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OZET

Sican Koroner Mikrovaskiiler Endotel Hiicre Kiiltiiriinde Androjenik ve
Estrojenik Hormonlarin Rho-kinaz Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Bu cahismada sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde androjenik
ve estrojenik hormonlarin RhoA ve ROCK-2 enzim ekspresyonu iizerine etkileri
arastirildi. Bu amacla sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicreleri Kkiiltiire
edildi.

Kiiltiire edilen sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde
androjenik hormon olarak testosteron 10 M- 107 M), estrojenik hormon olarak
17-B estradiol (10 M - 107 M) ve progesteron (10® M - 107 M) 24 saat uyguland,
ROCK-2 ve RhoA enzimlerinin ekspresyonlar iizerine etkisi arastirildi.

Cahsmada Wistar tiirii sicanlar kullamildi. Kalpler Langendorff kalp
perfiizyon sistemine asilarak koroner mikrovaskiiler endotel hiicreleri elde edildi.
Hiicreler kiiltiir flasklarina ekilerek 37°C’de %5 COy’li ortamda inkiibe edildi.
Konfluent olan flasklar pasajlanarak cogaltildi. 3. pasaj koroner mikrovaskiiler
endotel hiicreleri, deneylerden 24 saat once boliinmeleri durdurulup testosteron,
17-p estradiol, progesteron ile 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
flasklardaki hiicreler ise homojenize edilerek Western-Blot yontemi ile RhoA
protein ve ROCK-2 enzim ekspresyon diizeyleri olciildii.

Sonu¢ olarak, 17p-estradiol sican koroner mikrovaskiiler endotel
hiicrelesinde ROCK-2 ve RhoA enzimlerinin ekspresyonunu anlamh bir sekilde
artirirken, testosteron ve progesteron ROCK-2 ve RhoA enzimlerinin
ekspresyonunu etkilemedi. Bu bulgu, 17f-estradiol’un kardiyovaskiiler hastahk
olusumuna katkida  bulunabilecegini, testosteron ve  progesteronun
kardiyovaskiiler etkilerini Rho/Rho-kinaz sinyal yolag iizerinden gostermedigine
isaret edebilir.

Anahtar kelimeler; Rho-kinaz, Testosteron, 17p-estradiol, Progesteron, koroner
mikrovaskiiler endotel hiicreleri.



ABSTRACT

The effect of androgenic and estrogenic hormones on the Rho-kinase expressions
in rat coronary microvascular endothelium cell culture

In this study, we aimed to investigate the possible effect of androgenic and
estrogenic hormones on the RhoA and Rho-kinase ekspressions in rat coronary
microvascular endothelium cell culture. Therefore, we cultured rat coronary
microvascular endothelial cells.

The effect of testosterone (10° M - 107 M), 17-p estradiol (10° M -10"M) and
progesterone (10 M - 107 M) hormones on the expression of ROCK-2 and RhoA
protein was investigated.

Wistar rats were used in the study. Coronary microvascular endothelial cells
were obtained by the mounted rat hearts on a constant-flow Langendorff system.
The cell suspensions were plated and incubated at 37 °C under 5 % CO,. The third
passage coronary microvascular endothelial cells was made quiscent 24 hours
before experimentation and than incubated with testosterone, 17-p estradiol and
progesterone. After the incubation, the cells were homogenized for measuring
RhoA protein and ROCK-2 enzyme expression levels by Western-Blotting
technique.

As a result, 17-p estradiol upregulated the RhoA and ROCK-2 protein
expressions significantly but testosterone and progesterone did not change the
levels of these proteins.

This finding indicates that 17-p estradiol may effect the cardiovascular
system via Rho/Rho-kinase pathway however this pathway does not play a role on
the testosterone and progesterone’s cardiovascular effects.

