EEE 108 M Pro
§ TS B2 10" M Pro
3 SEEEEEE Bl 0°MPro
> 029 oo
Q [l
=] froin
O o4 friii

0ol B

Sekil 27. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiltiriinde, progesteron (10%, 107 ve 10° M)
hicrelere 144 saat (6 gun) slreyle uygulandi (n=4). Takiben adiposit
diferansiyasyonu Oil red O boyama ile degerlendirildi. Veriler ortalama + standart
hata olarak gosterildi. istatistiksel karsilastirmalar icin tek yénli varyans analizi
(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi.
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Progesteronun 0-8. glindeki etkisi: Post-konfluent hicrelere 0. ginden 8.
gline kadar uygulanan progesteronun (10% 107 ve 10° M), adiposit
diferansiyasyonu Uuzerine etkisi oil red O boyama teknidi ile degerlendirildi..
Uygulanan konsantrasyonlarda progesteron, adiposit diferansiyasyonu uzerine
etki gostermedi (Sekil 28).
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Sekil 28. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiltiriinde, progesteron (10%, 107 ve 10° M)
hicrelere 192 saat (8 gun) slreyle uygulandi (n=4). Takiben adiposit
diferansiyasyonu Oil red O boyama ile degerlendirildi. Veriler ortalama + standart
hata olarak gosterildi. istatistiksel karsilastirmalar icin tek yénli varyans analizi
(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi.
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17B-Estradiol ve Kombinasyonlarinin Adiposit Diferansiyasyonu

Uzerine Etkisi

17B-estradiol ve kombinasyonlarinin 0-2. gindeki etkisi: Post-
konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 17B-estradiol’iin (10°ve 10® M), Y-27632 (10° M)
ve ICI 182,780 (10° M) ile kombinasyonu 0. giinden 2. giine kadar uygulandi ve

bu kombinasyonun adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkileri degerlendirildi.

2 gun boyunca uygulanan 17B-estradiol, Y-27632 ve kombinasyonu

adiposit diferansiyasyonu Uzerine etki olusturmadi.

17B-estradiol’iin (10° ve 10® M), ICI 182,780 (10° M) ile kombinasyonu,
adiposit diferansiyasyonu Uzerine etki gostermezken, tek basina uygulanan ICI
182,780 adiposit diferansiyasyonunu arttirdi (Sekil 29).
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Sekil 29. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltirinde, 17p-estradiol (10° ve 10 M), Y-
27632 (10° M) ve ICI 182,780 (10° M) tek baslarina ve birlikte hiicrelere 2 giin
sureyle uygulandi (n=4). Takiben adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gdsterildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar igin tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak
Bonferroni testi kullanildi. **: P < 0.01.
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17B-Estradiol ve kombinasyonlarinin 0-4. giindeki etkisi: Post-
konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 17B-estradiol’iin (10°ve 10® M), Y-27632 (10° M)
ve ICI 182,780 (10° M) ile kombinasyonu 0. giinden 4. giine kadar uygulandi ve

bu kombinasyonun adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkileri degerlendirildi.

17B-estradiol (10°ve 10®M) ve Y-27632 (10° M) kombinasyonu adiposit
diferansiyasyonunu uzerine etki olusturmazken, tek basina uygulanan Y-27632

(10 M) adiposit diferansiyasyonunu arttirdi.

Diger taraftan 17B-estradiol’in (10° ve 10® M), ICI 182,780 (10° M) ile
kombinasyonu, adiposit diferansiyasyonu Uzerine etki gdostermezken, tek basina

uygulanan ICI 182,780 adiposit diferansiyasyonunu arttirdi ($ekil 30).

4.gin
0.3 —
— [C11dH,0
% - = EEd10°MmE,
S o2+ [ 10 M E,
E) s Bl 0°ME,+10° M Y-27632
3 L ET10®ME,+10° M Y-27632
8 0.4 | 105 M Y-27632
0.0 -
4.giin
0.3

" [—31dH,0 Kontrol
§ EEE DM SO Kontrol

E10°mME,
Bl otmE,
E10° M E,+10° M ICI 182,780
[T 10® M E,+10° M ICI 182,780
XN 10° M iIcI 182,780

ODg¢/kuyucuk

Sekil 30. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiirinde, 17B-estradiol (10° ve 10° M), Y-
27632 (10° M) ve ICI 182,780 (10° M) tek baslarina ve birlikte hiicrelere 4 giin
sureyle uygulandi (n=4). Takiben adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gdsterildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar igin tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak
Bonferroni testi kullanildi. ***: P < 0.001.
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17B-Estradiol ve Kombinasyonlarinin 0-6. gindeki etkisi Post-
konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 17B-estradiol’iin (10°ve 10® M), Y-27632 (10° M)
ve ICI 182,780 (10° M) ile kombinasyonu 0. giinden 6. giine kadar uygulandi ve

bu kombinasyonun adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkileri degerlendirildi.

10° M 17B-estradiol’'iin Y-27632 (10° M) ile kombinasyonu adiposit
diferansiyasyonunu artirirken, tek bagina Y-27632 adiposit diferansiyasyonu

Uzerine etki gostermedi.

17B-estradiol, ICI 182,780 ve kombinasyonu adiposit diferansiyasyonu

uzerine bir etki olugturmadi (Sekil 31).
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Sekil 31. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltirinde, 17p-estradiol (10° ve 10® M), Y-
27632 (10° M) ve ICI 182,780 (10° M) tek baslarina ve birlikte hiicrelere 6 giin
sureyle uygulandi (n=4). Takiben adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gdsterildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar igin tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak
Bonferroni testi kullanildi. *: P < 0.05.
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17B-Estradiol ve kombinasyonlarinin 0-8. giindeki etkisi: Post-
konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 17B-estradioliin (10° ve 10° M), Y-27632 (10 M)
ve ICI 182,780 (10° M) ile kombinasyonu 0. giinden 8. giine kadar uygulandi ve

bu kombinasyonun adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkileri degerlendirildi.

17B-estradiol’iin (10° ve 10® M) Y-27632 (10° M) ile kombinasyonu ve
tek basina uygulanan Y-27632 (10™° M) adiposit diferansiyasyonunu arttird.

10® M 17B-estradiol uygulanmasi adiposit diferansiyasyonunu artirirken,
17B-estradiol’iin (10° ve 10° M), ICI 182,780 ile kombinasyonu adiposit
diferansiyasyonun azaltti. ICl 182,780’'nin tek basina uygulanmasi adiposit

diferansiyasyonu uzerine etki gostermedi (Sekil 32).
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Sekil 32. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiirinde, 17B-estradiol (10° ve 10° M), Y-
27632 (10 M) ve ICI 182,780 (10° M) tek baslarina ve birlikte hiicrelere 8 giin
sureyle uygulandi (n=4). Takiben adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gdsterildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar igin tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak
Bonferroni testi kullanildi. *: P < 0.05 **: P <0.01 ***: P <0.001.
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17B-Estradiol 6-(0-carboxy-methyl) oxime: BSA’nin ve

Kombinasyonlarinin Adiposit diferansiyasyonu uzerine etkisi

Estradiol-BSA ve kombinasyonlarinin 0-2. gundeki etkisi: Post-
konfluent 3T3-L1 hiicrelerine estradiol-BSA (10°ve 10°M), Y-27632 (10° M) ve
ICI 182,780 (10 M) ile kombinasyonu 0. giinden 2. giine kadar uygulandi ve bu
kombinasyonun adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkileri degerlendirildi.
Estradiol-BSA, Y-27632 ve kombinasyonu adiposit diferansiyasyonu tzerine etki

gOstermedi.

Estradiol-BSA (10° ve 10® M) ve ICI 182,780 (10 M) kombinasyonu ve
tek basina uygulanan ICI 182,780 (10° M) adiposit diferansiyasyonunu arttird
(Sekil 33).
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Sekil 33. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiirinde, estradiol-BSA (10°ve 10° M), Y-
27632 (10 M) ve ICI 182,780 (10° M) tek baslarina ve birlikte hiicrelere 2 giin
sureyle uygulandi (n=4). Takiben adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gdsterildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar igin tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak
Bonferroni testi kullanildi. *: P < 0.05 **: P <0.01.
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Estradiol-BSA ve Kombinasyonlarinin 0-4. gilindeki etkisi: Post-
konfluent 3T3-L1 hiicrelerine estradiol-BSA (10° ve 10® M), Y-27632 (10° M)
veya ICI 182,780 (10° M) ile kombinasyonu 0. giinden 4. giine kadar uygulandi
ve bu kombinasyonun adiposit diferansiyasyonu uzerine etkileri degerlendirildi.
Uygulanan konsantrasyonlarda estradiol-BSA (10° ve 10® M) bir etki
olusturmadi. 10° M E-BSA ve 10° M Y-27632 kombinasyonu ve Y-27632'nin

tek basina uygulanmasi adiposit diferansiyasyonu arttirdi.

E-BSA (10° M) ve ICI 182,780’nin (10®° M) birlikte ve ICI 182,780'nin tek

basina uygulanmasi adiposit diferansiyasyonunu arttirdi (Sekil 34).
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Sekil 34. 3T3-L1 preadiposit hiicre killtiiriinde, estradiol-BSA (10° ve 10 M), Y-
27632 (10° M) ve ICI 182,780 (10° M) tek baslarina ve birlikte hiicrelere 4 giin
sureyle uygulandi (n=4). Takiben adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gdsterildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar igin tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak
Bonferroni testi kullanildi. *: P < 0.05 **: P < 0.01. ***: P < 0.001.
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Estradiol-BSA ve Kombinasyonlarinin 0-6. glindeki etkisi: Post-
konfluent 3T3-L1 hiicrelerine estradiol-BSA (10° ve 10® M), Y-27632 (10° M)
veya ICI 182,780 (10° M) ile kombinasyonu 0. giinden 6. giine kadar uygulandi
ve bu kombinasyonun adiposit diferansiyasyonu uzerine etkileri degerlendirildi.
Uygulanan konsantrasyonlarda (10° ve 10® M) estradiol-BSA bir etki
olusturmadi. E,-BSA (10° ve 10® M) ve Y-27632 (10° M) kombinasyonu, Y-
27632 (10° M) tek basina adiposit diferansiyasyonunu arttirdi.

IClI 182,780’nin tek basina ve estradiol-BSA ile birlikte uygulanmasi

adiposit diferansiyasyonu Uzerine etki olusturmadi (Sekil 35).
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Sekil 35. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltirinde, estradiol-BSA (10°ve 10° M), Y-
27632 (10 M) ve ICI 182,780 (10° M) tek baslarina ve birlikte hiicrelere 6 giin
sureyle uygulandi (n=4). Takiben adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gdsterildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar igin tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak
Bonferroni testi kullanildi. *: P < 0.05. **: P <0.01.

116



Estradiol-BSA ve Kombinasyonlarinin 0-8. glindeki etkisi: Post-
konfluent 3T3-L1 hiicrelerine estradiol-BSA (10°ve 10°M), Y-27632 (10° M) ve
ICI 182,780 (10 M) ile kombinasyonu 0. giinden 8. giine kadar uygulandi ve bu
kombinasyonun adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkileri degerlendirildi.
Estradiol-BSA, Y-27632 ve kombinasyonu adiposit diferansiyasyonu Uzerine

etki olusturmadi.

Estradiol-BSA (10° ve 10® M) ve ICI 182,780 (10° M) kombinasyonu

adiposit diferansiyasyonunu azaltti (Sekil 36).

8.giin

o L _ ==1PBS

L B EE10° M E,-BSA

0.2 [iii EE310° M E,-BSA

Bl 10°ME,-BSA+10°MY27
i E=10® M E,-BSA+107°M Y27
(U e I I 10° M Y27632

ODyg¢/kuyucuk

0.0-

8.giin

0.3
1 PBS Kontrol
DMSO Kontrol
= 10° M E,-BSA
Il 108 ME,-BSA
E=10°M E,-BSA+10° M ICI 182,780
[T 108 M E,-BSA+10° M ICI 182780
10° M IC1 182,780

ODyg¢/kuyucuk

Sekil 36. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde, estradiol-BSA (10°ve 102 M), Y-
27632 (10° M) ve ICI 182,780 (10° M) tek baslarina ve birlikte hiicrelere 8 giin
sureyle uygulandi (n=4). Takiben adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gdsterildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar igin tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak

Bonferroni testi kullanildi. ***;: P < 0.001.
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Progesteron ve Kombinasyonlarinin Adiposit Diferansiyasyonu

Uzerine Etkisi

Progesteron ve kombinasyonlarinin 0-2. giindeki etkisi: Post-
konfluent 3T3-L1 hiicrelerine progesteron (102, 107 ve 10° M) ve 17B-estradiol
(10° ve 10® M) kombinasyonu 0. giinden 2. giine kadar uygulandi ve bu
kombinasyonun adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkileri degerlendirildi.
Progesteronun (10®, 107 ve 10° M) ve 17B-estradiol (10° ve 10° M) ile

kombinasyonunun adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkisi gorulmedi (Sekil 37).
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Sekil 37. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde progesteron (10%, 107 ve 10°
M), 17B-estradiol (10° ve 10®° M) tek baslarina ve birlikte hiicrelere 2 giin
sureyle uygulandi (n=4). Takiben adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gdsterildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar igin tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak

Bonferroni testi kullanildi.
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Progesteron ve kombinasyonlarinin 0-4. giindeki etkisi: Post-
konfluent 3T3-L1 hiicrelerine progesteron (102, 107 ve 10° M) ve 17B-estradiol
(10° ve 10® M) kombinasyonu 0. giinden 4. giine kadar uygulandi ve bu
kombinasyonun adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkileri degerlendirildi.
Progesteronun (10®, 107 ve 10° M) ve 17B-estradiol (10° ve 10° M) ile

kombinasyonunun adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkisi goralmedi (Sekil 38).
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Sekil 38. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiriinde progesteron (10%, 107 ve 10°
M), 17B-estradiol (10° ve 107 M) tek baslarina ve birlikte hiicrelere 4 giin
sureyle uygulandi (n=4). Takiben adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gdsterildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar igin tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak

Bonferroni testi kullanildi.
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Progesteron ve Kombinasyonlarinin 0-6. giindeki etkisi: Post-
konfluent 3T3-L1 hiicrelerine progesteron (102, 107 ve 10° M) ve 17B-estradiol
(10° ve 10® M) kombinasyonu 0. giinden 6. giine kadar uygulandi ve bu
kombinasyonun adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkileri degerlendirildi.
Progesteronun (10®, 107 ve 10° M) ve 17B-estradiol (10° ve 10° M) ile

kombinasyonunun adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkisi goralmedi (Sekil 39).

6.gln
0.4
- A =3 dH,0

2 034 EEE10% M Pro
§ S EEd 107 M Pro
NN I Bl 10°MPro
3 SEEE E=107 M Pro+10° M E,
[=] L 10-6MP +10-8ME
O o4 [ D ° i

ool B

Sekil 39. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde progesteron (10%, 107 ve 10°
M), 17B-estradiol (10° ve 107 M) tek baslarina ve birlikte hiicrelere 6 giin
sureyle uygulandi (n=4). Takiben adiposit diferansiyasyonu QOil red O boyama ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gdsterildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar igin tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak

Bonferroni testi kullanildi.
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Progesteron ve Kombinasyonlarinin 0-8. giindeki etkisi: Post-
konfluent 3T3-L1 hiicrelerine progesteron (102, 107 ve 10° M) ve 17B-estradiol
(10° ve 10® M) kombinasyonu 0. giinden 8. giine kadar uygulandi ve bu
kombinasyonun adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkileri degerlendirildi.
Progesteronun (10®, 107 ve 10° M) ve 17B-estradiol (10° ve 10° M) ile

kombinasyonunun adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkisi gorulmedi (Sekil 40).
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Sekil 40. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde progesteron (10%, 107 ve 10°
M), 17B-estradiol (10° ve 107 M) tek baslarina ve birlikte hiicrelere 8 giin
sureyle uygulandi (n=4). Takiben adiposit diferansiyasyonu Oil red O boyama ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gdsterildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar igin tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak

Bonferroni testi kullanildi.
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ESTROJEN VE PROGESTERONUN ADIPOSITOKIN SALIVERILMESi
UZERINE ETKISININ ELISA YONTEMi iLE DEGERLENDIRILMESI

17B-Estradiol’iin Leptin Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent
3T3-L1 hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan 17B-estradiol’iin (107,
108, 107, 10®, 10 ve 10™ M) leptin saliveriimesi iizerine etkisi, leptine 6zgii
kitler ile degerlendirildi. 173-estradiol, test edilen konsantrasyonlarin hi¢ birinde

leptin saliverilmesi Uzerine anlamli bir etki olusturmadi (Sekil 42).
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Sekil 42. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hicrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan 17B-estradiol’iin (10°, 10%, 107, 10°, 10° ve 10™* M) leptin
saliverilmesi Uzerine etkisi ELISA yodntemi ile degerlendirildi (n=4). Veriler
ortalama * standart hata olarak gosterildi. istatistiksel karsilastirmalar igin tek

yonlU varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi.
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17B-Estradiol ile Rho-Kinaz Enzim inhibitérii Olan Y-27632
Kombinasyonunun Leptin Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent 3T3-
L1 hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan 17B-estradiol’tin (10 ve 107
M) leptin saliveriimesi Uzerine etkisi selektif bir Rho-kinaz enzim inhibitoru olan
Y-27632 (10° M) varhiginda ve yoklugunda, leptine 6zgii kitler ile degerlendirildi.
17B-estradiol (10° ve 107 M), Y-27632 kombinasyonu ve tek basina uygulanan
Y-27632 leptin duzeylerini arttirdi (Sekil 42).
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Sekil 42. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hicrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan 17p-estradiol (10° M ve 107 M), Y-27632 (10 M) ve bunlarin
kombinasyonunun leptin saliveriimesi Uzerine etkisi ELISA yontemi ile
degerlendirildi (n=4). Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi.
istatistiksel karsilastirmalar igin tek yénli varyans analizi (ANOVA) ve post hoc
test olarak Bonferroni testi kullanildi. **: P < 0.01.***: P < 0.001.
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17B-Estradiol ile Estrojen Reseptor Blokora ICI 182,780
kombinasyonunun Leptin Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent 3T3-
L1 hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan 17B-estradiol’tin (10 ve 107
M) leptin saliveriimesi Uzerine etkisi selektif estrojen reseptdr blokora olan ICI
182,780 (10° M) varliginda ve yoklugunda, leptine 6zgii kitler ile degerlendirildi.
17B-estradiol (10° M ve 107 M), ICI 182,780 (10° M) ve kombinasyonu leptin

saliverilmesi Uzerine bir etki olugturmadi (Sekil 43).
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Sekil 43. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hicrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan 17B-estradiol (10 M ve 107 M), ICI 182,780 (10° M) ve
bunlarin kombinasyonunun leptin saliverilmesi Uzerine etkisi ELISA yontemi ile
degerlendirildi (n=4). Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi.
istatistiksel karsilastirmalar icin tek yénli varyans analizi (ANOVA) ve post hoc

test olarak Bonferroni testi kullanildi.
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Progesteronun Leptin Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent
3T3-L1 hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan progesteron (10 ve 10°
> M), 17B-estradiol (10° ve 107 M) ve Y-27632 (10° M) kombinasyonunun

leptin saliverilmesi Uzerine etkisi, leptine 6zgu kitler ile degerlendirildi.

Progesteron ve 17B-estradiol kombinasyonu leptin saliverilmesi Gzerine
etki gdstermezken, progesteronun (10° M), Y-27632 ile kombinasyonu leptin
diuzeylerini azaltti (Sekil 44).
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Sekil 44. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hlcrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan progesteron (10° ve 10° M ), 17B-estradiol ve Y-27632
kombinasyonunun leptin saliveriimesi Uzerine etkisi ELISA yontemi ile
degerlendirildi (n=4). Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi.

istatistiksel karsilastirmalar icin tek yénli varyans analizi (ANOVA) ve post hoc
test olarak Bonferroni testi kullanildi. *: P < 0.05.
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17B-Estradiol’iin Rezistin Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent
3T3-L1 hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan 17B-estradiol’iin (107,
10%, 107, 10, 10° ve 10™* M) rezistin saliverilmesi lizerine etkisi, rezistine 6zgii
kitler ile degerlendirildi. 17B-estradiol, 10®, 107 ve 10° M konsantrasyonlarda
rezistin saliverilmesini arttirirken, diger konsantrasyonlarda (10, 10®° ve 10™* M)

anlamli bir etki olusturmadi (Sekil 45).
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Sekil 45. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hlcrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan 17B-estradiol’éin (10°, 10®, 107, 10°, 10®° ve 10* M) rezistin
saliverilmesi Uzerine etkisi ELISA yontemi ile degerlendirildi (n=4). Veriler
ortalama * standart hata olarak gosterildi. istatistiksel karsilastirmalar igin tek
yonlU varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. **:
P <0.01.
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17B-Estradiol ile Rho-Kinaz Enzim inhibitérii Olan Y-27632
Kombinasyonunun Rezistin Saliveriimesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent
3T3-L1 hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan 17B-estradiol’lin (10 ve
107 M) rezistin saliveriimesi {izerine etkisi, selektif bir Rho-kinaz enzim inhibitorii
olan Y-27632 (10° M) varliginda ve yoklugunda, rezistine 6zgii kitler ile
degerlendirildi. 17B-estradiol (10° M ve 107 M) uygulanmasi ile artmis olan

rezistin diizeylerini, Y-27632 (10 M) uygulanmasi ile azaldigi gézlendi (Sekil
46).
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Sekil 46. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hicrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan 17p-estradiol (10° M ve 107 M), Y-27632 (10 M) ve bunlarin
kombinasyonu rezistin saliveriimesi Uzerine etkisi ELISA yontemi ile
degerlendirildi (n=4). Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi.
istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve post hoc
test olarak Bonferroni testi kullanildi. *: P < 0.05. ***: P < 0.001.