Key Words: Rho-kinase, Testosterone, 17-f estradiol, Progesterone, coroner
microvascular endothelial cells



1.GIRIS

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde kardiyovaskiiler hastaliklar ve
komplikasyonlar1 en bagsta gelen 6lim nedenlerindendir. 30-50 yas arasi erkeklerde
kardiyovaskiiler hastalik insidanst aym yastaki kadinlara gore daha fazladir.
Kardiyovaskiiler hastalik sikliginin ayni1 yas grubundaki kadin ve erkeklerde belirgin
farklihk goOstermesi, seks hormonlarinimn hastalik gelisiminde rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir (1). Bununla uyumlu bir sekilde koroner arter hastaliklari, kadinlarda
erkekler ile karsilastirildiginda ortalama 10 yil sonra gelistigi bildirilmistir. Bu
gecikmenin nedeni menopoz Oncesinde Ozellikle estrojen olmak iizere kadin seks
hormonlarmin koruyucu etkisine bagl olabilir (2). Menopozla beraber kadinlarda
kardiyovaskiiler hastaliklarda artma ve endotel fonksiyonlarinda bozulma olmaktadir. Bu
artmus risk estrojen tedavisi ile onlenebilir gibi goriinmektedir (3). Baslangicta, hayvan
caligmalar1 ve gozlemsel c¢alismalarda menopoz sonrast hormon tedavisinin
kardiyovaskiiler koruyucu etkisini kuvvetle desteklemistir. Ancak estrojenlerin bu
kardiyovaskiiler koruyucu etkilerinin yani sra hormon replasman tedavi siiresince
zararh kardiyovaskiiler etkilerinin de ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (1). Ornegin Heart and
Estrogen/Progestin Replacement Study (HERS) caligmasida ilk bir yil i¢inde hormon
replasman tedavisi alan grupta kontrol grubuna gore daha sik kardiyovaskiiler problemler
gozlenmistir (4). Plasebo kontrolli Papworth HT Atherosclerosis Study Enquiry
(PHASE) calismasinda 4. yilin sonunda estrojen tedavisi alan grupta koroner olaylar %

23 oraninda daha sik goriilmiistiir (5).

Progesteronlar, estrojen tedavisinin artirdigr endometriyal malignite riskini
azaltmak i¢in siklikla eklenmektedir. Ayrica progesteron, estrojenlerin vaskiiler etkisini
degistirebilmektedir. Progesteron anti-aterosklerotik etkilerini yiiksek dansiteli
lipoproteinin (YDL) diizeyini, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ekspresyonunu ve
prostaglandin iiretimini artirarak, buna karsilik diisiik dansiteli lipoproteinin (DDL)
diizeyini azaltarak olusturmakdir. Diger taraftan istenmeyen kardiyovaskiiler etkilerini

ise estrojenlerin antioksidan etkilerini azaltarak gostermektedir (6).



Baglica erkek seks hormonu olan testosteron YDL’nin azalmasina ve
trigliseritlerin artmasina yol acar (7). Lipoprotein diizeylerindeki bu degisiklik
kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan bir risk faktorii gibi goriilmesine ragmen, koroner
arter hastaligi (KAH) olan erkeklerde diisiik testosteron diizeylerinin saptanmasi, ve
ayrica myokard infarktiisi (MI) geciren erkeklerde endojen testosteron diizeylerinin
diisiik oldugunun gosterilmesi, testosteronun koroner arter hastaligina karst koruyucu bir
rolii olabilecegini akla getirmistir (8). Testosteron direkt androjenik etkilerinin yamn sira

estrojene doniiserek ateroskleroz gelisimini etkileyebilir (8).

Ateroskleroz gelisiminin ilk basamagmin endotelyal disfonksiyon oldugu
diisiiniilmektedir (9). Saglikl bir endotel kan ve damar duvari arasinda sadece fizyolojik
bir bariyer olmanin disinda aym1 zamanda ¢oklu endokrin ve parakrin fonksiyonlar1 olan
bir organ olarak tammlanmaktadir. Ilaveten hemodinamik degisiklikleri ve dolasim
kaynakli sinyalleri algilayabilir ve vazoaktif maddeler salarak bunlara cevap verebilir.
Fizyolojik sartlarda endotelyum vaskiiler kontraksiyon, 16kosit adezyonu, vaskiiler diiz
kas hiicre biiylimesi ve trombosit agregasyonu iizerinde bir dizi biyolojik molekiiliin

tiretimi yoluyla inhibitor bir regiilator olarak rol oynar (10).