127



17B-Estradiol ile Estrojen Reseptor Blokora ICI 182,780
kombinasyonunun Rezistin Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent
3T3-L1 hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan 17B-estradiol’lin (10 ve
107 M) rezistin saliveriimesi lizerine etkisi, selektif estrojen reseptdr blokdrii olan
ICI 182,780 (10° M) varliginda ve yoklugunda, rezistine 6zgii kitler ile
degerlendirildi. 17B-estradiol (10° ve 107 M) ve ICI 182,780 (10° M)
kombinasyonu rezistin dlzeylerini Uzerine etki gostermezken, ICl 182,780’in tek

basina uygulanmasi rezistin duzeylerini azaltti (Sekil 47).
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Sekil 47. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hlcrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan 17B-estradiol (10 M ve 107 M), ICI 182,780 (10° M) ve
bunlarin kombinasyonunun rezistin saliverilmesi Gzerine etkisi ELISA yontemi ile
degerlendirildi (n=4). Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi.

istatistiksel karsilastirmalar igin tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve post hoc
test olarak Bonferroni testi kullanildi. *: P < 0.05.
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Progesteronun Rezistin Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent
3T3-L1 hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan progesteron (10 ve 10°
> M), 17B-estradiol (10° ve 107 M) ve Y-27632 (10° M) kombinasyonunun
rezistin saliveriimesi Uzerine etkisi, rezistine 6zgu kitler ile degerlendirildi.
Progesteron (10 ve 10 M) tek basina veya 17p-estradiol (10 ve 107 M) ve

Y-27632 ile birlikte rezistin saliverilmesi Uzerine etki olusturmadi (Sekil 48).
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Sekil 48. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hlcrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan progesteron (10° ve 10° M ), 17p-estradiol (10 ve 107 M) ve
Y-27632 (10° M) kombinasyonunun rezistin saliverilmesi (izerine etkisi ELISA
yontemi ile degerlendirildi (n=4). Veriler ortalama + standart hata olarak
gosterildi. Istatistiksel karsilagtirmalar igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi.
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17B-Estradiol’iin Adiponektin Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-
konfluent 3T3-L1 hucrelerine 0. ginden 8. glne kadar uygulanan 17[3-
estradiol’in (10°, 10%, 107, 10® 10° ve 10* M) adiponektin saliverilmesi
lzerine etkisi, adiponektine 6zgi kitler ile degerlendirildi. 10* M hari¢ 17p-

estradiol diger konsantrasyonlarda adiponektin duzeylerini azaltti (Sekil 49).
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Sekil 49. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hicrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan 17B-estradiol’iin (10°, 10% 107, 10° 10° ve 10" M)
adiponektin saliverilmesi Uzerine etkisi ELISA yontemi ile degerlendirildi (n=4).
Veriler ortalama + standart hata olarak gdsterildi. istatistiksel karsilastirmalar igin

tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi.
*: P<0.05*: P<0.01.
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17B-Estradiol ile Rho-Kinaz  Enzim inhibitérii  Y-27632
Kombinasyonunun Adiponektin Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent
3T3-L1 hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan 17B-estradiol’lin (10 ve
107 M) adiponektin saliveriimesi (izerine etkisi, selektif bir Rho-kinaz enzim
inhibitéri olan Y-27632 (10 M) varliginda ve yoklugunda, adiponektine 6zgii
kitler ile degerlendirildi. Adiponektin saliveriimesini azaltan 17B-estradiol’iin (10°®
ve 107 M), Y-27632 (10° M) ile kombinasyonu bu etkiyi geri déndererek
adiponektin duzeylerini arttirdi (Sekil 50).
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Sekil 50. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hlcrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan 17B-estradiol (10 ve 107 M), Y-27632 (10° M) ve
kombinasyonunun adiponektin saliveriimesi Uzerine etkisi ELISA yontemi ile
degerlendirildi (n=4). Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi.
istatistiksel karsilastirmalar igin tek yénli varyans analizi (ANOVA) ve post hoc
test olarak Bonferroni testi kullanildi *: P < 0.05 ***: P < 0.001.
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17B-Estradiol ile Estrojen Reseptor Blokora ICI 182,780
kombinasyonunun Adiponektin Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent
3T3-L1 hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan 17B-estradiol’lin (10 ve
10" M) adiponektin saliveriimesi izerine etkisi, selektif estrojen reseptdr blokori
olan ICI 182,780 (10® M) varliginda ve yoklugunda, adiponektine 6zgii kitler ile
degerlendirildi. 17B-estradiol (10° M ve 107 M) ve ICI 182,780 (10° M)
kombinasyonu ve ICI 182,780’'nin tek basina uygulanmasi adiponektin

saliverilmesini arttirdigi gézlendi (Sekil 51).
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Sekil 51. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hicrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan 17B-estradiol (10 M ve 107 M), ICI 182,780 (10° M) ve
bunlarin kombinasyonunun adiponektin saliverilmesi Uzerine etkisi ELISA
yontemi ile degerlendirildi (n=4). Veriler ortalama + standart hata olarak
gbsterildi. Istatistiksel karsilastirmalar igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
post hoc test olarak Bonferroni testi kullanildi. *: P < 0.05. **: P < 0.01. ***: P <
0.001.
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Progesteronun Adiponektin Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-
konfluent 3T3-L1 hucrelerine 0. ginden 8. giine kadar uygulanan progesteron
(10° ve 10° M), 17p-estradiol (10® ve 107 M) ve Y-27632 (10° M)
kombinasyonunun adiponektin saliverilmesi Uzerine etkisi, adiponektine 6zgu
kitler ile degerlendirildi. Progesteron uygulanan konsantrasyonlarda adiponektin
dizeylerini  anlamli olarak arttirirken, 17B-estradiol ve Y-27632 ile

kombinasyonu bu etkiyi degistirmedi (Sekil 52).
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Sekil 52. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hlcrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan progesteron (10 ve 10° M), 17B-estradiol (10° M ve 107 M) ve
Y-27632 (10° M) kombinasyonunun adiponektin saliveriimesi (izerine etkisi
ELISA yontemi ile degerlendirildi (n=4). Veriler ortalama + standart hata olarak
gbsterildi. istatistiksel karsilastirmalar igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
post hoc test olarak Bonferroni testi kullanildi. ***: P < 0.001.
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17B-Estradiol’iin TNF-a Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent
3T3-L1 hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan 17B-estradiol’iin (107,
10%, 107, 10°, 10° ve 10™* M) TNF-a saliverilmesi (izerine etkisi, bu sitokine
6zgu kitler ile degerlendirildi. 17p-estradiol 10* M haric test edilen
konsantrasyonlarin hi¢ birinde TNF-a saliverilmesi Uzerine anlamli bir etki
olusturmadi (Sekil 53).
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Sekil 53. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hicrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan 17B-estradiol’iin (10°, 10®, 107, 10°, 10° ve 10* M) TNF-a
saliverilmesi Uzerine etkisi ELISA yontemi ile degerlendirildi (n=4). Veriler
ortalama * standart hata olarak gosterildi. istatistiksel karsilastirmalar igin tek

yonlU varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. *:
P <0.05.
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17B-Estradiol ile Rho-Kinaz  Enzim inhibitérii  Y-27632
Kombinasyonunun TNF-a Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent 3T3-
L1 hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan 17p-estradiol’iin (10® ve 107
M) TNF-a saliverilmesi Uzerine etkisi, selektif bir Rho-kinaz enzim inhibitoru
olan Y-27632 (10®° M) varliginda ve yoklugunda, TNF-a’'ya 6zgi kitler ile
degerlendirildi.17p-estradiol (10° M) ile Y-27632 (10 M) kombinasyonu ve tek
basina uygulanan Y-27632 TNF-a saliverilmesini arttirdi (Sekil 54).
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Sekil 54. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hicrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan 17B-estradiol (10° M ve 107 M), Y-27632 (10> M) ve bunlarin
kombinasyonunun TNF-a saliveriimesi Uzerine etkisi ELISA yontemi ile
degerlendirildi (n=4). Veriler ortalama £ standart hata olarak gosterildi.
istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve post hoc
test olarak Bonferroni testi kullanildi. **: P < 0.01.7**: P < 0.001.
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17B-Estradiol ile Estrojen Reseptor Blokora ICI 182,780
kombinasyonunun TNF-a Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent 3T3-
L1 hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan 17p-estradiol’iin (10® ve 107
M) TNF-a saliverilmesi Uzerine etkisi, estrojen reseptor blokoru olan ICI 182,780
(10® M) varliginda ve yoklugunda, TNF-a’ya dzgii kitler ile degerlendirildi. 17-
estradiol (10° M ve 107 M), ICI 182,780 (10° M) ve kombinasyonu TNF-a

saliverilmesi Uzerine bir etki olugturmadi (Sekil 55).
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Sekil 55. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hicrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan 17B-estradiol (10 M ve 107 M), ICI 182,780 (10° M) ve
bunlarin kombinasyonunun TNF-a saliverilmesi Uzerine etkisi ELISA yontemi ile
degerlendirildi (n=4). Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi.
istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve post hoc

test olarak Bonferroni testi kullanildi.
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Progesteronun TNF-a Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent
3T3-L1 hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan progesteron (10 ve 10°
®> M), 17B-estradiol (10° ve 10" M) ve Y-27632 (10 M) kombinasyonunun TNF-a
saliverilmesi Uzerine etkisi, TNF-a’ya 6zgu kitler ile degerlendirildi. Progesteron,
17B-estradiol ve Y-27632 kombinasyonu TNF-a saliveriimesi Uzerine bir etki
olusturmadi (Sekil 56).
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Sekil 56. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hlcrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan progesteron (10 ve 10° M ), 17B-estradiol (10 ve 107 M), Y-
27632 (10° M) kombinasyonunun TNF-a saliverilmesi (izerine etkisi ELISA
yontemi ile degerlendirildi (n=4). Veriler ortalama + standart hata olarak
gosterildi. Istatistiksel karsilagtirmalar igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve

post hoc test olarak Bonferroni testi kullanildi.
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17B-Estradiol’iin IL-6 Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent
3T3-L1 hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan 17B-estradiol’iin (107,
10%, 107, 10°°, 10° ve 10™* M) IL-6 saliveriimesi (izerine etkisi, IL-6’ya 6zgli
kitler ile degerlendirildi. 17B-estradiol, 107 ve 10° M konsantrasyonlarda IL-6

saliverilmesi azaltirken, 10* M konsantrasyonda arttirdi (Sekil 57).
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Sekil 57. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hicrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan 17B-estradiol’iin (10°, 10%, 107, 10°, 10®° ve 10™* M) IL-6
saliverilmesi Uzerine etkisi ELISA yontemi ile degerlendirildi (n=4). Veriler
ortalama * standart hata olarak gosterildi. istatistiksel karsilastirmalar igin tek
yonlU varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. *:
P < 0.05.
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17B-Estradiol ile Rho-Kinaz  Enzim inhibitérii  Y-27632
Kombinasyonunun IL-6 Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent 3T3-L1
hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan 17B-estradiol’iin (10 ve 107
M) IL-6 saliverilmesi Uzerine etkisi, selektif bir Rho-kinaz enzim inhibitdri olan
Y-27632 (10”° M) varliginda ve yoklugunda, IL-6’ya 6zgii kitler ile degerlendirildi.
10" M 17B-estradiol ve Y-27632 tek basina IL-6 saliveriimesini azaltti (Sekil 58).
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Sekil 58. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hicrelerine 0. ginden 8. gine
kadar uygulanan 17B-estradiol (10° M ve 107 M), Y-27632 (10° M) ve
kombinasyonunun IL-6 saliveriimesi Uzerine etkisi ELISA yontemi ile
degerlendirildi (n=4). Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi.
istatistiksel karsilastirmalar icin tek yénli varyans analizi (ANOVA) ve post hoc

test olarak Bonferroni testi kullanildi. **: P < 0.01.
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17B-Estradiol ile Estrojen Reseptor Blokora ICI 182,780
kombinasyonunun IL-6 Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent 3T3-L1
hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan 17B-estradiol’iin (10 ve 107
M) IL-6 saliverilmesi Uzerine etkisi, estrojen reseptor blokort olan ICI 182,780
(10 M) varliginda ve yoklugunda, IL-6'ya 6zgii kitler ile degerlendirildi. 17p-
estradiol (10° M) ve ICI 182,780 (10 M) kombinasyonu, tek basina uygulanan
ICI1 182,780, IL-6 duzeylerini azaltti (Sekil 59).
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Sekil 59. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hicrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan 17B-estradiol (10° ve 107 M), ICI 182,780 (10 M) ve bunlarin
kombinasyonlarinin IL-6 saliveriimesi Uzerine etkisi ELISA yontemi ile
degerlendirildi (n=4). Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi.
istatistiksel karsilastirmalar icin tek yénli varyans analizi (ANOVA) ve post hoc
test olarak Bonferroni testi kullanildi. *: P < 0.05. **: P <0.01. ***: P <0.001.
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Progesteronun IL-6 Saliverilmesi Uzerine Etkisi: Post-konfluent 3T3-
L1 hiicrelerine 0. giinden 8. giine kadar uygulanan progesteron (10° ve 10° M),
17B-estradiol (10° M ve 107 M) ve Y-27632 (10° M) kombinasyonunun IL-6
saliverilmesi Uzerine etkisi, IL-6’ya 6zgu kitler ile dederlendirildi. Progesteron,
uygulanan konsantrasyonlarda IL-6 duzeylerini azalttigi go6zlendi. Bununla
birlikte progesteronun, 17B-estradiol ve Y-27632 ile kombinasyonu IL-6

saliverilmesi Uzerine etki gostermedi (Sekil 60).
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Sekil 60. Post-konfluent 3T3-L1 preadiposit hicrelerine 0. ginden 8. glne
kadar uygulanan progesteron (10 ve 10° M), 17B-estradiol (10° M ve 107 M) ve
Y-27632 (10° M) kombinasyonunun IL-6 saliverilmesi lizerine etkisi ELISA
yontemi ile degerlendirildi (n=4). Veriler ortalama + standart hata olarak
gbsterildi. istatistiksel karsilastirmalar igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
post hoc test olarak Bonferroni testi kullanildi. *: P < 0.05. **: P < 0.01. ***: P <
0.001.

141



3T3-L1 PREADIPOSITLERDE Rho A, ROCK 1 ve ROCK-2
EKSPRESYONUNUN GOSTERILMESI

17B-Estradiol’iin ROCK-1 Ekspresyonu Uzerine Etkisi: 3T3-L1
preadiposit hlcrelerine 0-2 ve 0-8 gun suresince uygulanan 17(-estradiolln
(10°,10®, 107, 10°, 10®° ve 10 M) Rho-kinaz (ROCK-1) enzim ekspresyonlari
Uzerine  etkisi, Western blot yontemi ile arastirildi.  Kullanilan
konsantrasyonlarda ve uygulanan slrede 17@-estradiol, ROCK-1 protein

duzeylerini degistirmedi (Sekil 61).
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Sekil 61. Post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerinde 17B-estradiol (E,, 10, 10®, 107,
10°, 10° ve 10* M, 0-2 ve 0-8 giin, n=4) uygulanmasini takiben Rho-kinaz-1
(ROCK-1) enzim ekspresyonlarinin Western-blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler
ortalamazstandart hata olarak gdsterildi. istatistiksel karsilastirmalar icin tek

yonlU varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi.
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17B-Estradiol’iin ROCK-2 Ekspresyonu Uzerine Etkisi: 3T3-L1
preadiposit hiicrelerine 0-2. ve 0.8. giinlerde uygulanan 17B-estradioliin (10,
108, 107, 10°, 10®° ve 10* M) Rho-kinaz (ROCK-2) enzim ekspresyonlari
Uzerine etkisi, Western blot yontemi ile arastirildi. Kullanilan konsantrasyonda
ve uygulanan slrede 17B-estradiol, ROCK-2 protein duzeylerini degistirmedi
(Sekil 62).
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Sekil 62. Post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerinde 17B-estradiol (Ez, 10, 10®, 107,
10°, 10° ve 10* M, 0-2 ve 0-8 giin, n=4) uygulanmasini takiben Rho-kinaz 2
(ROCK-2) enzim ekspresyonlarinin Western-blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler
ortalamazstandart hata olarak gdsterildi. istatistiksel karsilastirmalar icin tek

yonlU varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi.
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17B-Estradiol’iin Rho A Ekspresyonu Uzerine Etkisi: 3T3-L1
preadiposit hiicrelerine 0-2. ve 0.8. giinlerde uygulanan 17B-estradioliin (10,
10,107, 10, 10° ve 10 M) Rho A ekspresyonlari (izerine etkisi, Western blot
yontemi ile arastirildi. Kullanilan konsantrasyonda ve uygulanan surede 17(3-

estradiol, Rho A protein duzeylerini degistirmedi (Sekil 63).
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Sekil 63. Post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerinde 17B-estradiol (Ez, 10, 10®, 107,
10°, 10®° ve 10* M, 0-2 ve 0-8 giin, n=4) uygulanmasini takiben RhoA
ekspresyonlarinin Western-blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler
ortalamazstandart hata olarak gdsterildi. istatistiksel karsilastirmalar icin tek

yonlU varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi.
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Progesteronun ROCK-1 Ekspresyonu Uzerine Etkisi: 3T3-L1
preadiposit hiicrelerine 0-2. ve 0-8. giinlerde uygulanan progesteron (10%, 107
ve 10° M) ve 17B-estradiol (10-8 M) kombinasyonunun Rho kinaz (ROCK-1)
enzim ekspresyonlari Uzerine etkisi, Western blot ydntemi ile arastiridi.
Kullanilan konsantrasyonda ve uygulanan slrede progesteron ve 173-estradiol,
ROCK-1 protein duzeylerini degistirmedi (Sekil 64).
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Sekil 64. Post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerinde progesteron ( 10, 107 ve 10 M)
ve 17B-estradiol (10® M, 0-2 ve 0-8 giin, n=4) uygulanmasini takiben Rho
kinaz-1 (ROCK-1) enzim ekspresyonlarinin Western-blot teknigi ile gosteriimesi.
Veriler ortalamatstandart hata olarak gdsterildi. istatistiksel kargilagtirmalar igin

tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi.
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Progesteronun ROCK-2 Ekspresyonu Uzerine Etkisi: 3T3-L1
preadiposit hiicrelerine 0-2. ve 0-8. giinlerde uygulanan progesteron (10%, 107
ve 10° M) ve 17B-estradiol (10® M) kombinasyonunun Rho kinaz (ROCK-2)
enzim ekspresyonlari Uzerine etkisi, Western blot ydntemi ile arastiridi.
Kullanilan konsantrasyonda ve uygulanan slrede progesteron ve 173-estradiol,
ROCK-1 protein duzeylerini degistirmedi (Sekil 65).
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Sekil 65. Post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerinde progesteron ( 10, 107 ve 10 M)
ve 17B-estradiol (10® M, 0-2 ve 0-8 giin, n=4) uygulanmasini takiben Rho
kinaz-1 (ROCK-1) enzim ekspresyonlarinin Western-blot teknigi ile gosteriimesi.
Veriler ortalamatstandart hata olarak gdsterildi. istatistiksel kargilagtirmalar igin

tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi.
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Progesteronun Rho A Ekspresyonu Uzerine Etkisi: 3T3-L1
preadiposit hiicrelerine 0-2. ve 0-8. giinlerde uygulanan progesteron (10, 107
ve 10° M) ve 17B-estradiol (10® M) kombinasyonunun RhoA ekspresyonlari
Uzerine etkisi, Western blot yontemi ile arastirildi. Kullanilan konsantrasyonda

ve uygulanan surede progesteron ve 17(-estradiol, RhoA protein duzeylerini

degistirmedi (Sekil 66).
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Sekil 66. Post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerinde progesteron ( 10, 107 ve 10 M)
ve 17B-estradiol (10° M, 0-2 ve 0-8 giin, n=4) uygulanmasini takiben RhoA
ekspresyonlarinin Western-blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler
ortalamazstandart hata olarak gdsterildi. istatistiksel karsilastirmalar icin tek

yonlU varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi.
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TARTISMA

Bu calismada baslica seks steroid hormonu olan estrojen ve
progesteronun kulture edilmis fibroblast kdkenli preadiposit hicreler olan 3T3-
L1 hucrelerinde diferansiyasyon ve adipositokin saliveriimesi Uzerine etkileri ve

bu etkilere Rho/Rho-kinaz yolaginin olasi katkisi arastirildi.

Estrojenin adiposit proliferasyonunu arttirdigina dair tutarli bulgular
olmasina ragmen, onun adiposit diferansiyasyonu Uzerine olan etkileri net
degildir. Estrojenin insan mezenkimal kdk hicrelerinde, adipoz kokenli stromal
hiicrelerinde®’ ve sican preadipositlerinde adiposit diferansiyasyonu stimiile
ettigine dair calismalar mevcuttur’. Bununla birlikte 3T3-L1 hiicre hattinda®*®
yapilan bir calismada ve estrojenin primer kemik iligi stromal hicre kulttrlerinde
ve kemik iligi stromal hlcre hatlarinda adiposit diferansiyasyonu Uzerine
inhibitor etkili oldugu gésterilmistir®'®. Ancak bu calismalarda estrojenin adiposit
diferansiyasyonu uzerine olan etkileri, bizim deney protokolimuizde oldugu gibi,

farkli zaman dilimlerinde degerlendirilmemistir.

Bu c¢alismada farklh zaman dilimlerinde uygulanan estrojenin adiposit
diferansiyasyonu Uzerine farkli etkileri oldugu goérildu. Post-konfluent hicrelere
2 gun sureyle uygulanan 173-estradiol, adiposit diferansiyasyonunu azaltirken,
4 ve 6 gun sureyle uygulanmasi adiposit diferansiyasyonunu arttirdi. 8 gun
boyunca uygulanan estrojen diferansiyasyon Uzerine etki gdstermedi. Bizim
calismamiza benzer bir sekilde 3T3-L1 hlcrelerinde adiposit diferansiyasyon
surecinin farkli basamaklarinda (erken, orta ve gec) kullanilan fukoksantin adli
bir ajanin farkli etkiler gosterdigi ortaya konulmustur. Soyle ki; erken donemde
PPARy, C/EBPa, SREBP1c, aP2 ve adiponektin ekspresyonlarini arttirarak
adiposit diferansiyasyonunu artirirken, orta ve ge¢ donemde ise PPARYy,
C/EBPa ve SREBP1c’nin ekspresyonlarini azaltarak adiposit diferansiyasyonu

azalttig) gdzlenmistir®®.