Damar endotel hiicreleri, ayni diiz kas hiicresi gibi kontraktil elementlere sahiptir.
Dolayisiyla bu hiicreler cesitli stimuluslara yanit olarak kontraktilite seklinde yanit
verebilir. Rho benzeri kiigiik GTPaz olan RhoA, aktomiyozin kasilmasm arttirir ve bu
sekilde intraselliiler kavsak biitiinliigiinii bozarak endotelyal bariyer disfonksiyonuna
neden olur (11). Elde edilen bir ¢cok veri gostermektedir ki Rho’nun alt efektorlerinden
Rho-kinaz (ROCK), okside DDL, bakteriyel toksinler ve vaskiiler endotel biiyiime
faktorii (VEGF) gibi cesitli vazoaktif ajanlar tarafindan indiiklenen endotelyal
hiperpermeabilitede rol oynar (12). Kiiciikk molekiil agirlikl (yaklasik 20 kDa) bir G
proteini olan Rho, bir ¢ok dokuda Ca®* duyarlasmasina aracilik eder. Bu fenomen,
myozin hafif zincir fosforilasyonunun ve bunu takiben olusan kasilma giiciiniin,
intraselliiler Ca®* konsantrasyonundan bagimsiz olmasi olarak tanimlamir. Diger bir
ifadeyle, hiicre ici Ca®* diizeyleri sabit oldugu zaman bile, agonistle indiiklenen
kasilmanin yeterli bir sekilde siirdiiriilmesi, esasen Rho/Rho-kinaz sinyalizasyon yolagi

ile siirdiiriiliir (13). Heterotrimerik G proteinleri ile kenetli ¢esitli reseptorlerin aktive



edilmesi, hiicre ici Ca®* diizeylerini artirabilir. Kalsiyum, kalmoduline baglanarak
myozin hafif zincirini fosforile etmek i¢in myozin hafif zincir kinazi stimiile eder
(14,15). Bu enzim myozini fosforile ederek kasilma olaymi baslatir. Diger taraftan
myozin fosfataz denen bir enzim de, myozini defosforile ederek kasilma olayini tersine
cevirir. Ca®* duyarlasmasindaki esas mekanizmanin myozin hafif zincir kinazin
stimiilasyonundan ziyade, myozin fosfotazin Rho-kinaz tarafindan fosforile edilerek

inhibe edilmesi oldugu iddia edilmektedir (16,17).

Estrojenin in vivo olarak disi sicanlarin serebral dolasiminda vaskiiler Rho-kinaz
fonksiyonlarmni baskiladigini gostermis olmalarma ragmen, tavsan mesane diiz kasmda
estrojenlerin ROCK ekspresyonunu ve aktivitesini artirdig: gosterilmistir (18,19). Ayrica
insan umblikal ven endotel hiicre kiiltiiriinde estrojenin ve progesteronun, Rho-kinazin
alt efektorii olan moezinin fosforilasyonunu artirdig1 gosterilmistir (20,21). Bunun yani
sira androjenlerin sigan renal damarinda ROCK ekspresyonunu ve aktivitesini artirdigini
bildirilmistir (22). Rho/Rho-kinaz yolag: aktivitesinin artmasmin sadece damar diiz kas
kasilmasina katki saglamadigi ayn1 zamanda inflamatuar aterosklerotik lezyonlarin
olusmasma da neden oldugu ve ROCK inhibitorii fasudilin bu lezyonlarin gelismesini
onledigi bildirilmistir (23). Ayrica hidroksifasudil, kopek efor anjinasindaki myokardial
iskemiyi Onlemistir (24). Bu caligmalar 1s18inda gelisen pek cok kardiyovaskiiler
komplikasyonlarin Rho/Rho-kinaz yolagmin aktivasyonundaki artis ile ilgili olabilecegi
ileri siirtilebilir. Rho/Rho-kinaz yolaginin aktivasyonu spesifik olarak inhibe eden

ajanlarin kullanilmast bu patolojik durumlarin tedavisinde yararl olabilir.

Estrojenik hormonlarin kardiyovaskiiler koruyucu etkileri bildirilmistir (3). Bu

etkiye aracilik eden mekanizmalar §0yle siralanabilir ;

1. Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enzim ekspresyonunu arttirir.

2. NADPH oksidaz ekspresyonunu inhibe ederek, siiperoksit ve peroksinitrit
tiretimini azaltarak antioksidan etki gosterir.

3. Lipoprotein oksidasyonunu inhibe eder, aterosklerotik lezyon olusumunu
azaltir, damar icerisinde kollajen birikimini inhibe eder.

4. Renin ve anjiotensin doniistiiriicti enzim (ADE) salinimini inhibe eder.



5. Endotelyal hiicrelerden vazokonstriktor bir madde olan endotelin 1 (ET-1)

salinimini inhibe eder (1).