Lipoprotein lipaz (LPL) ekspresyonunun, blyime durmasi asamasini
(Gp) yani erken diferansiyasyon basamagini yansittigi, bundan dolayi adiposit
diferansiyasyonunun erken belirteci olarak tanimlandigi bilinmektedir®® . Daha

onceki galismalar estrojenin, lipogenezi azaltma yoluyla adipoz depolanmayi
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direkt olarak inhibe edebilecegini ve bu etkinin adipositlere lipid alimini
dizenleyen bir enzim olan lipoprotein lipaz (LPL) aktivitesinin azaltilmasi
yoluyla ortaya cikabilecegine isaret etmektedir*>'°. Estrojenin lipoprotein lipaz
Uzerine olan bu etkisi, bizim calismamizdaki 2. gunde goérulen adiposit

diferansiyasyonundaki azalma ile uyumlu gérunmektedir.

Diger taraftan preadiposit-adiposit donlisum slrecinin adipoz spesifik
genlerin transkripsiyonel aktivasyonu yoluyla induklendigi bilinmektedir. Bu
suregte yer alan genlerin transkripsiyonunun aktivasyonunda ve
baskilanmasinda yer alan PPARy2, anahtar dlzenleyici transkripsiyon
faktorlerinden biri olarak tanimlanmakta ve adipoz dénugsim sirecinde dnemli
rol oynamaktadir. Sigan preadipositlerinde yapilan bir ¢alismada estrojenin
adipogenezi artirici etkisinin PPARy2’nin ekspresyonunun artigiyla orantili
oldugu gdsterilmistir’. Bizim calismamizda 17B-estradiol'iin 4-6 giin sireyle
uygulanmasina bagli goérilen adiposit diferansiyasyonundaki artis, bu
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu arttirmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Ancak bu iddianin ayri bir calisma ile test edilmesi gerekmektedir.

17B-estradiol’n 8 gun sureyle uygulanmasi adiposit diferansiyasyonu
uzerine etki gostermemigstir. Bu da, adiposit diferansiyasyon surecinin 6zellikle
ilk 4 gunde olusmasi, adiposit fenotipi kazanan hdcrelerin diferansiyasyondan
ziyade adipositlerde sekil ve boyutlarinda degisiklige baglh molekuler olaylarin

gelismesinden kaynaklanabilir.

Estrojenlerin biyolojik etkileri asil olarak estrojen reseptdér a (ERa) ve
estrojen reseptor B (ERB) araciligiyla gergeklesir, bunlar ligandla induklenen
transkripsiyon faktorleridir ve nukleer reseptor superfamilyasi arasinda yer alir.
Bu klasik estrojen reseptorlerin varhidi disi ve erkek her iki cinsin subkitan6z ve
viseral adipoz dokusunda gésterilmistir'®. Lipofilik estrojen, hiicre membranini
kolayca gecer ve estrojen reseptorlerine baglanir ve reseptorlerde
konformasyonal degisiklige yol acar ve estrojen-ER komplekslerinin nukleer
translokasyon ve homo/heterodimerizasyonuna izin verir?'’®.  Bdylece
transkripsiyon mekanizmasi ile gen ekspresyonu duzenlenir, mMRNA

seviyelerinde artis veya azalma ve iligkili protein Uretimi ve fizyolojik yanitlarla
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sonuglanir. Bu mekanizma genomik veya klasik mekanizma olarak

adlandiriimaktadir?®.

17B-estradiol’n etkilerinin klasik estrojen reseptorleri aracihigiyla olup
olmadigini géstermek igin ¢calismamizda selektif estrojen reseptoér blokéra ICI
182,780 kullandik. ilging olarak, ICI 182,780 estrojenin adiposit
diferansiyasyonu Uzerine olan etkisini degistirmezken, tek basina ICI 182,780,
adiposit diferansiyasyonunu arttirdi. Bu sonu¢ estrojen reseptér antagonisti
olarak bilinen ICI 182,780’in klasik estrojen reseptor blokaji disinda bagka bir
mekanizmayla etki gosterebilecegine isaret edebilir. Bu baglamda, son
zamanlarda estrojenin hizli ve nongenomik etkilere aracilik eden yeni bir
transmembran reseptorinin varligi ortaya konmustur. G protein kenetli reseptor
30 (GPR30, GPER) olarak adlandirilan bu yeni transmembranal reseptore
klasik estrojen reseptor antagonisti olarak bilinen IClI 182,780 baglanarak
agonist etki gdsterebilmektedir*®®. Bu durum ICI 182,780'nin estrojenden
bagimsiz olarak olusturdugu adiposit diferansiyasyonu Uzerine olan etkisini
aciklayabilir. Bu bulgudan hareketle, s6z konusu reseptorlerin daha selektif
agonistlerinin kullaniimasiyla yukaridaki hipotezin desteklenmesi gerekmektedir.
iiging olarak, GPR30’un adipoz dokuda eksprese edildigi daha énce yapilan

360,361,362

gOsterilmigtir . Bunun disinda estrojenin farkli dokularda da GPR30

aracigiyla diferansiyasyonda yer aldi§i bildirilmektedir®®.

Hucre iskeleti organizasyonu, hucre proliferasyonu, farklilasmasi ve gen
regulasyonu gibi farkli hucresel olaylarda rol oynayan Rho proteinleri ile Rho
kinaz  enziminin  birgok  dokuda eksprese edildigi  bilinmektedir
59,322,324,326,335,336,364,365.386 ' Avrica 3T3-L1 hiicrelerinde Rho/Rho kinaz yolaginin
adipogenezde yer aldigi ve adipogenez surecinde eksprese edildigi

gosterilmistir®®.

Rho/Rho kinaz yolagininin seks hormonlarinin etkilerine katkisini
arastirdigimiz bu calismada Y-27632’nin estrojenin etkisini degistirmedigi fakat
tek basina uygulandiginda adiposit diferansiyasyonunu arttirdigini gézlemledik.
Bu bulgu Rho/Rho kinaz yolaginin adipogenezde yer aldidi ile ilgili literattrle

uyumlu gdzilkkmektedir®??*%°. Estrojenin adiposit diferansiyasyonu iizerine olan
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etkisinin hangi mekanizmalar ile gergeklestigi daha onceki galismalar ile net
olarak ortaya konmamisti. Proliferasyonda ve diferansiyasyonda yer aldigi
bilinen® ve birgok dokuda estrojenin etkilerine aracilik ettigi**?® gdsterilmis olan
Rho/Rho kinaz yolagi ile iliskili calismalar estrojenin adiposit diferansiyasyonu
Uzerine olan etkisinin bu yolak araciligiyla olabileceg@ini dustundirmagstir. Fakat
bulgularimiz bu yolaginin adipogenezde yer almasina ragmen, estrojenin
etkilerine aracilik etmedigini gostermistir. Bu durum, adiposit diferansiyasyonu
Uzerine estrojenin etkilerine baska mekanizmalarin aracilik edebilecegini
gOstermekte ve bunlarin ortaya konulmasinin obezite ve bununla iligkili pekgok

hastaligin gelisiminin 6nlenmesinde faydasi olacagi icin gerekli kilmaktadir.

Daha once belirtildigi gibi estrojenin hizli etkileri nukleer estrojen
reseptorleri aracili transkripsiyonel aktivasyondan bagimsiz nongenomik
mekanizmalarla ortaya ¢ikmaktadir. ER’leri araciligiyla ortaya c¢ikan genomik
olaylarin etkisini dislayabilmek ig¢in arastirmacilar siklikla estrojenin membran
impermeabl konjugatlarini (6rn; Ex-BSA) kullanmislardir. Bu konjugatlardan olan
E>-BSA, Exnin fonksiyonel esdegeri olarak kabul edilmektedir’®. Biz de
calismamizda estrojenin membranal reseptorler araciliiyla etkisinin olup
olmadigini test edebilmek icin estrojenin membran gegcemeyen analogu olan Ez-
BSA kullandik. E>-BSA’'nin adipoz doku Uzerine etkisini gosteren ¢alisma daha
once mevcut degildi. Calismamizda E>-BSAnin 2. ginde adiposit
diferansiyasyonunu azaltirken, 4 ve 6 gunlerde ise arttirdi1 gézlendi. 8. glinde
ise adiposit diferansiyasyonu Uzerine etkisiz bulundu. E,-BSA’'nin, adiposit
diferansiyasyonu Uzerine 173-estradiol ile benzer etkiler gostermesi estrojenin
etkilerinin membranal estrojen reseptorleri araciligi ile ortaya cikabilecegine

isaret edebilir.

Ayrica calismamizda E>-BSA’nin etkilerine Rho/Rho kinaz yolaginin
araciligini géstermek icin Rho kinaz inhibitora Y-27632 kullandik. Y-27632, E»-
BSA’nin adiposit diferansiyasyonu uzerine olan etkisini degistirmezken tek

basina uygulandiginda adiposit diferansiyasyonunu arttirdigi bulundu.

Calismamizda E»-BSA'nin etkilerine estrojen reseptorinin katkisini
anlamak klasik estrojen reseptor blokort ICI 182,780 kullandik. ICl 182,780’in
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E>-BSA'nin etkisini degistirmezken, ortamda agonist olmadan tek basina
uygulanmasi adiposit diferansiyasyonunu arttirdi. Bu sonug yukardaki sonuglarla
uyumlu olarak ICI 182,780’in klasik estrojen reseptorleri disinda bir reseptor
araciligiyla etkisinin ortaya cikabilecegine isaret etmektedir. ICI 182,780’in
GPR30 agonisti olarak etki ettigini sanmaktayiz. Ancak bu durumun daha ileri

calismalarla arastiriimasi gerekmektedir.

Progesteron tek basina degil, genellikle estrojenle sinerjist bir sekilde
etkilesmek suretiyle, kendine 6zgu tesirler meydana getirdigi bilinmektedir.
Estrojenlerle, progesteronlar arasindaki sinerjistik etkilesme tek yonludar.
Progesteronlar estrojenlerin etkilerini artirirken estrojen progesteronun etkisini
artirmaz, aksine antiestrojenik etkinlik gosterirler?'®. Bu etkiden yola ¢ikarak
calismamizda progesteron ve progesteron/estrojen kombinasyonunun adiposit
diferansiyasyonu Uzerine her iki seks hormonunun etkisini arastirdik. Adipoz
doku uUzerine onemli rolu olabilecegi dusunilen progesteronun yag birikimi
Uzerine olan rolu net olarak ortaya konmamistir. Calismamizda progesteronun
tek bagina ve estrojenle birlikte adiposit diferansiyasyonu uzerine anlamli etki
olusturmadigini fakat progesteron ve estrojenin sinerjistik etki ile adiposit
diferansiyasyonunu artirmaya meyilli oldugunu goézlemledik. Bizim ¢alismamizin
sonuglarina benzer olarak progesteronun adipoz doku Uzerine etkisi olmadigina
isaret eden calismalar mevcut iken®*’, tam tersi progesteronun, preadipositlerde
steroid-aracili diferansiyasyonu indikledigi ve LPL aktivitesindeki artis yoluyla
ise yag birikimi Uzerine stimulator etkili olabilece@ini gosteren calismalar da

mevcuttur' '

. Ayrica Bjorntorp ve ark., progesteronun abdominal adipoz
dokuda anti-glukokortikoid etki araciligiyla disi yag dagiliminda yer alabilecegini
ve progesteronun glukokortikoidle indiklenen vicut yag birikimi ve yag hucre

diferansiyasyonunu inhibe ettigini gdstermislerdir'”®.

TUm dinyada obezite sikliginin ve eslik eden metabolik sendrom sikliginin
epidemik olarak artiyor olmasi, bir metabolik ve endokrin organ olan yag
dokusuna olan ilgiyi arttirmistir>. Obezite artik “hafif dereceli inflamatuvar bir
hastalik” olarak nitelendirilmistir®®. Adipoz dokuda adipositlerin ve makrofajlarin
sayisinda artis ile birlikte adipoz doku fazla sayida proinflamatuvar

adipositokinler sekrete etmeye baglar. Bu durum insulin ihtiyacinin artisina yol
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acan sinyal yolaklarin stimtlasyonu ile birlikte metabolik stres ve inflamasyon ile
sonuglanir. Bu suregte bir¢cok adipositokinin (IL-6, TNF-a, leptin adiponektin,

visfatin ve rezistin) rolii oldugu gésterilmistir>®®

. Obezite ve eslik eden metabolik
sendromun patogenezinde adipositokinlerin yer almasi adipoz dokudan sekrete
edilen bu maddelere karsi ilgiyi artirmis ve yeni tedavi yaklagimlarinin

gerekliligini ortaya koymustur.

Estrojenin ve progesteronun adipositlerden sekrete edilen adipositokinler
Uzerine etkilerini gosteren c¢alismalar mevcuttur. Fakat calismalarda bu
hormonlarin etkilerine dair sonuglar geligkilidir ve bu etkilerine aracilik eden

mekanizmalar ise net olarak ortaya konmamistir.

Leptin ilk kez 1994 yili sonunda adiposit kdkenli sinyal faktori olarak
tanimlanmistir. Bu faktorin, kendi reseptorleri ile etkilesmesinden sonra vicut
agirhgr ve enerji tuketiminin denetimi gibi karmasik bir yaniti uyardidi, ayrica
ureme ve noroendokrin sinyal olusumunda da onemli islev goérdugu
bildirilmistir®'®. Leptin primer olarak yad hiicresinde ob geni tarafindan
mRNA’ya kodlanip sentezlenmektedir®®. Bilyiik kismi beyaz yag§ dokusunda, az
bir bélimii de kahverengi yag dokusunda sentez edilerek kana verilir”’. Genel
olarak, serum leptin dizeylerinin beslenme ve hormonal faktorlerden etkilendigi
bilinmektedir. insanlarda serum leptin yogunlugu cinse bagli olarak da farkhlik

9

gosterdigi yapilan calismalar ile ortaya konulmustur'®. Bu da seks steroid

hormonlarinin leptin salinimi Gzerine etkisinin oldugunu gostermektedir.

Birgok calismada estrojenlerin adipoz dokudan leptin salinimini artirdigina
dair bulgular yer almaktadir®®=>". Ancak bizim calismamizda 17B-estradioliin
olgun adipositlerden leptin saliveriimesine anlamh bir etki yapmadigini
g6zlemledik. Bununla uyumlu olarak, estrojenin leptin salinimi Uzerine etkisiz
oldugunu gdsteren calismalar literatiirde mevcuttur®”'>"*. Ancak bazi ¢alismalar
vucut leptin konsantrasyonu Uzerine seks hormonlarinin etkisinin olmadigini,
fakat leptin saliniminin daha ¢ok vicut kitle indeksiyle orantili oldugunu
goOstermiglerdir. Bu durum bizim ¢alismamizda elde ettigimiz bulgularda oldugu
gibi leptin salinimi Uzerine 17B-estradiol’lin etkisinin olmamasini agiklar

gorinmektedir®’%3"*,
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17B-estradiol’iin leptin saliverilmesi Uzerine olan etkisine Rho/Rho kinaz
yolaginin aracihiginin olup olmadigini Y-27632 kullanarak test ettik. Ancak
estrojenin leptin duzeylerine etkisine Rho/Rho kinaz yolaginin aracihginin
olmadigini godsterdik. Bununla birlikte, Y-27632’nin tek basina uygulanmasi
leptin saliverilmesini anlamli olarak arttirdi. Bu go6zlem, post-konfluent
preadipositlerin diferansiyasyon medyumuna maruz birakilmasi sonucu bu
yolak Uzerinden leptin saliveriimesini kontrol edebilecegi fikrini dogurmustur.
Nitekim bu Rho-kinaz enzim inhibitdrt, preadipositlerin diferansiyasyonunu
arttirmigtir. Yani, Y-27632 daha kisa sure iginde adiposit diferansiyasyonu
yaptidi i¢in ve leptin de olgun adipositlerden saliverildigi igin Y-27632 varliginda

leptin duzeyleri yukselmis olabilir.

Diger taraftan, bircok dokuda leptinin etkilerine Rho/Rho kinaz yolaginin
araciligi gosterilmistir*®4%. Bununla birlikte adipoz dokudan leptin saliverilmesi
uzerine Rho/Rho kinaz yolaginin etkisi degerlendiriimemistir. Leptinin yag
dokusu artigl ve obezite ile pozitif korelasyon gosterdigi bilinmektedir. Rho/Rho
kinaz yolaginin obezitede yer alip almadigina dair yapilan bir calismada vicut
agirhginin artisi ile birlikte Rho kinaz aktivitesinin arttigi, bu yolagin
inhibisyonunun ise viicut agiri§inda azalmaya neden oldugu gdsterilmistir*®”. Y-

27632 Rho/Rho kinaz yolaginin inhibe ederek leptin salinimini artiriyor olabilir.

Aragtirdigimiz  diger bir sitokin olan adiponektin, adipositlerden
sentezlenen protein yapida bir molekuldir ve plazmada diger hormonlara ve
sitokinlere gore oldukca yiiksek konsantrasyonda bulunur'®*. Adiponektin
eksikligi insulin direnci, glikoz metabolizmasi bozuklugu ve kalp yetmezliginin
siddeti ile iliskili bulunmustur'2. Adiponektin ekspresyonu ve salinimi érnegin
insdlin, glukokortikoidler ve androjenler gibi hormonlar tarafindan

diizenlenir'®" %8,

Adiponektin salinimi Uzerine seks hormonlarinin etkilerine dair yapilan
calismalarda elde edilen sonuglar celigkilidir. Bizim ¢alismamizda estrojenin

farkli konsantrasyonlarda uygulanmasi, adiponektin salinimini azaltmistir. Bizim

375-377

bulgularimizi destekleyen galismalar mevcut iken , estrojenin adiponektin

salinimi lizerine etkisinin olmadigini gésteren galismalar da bulunmaktadir®”,
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17B-estradiol’in adiponektin salinimi Gzerine olan etkisine Rho/Rho-kinaz
yolaginin araciigini gdstermek i¢in Rho-kinaz inhibitori Y-27632 kullandik.
Adiponektin salinimini  anlamli olarak azaltan 17B-estradiol, Y-27632 ile
kombinasyonu bu etkiyi tersine gevirdi. Bu sonug¢ 17B-estradiol’in adiponektin
salinimi Uzerine olan etkisine Rho/Rho kinaz yolaginin katkisinin olabilecegini
goOstermektedir. Rho-kinaz inhibitorleri olan Y-27632 ve fasudil ile yapilan iki
¢alismada Y-27632'nin adiponektin ekspresyonu Gzerine etkisiz oIdugu378, bizim
¢alismamizla uyumlu olarak fasudilin ise adiponektin konsantrasyonunun

arttirdigi gosterilmistir®™.

Bilindigi gibi estrojen farkli mekanizmalar ile'®?'34%84% Rho/Rho-kinaz
yolag! ise insulin sinyalinin inhibisyonu yoluyla insulin rezistansinin geligsimine

neden olabilecegi®*™

gOsterilmigtir. Olasilikla adiponektin saliniminin azaltiimasi
estrojenin ve Rho/Rho-kinaz yolaginin insilin rezistansina neden olan etkilerine
aracilik ediyor olabilir gunkt adiponektini insulin duyarhligini artiran sitokin

olarak bilinmektedir'®?.

Rho/Rho-kinaz yoladinin inhibisyonu adiponektin
salinimini arttirarak insulin duyarlihginin gelisimine katki saglayabilecegi icin

tedavi yaklagimlarina farkli bir bakis agisi kazandiracaktir.

Ayrica calismamizda 17B-estradiol’in etkilerine klasik  estrojen
reseptorlerinin  katkisini gostermek icin kullandigimiz I1CI 182,780’in 17f3-
estradiol’dn etkisini degistirmedigi gdzlendi. Bununla birlikte tek basina
uygulanan ICI 182,780’in adiponektin duzeylerini arttirdigi gorulda. Bu etki
klasik estrojen reseptdrlerinden bagimsiz, membranal estrojen reseptorleri
araciliiyla gergeklesiyor gorunmektedir. Yeni bir membran reseptorli olarak
tanimlanan GPR30’un agonisti olarak bilinen ICI1182,780’in adiponektin salinimi

lizerine olan etkisine olasilikla GPR30’un aracilik ediyor olabilir®*®.

Rezistin son vyillarda kesfedilen, yad hicresinden salgilanan bir

hormondur™®. Farelerde rezistin, yag dokusu miktari ve adiposit farklilasmasina

380

bagh olarak primer beyaz yad dokusunda eksprese edilir’®. insanda ise

adipositlerden eksprese edilmedigi, kemik iligi ve periferik mononukleer
hiicrelerde yiiksek seviyelerde eksprese edildigi ve salgilandigi saptanmistir’.

Rezistin, antidiyabetik bir ila¢ olan tiazolidinedionlarin (TZD) mekanizmasi
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arastirilirken bulunmustur'®’. Rezistin, obez ve insiiline direncli farelerde inslin
duyarhiligini dizenlemektedir. Rezistinin hayvan modellerinde proinflamatuar

sitokinleri upregiile etti§i ve inflamasyonu uyardi§i goériimistir'™. Ayrica

rezistinin ateroskleroz patogenezinde direkt rolii oldugu gosterilmistir'””.

Calismamizda 17B-estradiol’iin rezistin salinimini ézellikle 108, 107 ve
10° M konsantrasyonlarda anlamli olarak arttirdigi gézlendi. Bizim

¢alismamizin sonuglari ile uyumlu olarak estrojen ve rezistin dlzeyleri arasinda

pozitif korelasyon oldugunu gdsteren galismalar mevcuttur®'. Bununla birlikte,

estrojenin rezistin salinimi  {izerine etkisiz oldugunu®%°"

382

veya negatif
korelasyon™ oldugunu gdsteren g¢alismalarda mevcuttur. Bilindigi gibi rezistinin
instlin rezistansina neden olan adipoz dokudan sekrete edilen 6nemli
hormonlardan biridir. Estrojenin birkag c¢alismada farkli mekanizmalari
kullanarak insiilin rezistansina neden oldugu gdsterilmistir'®?1340840% Bijzim
¢alismamizin bulgulari 17B-estradiol’in insulin rezistansi gelisimine neden
olabilecek mekanizmalardan birinin rezistin salinimini arttirarak olabilecegine
isaret etmektedir.