Buna  karsilk  androjenik  hormonlarin  tam  tersi  kardiyovaskiiler
komplikasyonlara aracilik ettigi genellikle rapor edilmistir (7). Diger taraftan son
zamanlarda androjenik hormonlarin bir takim yararh etkileri de bildirilmistir (8). Ancak,
koroner endotel hiicrelerinde estrojenik ve androjenik hormonlarin molekiiler diizeydeki
etkileri ¢ok 1yi anlasilmamistir. Bu nedenle sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicresi
kullanmak suretiyle kadin ve erkek seks hormonlarinin (estradiol, progesteron ve
testosteron) Ozellikle Rho/Rho-kinaz yolag: iizerindeki etkilerini inceledik. Bu amacla
estradiol, progesteron, testosteron ve estrojen reseptor blokorii ICI 182,780’ n ve onlarin
kombinasyonlarinin Rho ve ROCK ekspresyonu ve ROCK aktivitesi iizerine etkileri

Western blot analizi ile degerlendirildi.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Endotel

Endotel, kan damarlarimin limen yiizeyini doseyen tek sirali hiicrelerdir. Bu yapi,
ortalama 1 kg agirhigindadir ve 1-6x10" hiicreden olusmaktadir (25). Endotel terimi ilk
defa 1865 yilinda His tarafindan tamimlanmistir. Gecen 25 yila kadar onemi pek
bilinmeyen endotel, prostasiklin, nitrik oksit (NO) gibi tiirevlerinin otokrin etkilerinin
bulunmasindan sonra dnem kazanmistir (26). Endotel lokal doku ile kan dolasimindaki
komponentler arasindaki direk temasta ¢ok onemli bir rol oynar. Ayrica endotel, damar
tonusu, hiicresel adezyon, koagiilasyon, inflamasyon ve gecirgenlik gibi bir ¢ok lokal

kan damar1 fonksiyonlarini diizenler (27).

2.1.1 Damar Tonusunun Ayarlanmasi

Dokularda kapiller diizeyinde kan akiminin sabit tutulmasi arteriyol ve
postkapiller veniillerin tonusundaki degisimler ile saglanir. Burada akimin diizenlenmesi,
vaskiiler yataktaki diren¢ degisikliginin olusabilmesine baghdir (28,29). Endotel bir ¢cok
giiclii lokal aktif mediyatorleri iiretebilir ve tepki verebilir. Bu mediyatorlerden en
Oonemli olanlari; NO, prostasiklin, anjiyotensin II (A-II), endotelin ve endotel kaynakli
hiperpolarize edici faktordiir (EDHF) (30). Normalde sabit doku perfiizyonunun
stirdiiriilmesi, vazodilatator ve vazokonstriiktor etkilere sahip bu mediyatorlerin vaskiiler
yataktaki direnci diizenlemesi ile saglanir. Bu mediyatorler, hiicre-hiicre adezyonu,
trombozis ve fibrinolizis gibi diger endotel fonksiyonlarmma da etkilidirler (30).

Endotelden salinan baz1 gevsetici faktorler ve etki mekanizmasi Sekil 1’de gosterilmistir.
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Sekil 1. Endotelden salinan gevsetici faktorler ve etki mekanizmalari (31).

2.1.1.1 Nitrik Oksit (NO)

NO, aminoasit L-argininden endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) aracilig: ile
endotel hiicre yiizeyine uyariya yanit olarak iiretilir (32). Bu enzim plazma membraninda
kaveoline tutunmus sekilde kaveol i¢inde yerlesmistir. inaktif olan bu form, hiicre ici
kalsiyumun artis1 sonucunda olusan kalmodulinin kaveolinden ayrilarak aktif formuna
doniisiir (33). Kalsiyumun artig1 i¢in uyari, reseptor aracili agonistler ile olur. Bu
agonistlere Ornek, asetilkolin, substans P maddesi ile “shear stress’” gibi fiziksel

uyarilardir. NO kolayca diffiize olabilen bir gazdir. NO hem damar liimenine hem de