Ayrica calismamizda Rho kinaz inhibitori olan Y-27632'nin  17f3-
estradiol’n rezistin duzeylerini arttirici etkisini geri ¢evirdigi goézlendi. Rezistin
dizeyleri ile Rho-kinaz yolagi arasindaki iliskiyi gosteren ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu acidan 3T3-L1 hucrelerinde Rho-kinaz enziminin rezistin
saliverilmesine olan katkisinin gosterildigi ilk bulgudur. Rho/Rho-kinaz yolaginin
insulin sinyalinin inhibisyonu yoluyla insulin rezistansinin gelisimine neden
oldugu ve bu yolagin inhibisyonunun insdlin duyarlihgin gelisminde énemli rol
oynadigi bilinmektedir*’®. Insiilin rezistansinin gelisiminde rol oynayan rezistin
dizeylerinin azaltilmasi insulin duyarliliginin gelisimine katki saglayacagi igin bu
bulgu ©6nemlidir c¢unkii Rho/Rho-kinaz yoladinin inhibisyonu metabolik
sendroma eslik eden diyabet hastaliginin gelisimine katkisi olan rezistin
dlzeylerini azaltarak, bu sitokinin yer aldigi diyabet, ateroskleroz ve

inflamasyon gibi patalojilerin tedavisinde yeni bir terap6tik hedef olabilir

Yukarida belirttigimiz gibi 17p-estradiol ve Y-27632’nin adiponektin ve
rezistin duzeyleri Uzerine olan etkileri birbiri ile tutarli gérinmektedir cunku

rezistin ve adiponektin birgok bakimindan birbirinin tersi etkiler ortaya
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koymaktadir (insulin rezistansi-insulin duyarhhgi, aterojenik-antiaterojenik gibi).
Bu sonuclar obezite ve buna bagli olarak gelisen insulin direnci ve metabolik

sendromun tedavisine yeni bir bakig acisi getirecegi icin dnemli gérinmektedir.

Calismamizda uyguladigimiz klasik estrojen reseptor blokéra ICI
182,780, 17B-estradiol’in rezistin saliveriimesi Uzerine etkisini degistirmedi
fakat tek basina uygulanan ICI 182,780 rezistin duzeylerini anlamli olarak
azaltti. Bu etki klasik estrojen reseptorlerinden bagimsiz gibi gérinmekte ve
farkli membranal reseptorleri araciligi ile oldugunu distndirmektedir. Bizim bu
sonuglarimizla uyumlu olarak yapilan bir g¢alismada ICl 182,780'in rezistin

salinimini tek basina anlamli olarak azalttigini géstermektedir®™®.

TNF-a, kasektin olarak da adlandirilan proinflamatuvar bir sitokindir'”.
Ozellikle makrofajlar ve monositler olmak (zere fibroblast, endotel hiicreleri,
adipositler, B hiicreleri gibi bircok hiicre tarafindan sentezlenmektedir'®.
Aterosklerotik damarlarda aterom plaklarinda, makrofaj kopuk hucreleri ve diz
kas hulcrelerinde TNF-a’'nin  artmis oranda bulunmasi ateroskleroz
patogenezinde TNF-a’nin rolii oldugunu diistindiirmektedir'®*. TNF-a’nin adipoz
dokudan da salindigi gosterilmistir. Obezitede TNF-a seviyesinin arttigi
bilinmektedir. Vicut kitle indeksi ve adipoz doku TNF-a mRNA seviyesi

arasinda pozitif bir iliski oldugu gdsterilmistir'®'1%2,

Estrojenin genel olarak antiinflamatuvar 6zellikte bir hormon oldugu ve
birgok dokuda inflamatuvar sitokinlerin diizeylerini azalttigi bildirilmektedir*!"*'2,
Obezite hafif dereceli inflamatuvar bir hastalik olarak tanimlanmakta ve bu
durum adipositlerin sayisinda ve makrofajlarin sayisindaki artigla karakterize
edilmektedir. Oysa calismamizda 173-estradiol TNF-a seviyelerini degistirmedi.
Bununla uyumlu olarak, estrojen uygulanmis si¢anlarin adipoz dokularinda
TNF-a protein seviyeleri veya ekspresyonlarinda bir degisiklik bulunmadigi
bildirilmistir*®®. 17B-estradiolin TNF-a. seviyelerini degistirmemesi arastirilan
doku/hlcre farkhliklarina bagl olabilir. Yine de bu farklihgin tam olarak ortaya

konulmasim igin daha ileri galismalara ihtiyag vardir.

Rho-kinaz aktivasyonunun, vaskuller inflamasyon ve septik organ
hasarinin patogenezinde yer aldigi saptanmistir. Rho-kinazin fasudil ve Y-
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27632 ile inhibisyonunun kalp, beyin ve bdbrekte iskemi/reperfizyon ile
indiklenen doku hasarinin sinirlandiriimasinda yararl etkilerinin - oldugu

gosterilmis ve TNF-a diizeyleri Y-27632 tarafindan azaltilmistir*'®

Bizim
¢alismamizin bulgulari ise bu c¢alismanin bulgularinin tersi olup Y-27632
uygulanmasi TNF-a dizeylerini arttirmistir.

Son olarak, 3T3-L1 hucrelerinde 17B-estradiol ve progesteron ile
duzeyleri arastirilan son sitokin, IL-6’dir. IL-6, ¢ok yonlu igleve sahip bir sitokin
olarak hematopoezi, akut faz reaktanlarini, immun yaniti dizenler ve konagin
savunma mekanizmasinda merkezi rol oynar. Viral enfeksiyonlar,
lipopolisakkaritler ve c¢esitli sitokinlerin uyarisi ile salgilanir. Travma,
inflamasyon, otoimmun hastaliklar ve c¢esitli malignitelerde serum duzeyleri
artar'¥"%|L-6 sekresyonu, yag hiicresi artisi ile birlikte artar. Dolasimdaki IL-6
konsantrasyonu, vicut yad ylzdesi ile iligkilidir. Humoral (insulin,
glukokortikoidler), ndral (sempatik sinir sistemi aktivitesi) ve parakrin (IL-18,
TNFa) sinyallerin hepsinin yad dokusundan IL-6 dretimini duzenledigi

gosterilmistir’®,

Estrojenin, adipoz dokudan salgilanan IL-6 duzeyleri Uzerine etkisini
gOsteren fazla galisma mevcut degildir. Yaptigimiz galismada birgok galismanin
sonuglari ile uyumlu olarak antiinflamatuvar 6zellikte bir hormon oldugu ve
birgok dokuda inflamatuvar sitokinlerin diizeylerini azalttigi bildirilen*'"*'? 17p-
estradiol’n IL-6 saliverilmesini azalttigini gdzlemledik. Farelerde, estrojenin IL-

6 Uretimini®®’

ve stimule edilmis ve edilmemis sitokin duzeylerini azalttigi ve
progesteronun arttirdigi goézlenmis ve bu etkileri antagonistler ile tamamen
geriye donderilmistir (E; antagonisti IClI 182,780). Bununla birlikte, menstrual
siklus boyunca bircok proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinlerin
seviyelerinin  degismesine ragmen |IL-6 seviyelerinin siklus boyunca
degismedidi, yine insanlarda yapilan bir ¢alismada estrojen ve IL-6 seviyeleri
arasinda korelasyon olmadigi®®, postmenapozal dénemde estrojen ve
progesteron tedavisinin IL-6 diizeyleri lizerine etkisiz oldugu gdsterilmistir’®. Bu
calismalarda tek basina uygulanan ICI 182,780'in etki goOstermedigi

gozlenmistir’®®3%°_ Bizim calismamizda ise ICl 182,780, 17B-estradiol’iin etkisini
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degdistirmezken, tek bagina uygulanmasi IL-6 duzeylerini azalttigi goézlendi. Bu
durum, yukarida bahsettigimiz olasi membranal reseptorlerin araciligina isaret

edebilir.

Ayrica birgok galismada inflamatuvar mediyatorlerin artisina eslik eden
Rho/Rho-kinaz yoladinin inhibisyonunun antiinflamatuvar 6zelligi oldugu
gosterilmigtir. Bizim bulgularimizda da Rho-kinaz yolaginin Y-27632 ile

inhibisyonunun IL-6 diizeylerini azalttigi gézlendi*'®*"°.

Bilindigi Uzere obezite, hipertansiyon, dislipidemi, tip 2 diyabet, koroner
arter hastaligi, inme, osteoartrit ve endometrial, meme ve kolon kanserleri gibi
bircok hastalija eslik etmektedir*®. Ozellikle obezite ile meme kanseri riski
arasindaki iliskinin adipositokinler yoluyla agiklanabilecegini, azalmis serum
adiponektin seviyesi ile artmis leptin ve rezistin seviyesinin meme kanseri

gelisiminde yeni bir risk oldugunu belirtmislerdir®

. Bu durum obezitenin
tedavisine kazandirilacak yeni yaklagimlarin sadece obezite degil birlikte birgok

hastaligin gelisiminde ve tedavisinde faydasi olacagi icin olduk¢a dnemlidir.

Ayrica galismamizda progesteron, progesteron/estrojen ve progesteron/Y-
27632 (Rho-kinaz inhibitori) kombinasyonunun adipositokinler Uzerine olan
etkisini arastirdik. Ozellikle estrojen ile progesteron ve estrojen ile Y-27632
kombinasyonunun adipoz dokudan salinan adipokinler Gzerine etkisini gosteren

fazla ¢calisma mevcut degildi.

Progesteronun, leptin sekresyonu Uzerine etkisini ortaya koyabilmek igin
yapilan galismalarin gogunda bizim galismamizla uyumlu olarak progesteronun
leptin salinimi {izerine etkisiz oldugu gosterilmistir'®*"23743%2 " Hatta bir
calismada estrojen ve progesteron kombinasyonu uygulanarak leptin
ekspresyon duzeyleri degerlendiriimis, fakat progesteronun etkisiz oldugu

gozlenmistir®®.

Rezistin duzeyleri Uzerine progesteronun etkisini degerlendirdigimiz
calismamizda progesteron ve progesteron/estrojen kombinasyonun rezistin
salinimi  Uzerine anlamli  bir etki olusturmadidini goézlemledik. Bizim

bulgularimizla uyumlu olarak 3T3-L1 hucrelerinde progesteronun rezistin
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dizeyleri Uzerine etkisiz oldugu gorulmustur Ayrica progesteronun

retroperitoneal beyaz adipoz dokuda rezistin ekspresyonunu artirdigi fakat

parametrial ve subkiitan6z depolarda etki géstermedigi bildirilmistir®®.

Diger calismalarin aksine bizim ¢alismamizda progesteronun adiponektin
duzeylerini arttirdigini gézlemledik. Bu artisa progesteronun 17(3-estradiol ve Y-
27632 kombinasyonunun etkisi olmadi. Progesteronun kadinlarda doz bagimli
olarak adiponektin seviyelerini azalttigin*® ve diger bir calismada da
progesteron ve adiponektin seviyeleri arasinda negatif bir iliski oldugu
gosterilmistir®”’.  Ancak estrojen ve progesteron ile  adiponektin
konsantrasyonlari arasinda iliski olmadigi bildirilmistir*'*. Bizim calismamizda
progesteronun adiponektin dizeylerini arttirmasi, yine test edilen doku/hlcre
veya deneysel modellerden (in vitro, in vivo) kaynaklanabilir. Ayrica, 178-
estradiol’dn adiponektin dlizeylerini azalttigi bulgusundan hareketle belki de
progesteron antiestrojenik etki ile adiponektin duzeylerini arttirmis olabilir.
Bunun test edilmesi icin daha ileri galismalar gerek vardir.

Yine adipoz dokudan salinan ve proinflamatuvar bir sitokin olan TNF-a
dlzeyleri Uzerine progesteronun etkisini degerlendirdigimiz ¢alismamizda
progesteron ve kombinasyonlarinin TNF-a duzeyleri Gzerine etkisinin olmadigini
g6zlemledik. Estrojenin bir¢ok dokuda proinflamatuvar sitokinlerin salinimi
Uzerine inhibe edici etkisinin oldugu, progesteronun ise estrojenin tersine

proinflamatuar sitokinlerin sekresyonunu arttirdigi gézlenmistir®*>38397,

Ayrica diger bir sitokin olan IL-6 salinimi Uzerine progesteronun etkisini
degerlendirdigimiz ¢alismamizda progesteronun IL-6 duzeylerini azalttigini
g6zlemledik. ilging olarak bu etki birlikte uygulanan 17B-estradiol tarafindan
tersine gevrilmedi. Diger taraftan progesteronun IL-6 dizeylerini azaltici etkiye
Rho-kinaz enziminin bir rolG ihtimal digi gibi goérinmektedir zira Rho-kinaz
inhibitdéri Y-27632, progesteronun etkisini degistirmedi. Bizim c¢alismamizin
sonuglari ile uyumlu olarak endometrial stromal hiucre kultirinde, fare fibroblast
hicrelerinde ve diger bir c¢alismada lipopolisakkaridle induklenen IL-6
konsantrasyonunun progesteron uygulanmasi ile azaldi§i gdzlenmistir®'>41%417.
Bununla birlikte kadinlarda yapilan estrojen ve progesteronun birgok
proinflamatuvar sitokin Uzerine etkilerinin degerlendirildigi bir ¢aligmada ilging
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olarak progesteron ile IL-6 arasinda korelasyon olmadigi gésterilmistir®®.

Bununla birlikte inflamasyonun eslik ettigi doku hasarlarinda progesteronun IL-6
diizeylerini arttirdigi bulunmustur®’.

Seks steroid hormonlarin adipoz dokunun dagilimi ve miktarinin
dizenlenmesinde vyer aldigi bilinmektedir. Fakat bu etkilere hangi
mekanizmanizmalarin aracilik ettigi tam olarak bilinmemektedir. Olasi
mekanizmalardan biri genomik seviyede adipoz dokuda anahtar proteinlerin
dizenlenmesi olabilir. Bu adipoz dokuda steroid reseptdrlerin bulunmasini
gerektirir ve kanitlar estrojen reseptorlerinin ve progesteron reseptorlerinin
adipoz dokuda varligini gdstermektedir'® Diger olasi mekanizma nongenomik
etkiler yoluyla hicre membraninda ikincil mesajcilarin dizenlenmesi olabilir.
Estradiol, hizli, nongenomik biyolojik etkileri membran bagimli ERa, ERB ve
yeni tanimlanan G protein kenetli reseptor 30 (GPR30) araciligiyla

gerceklestirir’?94%°,

Birgok dokuda seks steroidleri yoluyla duzenlemede
genomik ve nongenomik mekanizmalarin kombinasyonu yer alabilir*®'. Bu ikincil
mesajcilar arasinda G protein sinyali, CAMP, fosfoinozitol-3 kinaz ve protein
kinaz C (PKC) kaskadi yer alir. Kiguk GTP-bagl proteinlerinin (G proteinleri)
hicre igi sinyalleme yolaklarinda 6nemli role sahip oldugu bilinmektedir. G
proteinleri (20-35 kDa) hlcre farklilagmasi, bolinmesi, hicre iskeletinin kontrolU
gibi cesitli hiicresel olaylarda gorev alir*®®. Bircok dokuda estrojen ve

progesteronun etkisine Rho/Rho-kinaz yolaginin aracilik ettigi gosterilmistir’*2°.

Seks hormonlarinin adiposit diferansiyasyonu uzerine etkilerine Rho/Rho-
kinaz yolaginin katkisini arastirmak igin RhoA proteini ve alt efektdrlerinden
olan ROCK-1 ve ROCK-2 ekspresyon duzeylerini ol¢tik. Rho A, ROCK-1 ve
ROCK-2’nin 3T3-L1 preadipositlerde ve matir adipositlerde eksprese oldugu
fakat uygulanan konsantrasyonlarda estrojen ve progesteronun bu proteinlerin
ekspresyon duzeylerini degistirmedigini goézlemledik. Bununla birlikte bizim
laboratuarimizda si¢can koroner mikrovaskuler endotel hucrelerinde yapilan
baska bir calismada 17B-estradiol’'in ROCK-2 enzim ve RhoA protein

ekspresyonlarini anlamli olarak arttirdigi gézlendi*®

. Calismamizda estrojen ve
progesteronun RhoA, ROCK-1 ve ROCK-2 protein ekspresyon diuzeylerine bir

etkisinin olmamasi, bu hormonlar ile ilgili sinyal transduksiyon mekanizmasi
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arasinda bir etkilesmenin olmadigi anlamina gelmemektedir zira biz sadece
protein ekspresyonlarini arastirdik. Oysa Rho-kinaz aktivasyonu da
arastirilabilirdi. Ancak bizim deney protokolimuzde estrojenin kronik etkileri
incelendidi igin aktivasyondan ziyade ekspresyonlari degerlendirildi. Rho-kinaz
aktivasyonu arastirmak icin ¢ok farkli bir deney protokolu olusturmak gerekir ve

bu da ayri bir calisma konusudur.
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Sonug ve Oneriler

1. Estrojen, adiposit diferansiyasyon surecinde maruziyet slresine
gore farkli etkiler ortaya koymaktadir. Transkripsiyon faktorlerinin eksprese
edildigi ilk glnlerde 17B-estradiol, adiposite olan diferansiyasyonu inhibe
etmektedir. Buna karsilik ara donemde ise tam tersine diferansiyasyonu
arttirmaktadir. Ancak, terminal donemde ise etkisiz bulunmustur. Benzer sekilde
hicre membranindan gegemeyen bir estrojen analogu olan sidir serum
albumini ile konjuge edilmis 17B-estradiol (E>-BSA), diferansiyasyonu erken
dénemde inhibe etmektedir. Eo-BSA'nin etkileri kisa sureli nongenomik etkiler
olabildigi gibi, ayrica membranal reseptorler araciligiyla ortaya ¢ikan genomik
etkiler de olabilir*®®. ilging olarak, sican koroner endotel hiicrelerinde yaptigimiz
son galismada GPR30 (GPER) agonisti, G1 maddesi ROCK-2 proteinini up-
regiile etmistir'®. Bununla birlikte GPR30 antagonisti olan G15 maddesi,
estrojenin bu etkisini inhibe etmistir. Buradan hareketle, bir bagka c¢alismada
17B-estradiol ve E>-BSA'nin etkilerinin  membranal GPR30 reseptorleri
Uzerinden olup olmadigini test etmek icin GPR30 agonisti G1 ve antagonisti

G15’in kullanildigi ¢calismalara ihtiyac vardir.

2. Diger taraftan progesteronun preadipositlerin adipositlere olan

diferansiyasyon surecine katki yapmadigi gérunmektedir.

3. Bu tezin bir baska sonucu, 17B-estradiolin adiposit
diferansiyasyonu Uzerine olan etkisine Rho/Rho kinaz yolag! aracilik etmedigi

seklindedir.

4, Klasik estrojen reseptorlerini (ERa ve ERp) bloke etmek amaciyla
literatirde yaygin olarak kullanilan ve bizim de bu g¢alismada kullanidigimiz IClI
182,780, esasinda bir GPR30 (GPER) agonisti gibi davranmigs olabilir; bunun da

test edilmesi icin ayri bir calismaya ihtiyag vardir.

5. Adipoz dokudan salinan ve obezitenin gelisiminde 6nemli yeri
oldugu bilinen leptinin hucre kultir medyumunda seviyelerinin estrojen ve
progesteronun tarafindan degistiriimememesi bu adipositokinin

sentez/saliverme mekanizmasinda estrojen ve progesteronun énemli bir katki
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yapmadigini  dustindurmektedir. Ancak literatirde geligkili  sonuglar
bulunmaktadir. Tek bagina test edilen klasik estrojen reseptor blokort ICI
182,780°'in  etkisiz  bulunmasi, 17p-estradiolle elde edilen bulguyu
destekleyebilir. Diger taraftan tek basina kullanilan Y-27632'nin leptin
saliverilmesini arttirlyor olmasi bu sitokinin sentez/saliveriimesinde bir sekilde
Rho-kinaz enziminin rolinu dusundurebilir. Ancak Y-27632'nin genel bir
antiinflamatuar etkisinin bildirilmis oldugu g6z ©Onune alinirsa bu bulgunun

rafinerize edilmesi i¢in daha ileri calismalara gerek vardir.

6. Bu tezin en carpici ve innovatif bulgularindan birisi de, 17p3-
estradiolin adiponektin ve rezistin dlzeyleri Uzerine olan etkisi ve bu etkilere
Rho/Rho kinaz yolaginin katkisinin bulunmasidir. Bu bulgunun klinik énemi
olabilir zira her iki sitokin de insulin direncinin gelismesini veya 6nlenmesini
kontrol eden iki balans maddedir. Bu sayede obezite, obeziteye eslik eden

diyabet ve metabolik sendromun tedavisine yeni bir bakis acgisi getirilebilir.

7. Calismamizda estrojenin  ve progesteronun proinflamatuvar
mediyatorler olarak bilinen TNF-a ve IL-6 sentez/saliveriimesi Uzerine herhangi
bir etki olusturmadi. Buna karsilik, Y-27632 tek basina IL-6 duzeylerini
degistirmezken TNF-o dizeyini anlamli olarak arttirdi. Diger taraftan klasik
estrojen reseptor blokort ICI 182,780 ise tek basina TNF-a seviyelerini
degistirmedi fakat IL-6 dUzeylerini dramatik olarak azatti, bu da ICI 182, 780’in
bilinen reseptér/mekanizmalardan farkl bir sekilde etki ettigini gosterebilir. Bu

hipotezin test edilmesi icin ilave galismalara ihtiyag vardir.

8. Bu tezin bir baska sonucu, 3T3 L1 hucrelerinde gerek estrojenin
gerekse progesteronun RhoA, ROCK-1 ve ROCK-2 protein ekspresyonlarini
degistirmemesidir. Bagska hulcrelerde Ornegin sigan koroner vaskuler hicre
kultirinde ise bu bulgunun aksine 17B-estradiolin, ROCK-2 protein
ekspresyonlarini anlamli olarak arttirdigini bulduk*®®. Bu farklilik, kullanilan
hidcre tipinden, bu hudcrelerdeki estrojen reseptor cesitliliginden veya

dansitesinden kaynaklanabilir.

9. Calismamizda eksik bir nokta, Rho-kinaz ektivitesini arastirmamis

olmamizdir. Rho-kinaz aktivitesi esasinda genellikle kisa sureli deney
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protokollerinde incelenmektedir zira aktivitenin gostergesi olarak genellikle
hedef proteinlerin fosforilasyonu d&l¢iimektedir ¢lUnkli daha uzun sure
incelenecekse fosforilasyonlar ortadan kalkmaktadir. Bu bakimdan biz bu tezde,
hormonlarin daha ziyade uzun sureli etkilere aracilik ettigi bilindigi igin, estrojen
ve progesteronun uzun sureli etkilerini test ettik. Aktivasyon igin tamamen farkh

bir deney protokollu gerekmekteydi ve bu bizim amacimizin digindaydi
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