cevredeki diiz kas hiicrelerine ve dokularma etkilidir. Cevredeki diiz kas hiicrelerine
diffiize olan NO, guanilat siklaz aktivitesini arttirir ve sonucunda biiyiik miktarda siklik
3,5-guanosin monofosfat (cGMP) olusur. Artan cGMP miktar1 diiz kas hiicrelerinde,
hiicre i¢i kalsiyum diizeylerini azaltarak diiz kas gevsemesini saglar (34). N-monometil-
L-arginin (L-NMMA) gibi arginin anologlart NO iiretimini yarigmali olarak
engelleyebilir. Bu madde insanlarda NO’nun fonksiyonlariin anlagilabilmesi igin
caligmalara olanak saglamistir. Ornegin, saglikli goniilliilerde brakiyal artere L-NMMA
inflizyonu yapilarak onkolun kan akiminda azalma goriilmesi, bazal vaskiiler tonusun
ayarlanmasinda temel rol oynadigin1 gostermistir (35). Ayrica, benzer calismalar koroner
ve pulmoner dolasimla ilgili olarak da yapilmis ve insanlarda kan akiminin

diizenlenmesinde endotelyal NO iiretiminin 6nemi gosterilmistir (36,37).

NO biyoyararlaniminda sentezini etkileyen faktorlerin yaninda, yikimi etkileyen
faktorlerinde 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (38). eNOS aktivitesindeki degisiklik
icin temel kofaktor tetrahidrobiopterindir. Saglikli insanlarda, bu kofaktoriin
uygulanmas1 NO iizerinde bir etki olusturmazken, sigara icenlerde ve
hiperkolesterolemisi olan insanlarda bu bilesigin bozulmus NO aktivitesini diizelttigi
gosterilmistir (39). NO aktivitesinin diizenlenmesinde potansiyel olarak dnemli ve en ilgi

cekici bilesik siiper oksit (O,) anyonudur.
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Sekil 2. Nitrik oksidin NOS enzimi etkisiyle L-arginin aminoasidinden sentezlenmesi (40).

Siiperoksit anyonlar1 bazi reaksiyonlar sonucunda normal metabolizma iiriinii olarak
ortaya cikabilir ve bu molekiil diger serbest radikallerle reaksiyona girebilir veya
siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan hidrojen peroksit (H,O,) ve oksijene
parcalanabilir. Stabil olmayan O, ve NO molekiilleri reaksiyona girerek peroksinitrit
(ONOQO) bilesigini olusturur ve bu da diger oksijen radikallerini meydana getirebilir. Bu
bilesigin yar1 Omriiniin kisa siireli olmasi nedeniyle bu yolun calisilmasi giictiir ve
farmakolojik olarak modiile etmek yetersizdir. Bazi arastirmacilar, SOD inflizyonu
yaparak lokal yikimini arttirip, O, diizeylerini diisermeye c¢alismislardir. Ancak bu
yaklasim saglkli kosullarda direngli damarlarda NO aktivitesini diizenliyor gibi
goriinmemistir. Son yapilan ¢alismalarda; endotele bagh siiperoksit dismutaz (ecSOD)
enzim aktivitesinin damarlarda NO bagimli endotel fonksiyonu ile yakm iligkili oldugu
gosterilmistir. NO aktivitesinin azalmasi ve oksidatif stresin artmasi ile iligkili hastalik
durumlarinda, SOD infiizyonu NO aktivitesini diizeltmez. Ancak boyle durumlarda bazi
antioksidan tedaviler NO aktivitesini diizeltebildiginden, bazi arastiricilar ¢aligmacilar
NO’yu reaktif oksijen radikallerinin inaktive ettigini ileri siirmiislerdir (41,42). NO’nun
bu vaskiiler etkilerine ek olarak, ayrica giiclii bir 16kosit adezyonu ve trombosit

aktivasyonunda bir inhibisyon yapmasidir.



2.1.1.2 Prostaglandinler

Endotel hiicreleri cesitli prostaglandin (PG) molekiillerini iiretebilir. Bu
molekiillerin {iretimi ve metobolizmasi, bulundugu doku ile iliskili olarak degisir.
Prostasiklin  (PGI;) ve tromboksan A, (TXA;) endotelin (iirettigi baslica
prostaglandinlerdir. Hedef hiicre yiizeyindeki spesifik reseptoriine baglanan PGI,, cAMP
diizeylerini arttirarak vazodilatasyona yol acgar. Ayrica, PGI, giiclii bir trombosit
agregasyon inhibitoriidiir. TXA, ise vazokonstriiktdr ve trombosit agregasyonu yapici
ozelligi tasir. Normal fizyolojik kosullarda PGI, nin etkisi baskindir. Ancak bu fizyolojik
durum bozuldugunda vasokonstriiktor prostanoidlerin daha 6n plana gecmesi olasidir

(43,44).

2.1.1.3 Anjiyotensinler ve Kininler

Renin-anjiyotensin sistemi (RAS), sistemik vaskiiler etkilerin yaninda lokal
vaskiiler kontroliin saglanmasini da saglar. Anjiyotensin II (A-II), damar duvarinda
anjiyotensin doniistiiriici enzim (ADE) tarafindan olusturulur ve vazokonstriiktor,
protrombotik, oksidan ve aterojenik etkileri vardir. A-II ayn1 zamanda etki ettigi reseptor
tipine gore tam tersi etkiler gostererek kendi etkisini dengeleyici Ozellige de sahiptir.
Ornegin AT, reseptoriiniin uyarilmasi, endotel hiicrelerinde NO ve vazodilatator PG nin
salmmmma yol acar. Buna karsin diiz kas hiicrelerinde ise vazokonstriiksiyon,
NADP/NADPH oksidaz sisteminin uyarilmasi ile O, olusumuna ve endotelin-1
salimmmina yol acar. Ayrica AT reseptorleri, bilyiime faktorlerinin salmimini arttirarak
diiz kas hiicrelerinde hipertrofi ve proliferasyonu destekler. Bu durumda, fonksiyonel

saglikl1 bir endotel anjiyotensinin fizyolojik etkilerini diizenlemektedir.

Bradikininin fizyolojik etkilerinin 6nemi, doku ADE konusundaki bilgiler
arttikca daha iyi anlasilmistir. Bradikinin; endotelden de salinan kininojenler iizerinden
endotelyal kallikrainden iiretilir. Insanlarda bradikinin endotel hiicrelerindeki B, kinin
reseptorlerine baglanir ve vazodilatator maddelerin salinimini saglar. Bradikinin ADE

tarafindan metabolize edilir. ADE inhibisyonun, radiyal arterde NO bagiml



vazodilatasyonu arttirdig1 calismalarda gosterilmistir (45). Bu calismalar, ADE
inhibitorlerinin bazi yararli etkilerinin bradikinin iizerine olan etkilerinden dolay1

oldugunu diistindiirmektedir (45,46).

2.1.1.4 Endotelinler

Endotelinler (ET), parakrin aktivite ve giiclii vazokonstriiktor etkiye sahip ii¢
peptid hormondan olusmaktadir. Insan endotel hiicreleri endotelin-1 (ET-1) sekresyonu
yaparlar. Saglikli insanlarda endotelin antogonistlerinin bazal diizeyde salinimi ile 6n kol
kan akimmu artar (47). Sistemik diizeyleri kalp yetmezliginde, hipertansiyon ve akut renal
yetmezlikte artar. Selektif iki ET reseptorii alt tipi belirlenebilmistir (ETs ve ETg).
Endojen ET-1, ET4 aracilig1 ile bazal koroner arter tonusunun siirdiiriilmesine katkida
bulunur ve ayrica insanlarda koroner kollateral kan akiminin diizenlenmesinde de onemli

role sahiptir (48).

2.1.1.5 Endotel Kokenli Hiperpolarize Edici Faktor (EDHF)

Bu tamimlanamayan bilesiklerin temel 0©zelligi diiz kas hiicrelerinde
hiperpolarizasyona yol agmalaridir. Endotelyal diiz kas hiicrelerinde hiperpolarizasyona
yol acan, ancak arginin analoglar1 veya siklooksijenaz inhibitorlerleri tarafindan
etkilenmeyen cesitli maddelerin salindig1 gosterilmistir (49). Diiz kas hiicrelerinde
kalsiyum ile aktive olan potasyum kanallarinin inhibisyonu bu hiperpolarizasyonu

ortadan kaldirir.
Sonug olarak endotel bir ¢cok sayida gii¢lii lokal maddeleri iiretebilmekte ve lokal

kan akimini diizenleyebilmektedir. Dahasi, bu faktorler direk olarak vaskiiler liimenin

icinden salinir ve ¢evredeki lokal dokunun yani sira dolagimdaki hiicreleri de etkilerler.

2.1.2 Dolagimdaki Hiicre Fonksiyonunun Diizenlenmesi



Endotel, kan dolasimindaki hiicreler ile cevre dokular arasinda ayiricit bir
yiizeydir. Yar1 gecirgen olan membran, lokal aktif molekiiller sentezleyerek veya
dolasimdaki hiicrelere uygun tamamlayici ylizey reseptorleri sentezleyerek dolasimdaki
hiicrelerin fonksiyonlarin1 diizenlemesine izin verir. Saglhkli bir arterde lokositler,
eritrositler ve trombositler endotele yapismaz veya lokal dokulara gé¢ etmez. Normal
fonksiyon goren bir endotel, inflamatuar hiicrelerin doku hasarinin oldugu bolgelere
gociinii diizenler. Fakat bu mekanizmanm anormal c¢aligmasi, aterosklerozun erken
lezyonlariin olusumuna katkida bulunabilir (Lefer 1996). Hiicre-hiicre adezyonu 3 ana

hiicre adezyon molekiil ailesi arasindaki iliskilere baghdir.

Selektinler; glikoproteinlerdir ve hiicreler arasindaki etkilesimin erken
doneminde rol alirlar. P-selektin muhtemelen en onemlisidir. P selektin, trombositlerin
G- graniillerinde ve endotel hiicrelerinin Weibel-Palade cisimciklerinin i¢inde bulunur.
Endotel aktivasyonu ile hiicre ylizeyinde hemen eksprese olur ve dolagimdaki nétrofil ve
trombositlere karsi reseptor olarak baglanir. Bu baglanma zayif bir reaksiyondur ve
hiicre yuvarlanmasina yol acar. Dolasimdaki hiicrelerin yiizeyinde bulunan [2-
integrinler, endotel hiicre yiizeyindeki immunoglobiilin siiper ailesi grubundaki adezyon
molekiillerine baglanarak daha giiclii bir baglanti meydana getirir. immunoglobiilin
stiper aile adezyon molekiilleri JCAM-1 ve PECAM-1) endotel hiicre yiizeyinde artar ve
lokal kemotaktik faktorler endotele dogru hiicre gogiinii kolaylastirir. Tiimor nekrotizan
faktor (TNFa ve TNFy), IL-1 ve IL-4 gibi sitokinler endotel hiicreleri iizerine etki eder
ve onlar1 proadheziv hale getirirler. Boylece endotel; trombosit, 10kosit ve monosit gibi
dolasimdaki hiicrelerin gociinii diizenler. NO'nun da in vitro olarak endotel hiicre
yiizeyindeki adezyon molekiillerinin ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir (50). Bu
adezyon molekiilleri kan dolasimina salmir ve sistemik lupus eritematozus ve akut sepsis
gibi endotel hiicre hasari ile iligkili hastaliklarda serumdaki diizeyleri artar ve genellikle
kandaki diizeyleri hastalik sonuglari ile iligkilidir. Gergekte giderek artan epidemiyolojik
veriler; bazi1 adezyon molekiillerinin veya bunlarin ekspresyonunu uyaran sitokinlerin
saglikli insanlarin serumunda artmis olarak saptanmasmin kardiyovaskiiler riskin

belirlenmesinde yardimci olabilecegini gdstermistir (51).

Endotel ile dolagimdaki hiicreler arasinda adezyonun diizenlenmesinde endotelin



yant sira dolasimdaki hiicreler tarafindan salinan aracilar da rol oynar. Trombosit
agregasyonu sirasinda trombositler ET-1, von Willebrand faktorii (vWf) gibi
prokoagiilan ve vazokonstrikktor maddelerin salmimi icin endoteli uyarirlar. NO,
trombosit aktivasyonu ve agregasyonunu inhibe edebilir. Trombosit yiizeyindeki P-
selektin ekspresyonunu azaltabilir ve fibrinojenin ¢apraz baglanmasi i¢in gerekli olan 2
integrin proteini glikoprotein I1b-11Ia’nin yapisal degisimini inhibe edebilir (52). Saglikli
endotelde hem NO hem de PGI, trombosit aktivasyonunu inhibe edebilir ve bu 6zellik
endotelin NO iiretiminin azaldig1 durumlarda degisebilir (53).

2.1.3 Koagiilasyon ve Fibrinolizisin Diizenlenmesi

Trombiis olusum siireci dolasimdaki trombotik ve fibrinolitik faktorler arasindaki
dengeye baghdir (54). Aterosklerozun ilerlemesinde tromboz olusumu temel rol
oynamaktadir. Tromboz akut arteriyal tikanma neticesinde akut koroner sendrom
olusumuna neden olur. Trombiis olusum siireci birden ¢ok reaksiyonu icerir. Primer
hemostazda, ilk 6nce platelet agregasyonu olusur ve daha sonra trombin iiretimi ve fibrin
olusumuna neden olan koagiilasyon basamaklarmin aktivasyonu ile sonug¢lanan bir dizi

reaksiyonlar baslar (Sekil 3). Bu siirecte endotel bircok boliimde diizenleyici rol oynar.
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Sekil 3. Klinik olarak 6nemli koagiilasyon reaksiyonlarinin bazilarmin 6zeti (31).

Endotel hiicreleri vWf{, fibronektin ve trombospondin gibi molekiilleri sentezler.
vW{, trombositleri subendotelyal matrikse ve diger trombositlere baglayan yapistiric
gorevi goriir. Fibronektin, fibrin monomerlerini ¢apraz baglar ve trombospondin ise lokal
fibrinolizisi azaltarak platelet agregasyonunu destekler. Bu form primer hemostatik

cevabin olusturulmasinda 6nemli bir paya sahiptir.

Saglikli endotel antikoagiilan bir membran gorevi goriir. Trombin, fibrinojenin
fibrine doniistimiinde temel molekiildiir. Koagiilasyon kaskadindaki diger enzimlerin
aktivasyonunda oldugu gibi trombinin aktive edilmesinde de endotel en Onemli
diizenleyicidir (55). Bu enzimlerin bir¢cogu serin proteazlardir ve endotel de bir serin
proteaz olan antitrombin iiretir. Bu rolatif olarak zayif bir molekiildiir, ancak endotel

yiizeyine eksprese olan heparin benzeri molekiillerle aktivitesi artar. ikinci endotelyal



antikoagiilan yolu da protein C sistemidir. Endotel hiicreleri trombomodulin reseptorii ile
trombine baglanir. Sadece endotel hiicrelerinde bulunan reseptdre trombin baglaninca,
protein C aktivasyonu ile koagiilasyon kofaktorleri parcalanir ve plazminojen aktivator
inhibitor-1 (PAI-1) inaktive olur. Endotel hiicreleri ayrica, doku faktorii yolu inhibitorleri

araciligi ile ekstrensek yolu da inhibe ederler.

Fibrinolitik yol, fibrini yikar ve piht1 olusumunu azaltir. Dolasimdaki kanin
fibrinolitik aktivitesini doku plazminojen aktivatorii (tPA) ve PAI-1 arasindaki denge
belirler. tPA, plazminojeni plazmine doniistiiriir ancak PAI-1, tPA aktivasyonunu inhibe
eder. tPA endotelden devamli bazal diizeyde salinir ve hizlica aktive olan sekretuar

depolar1 da vardir. Normal sartlar altinda endotel cok az miktarda PAI-1 iiretir.

Son c¢aligmalar, fibrinolitik aktivitenin ve lokal koagiilasyon diizenlenmesinde
bradikinin ve NO gibi endotel kaynakli mediyatorlerin rolii oldugunu gostermistir

(56,57).

2.2 Seks Hormonlan

2.2.1 Estrojen

Dogal estrojenler estradiol, estron ve estriol’dur. Estradiol kadinlarda estrojenik
etkiden sorumlu ana hormondur. Estradiol etki giicii en yiiksek olan dogal estrojendir.
Viicutta kismen estrona doniigiir. DOniistim iki yOnliidiir; bu nedenle estron ayni
zamanda estradioliin ana prekiirsoriidiir. Bunlardan olusan estriol’iin estrojenik etkinligi
daha zayiftir. Estrojenler diger steroid hormonlara oranla daha kiiciik dozlarla etki

olustururlar. Tablo 1’de kadinlarda giinliik iiretilen seks hormon miktar1 verilmistir.



Reprodiiktif Postmenopozal Ovaryumlan
mg/glin mg/glin Almanlarda
mg/giin
Estrojen 0.350 0.045 0.045
Dehidroepiandrosteron 6-8 1.5-4 1.5-4
DHEA-S 8-16 4-9 4-9
Androstenedion 2-3 0.5-1.5 04-1.2
Testosteron 0.2-0.25 0.05-0.18 0.02-0.12

Tablo 1. Seks hormon miktarlar1

Seks hormonlar1 plazmada albiimine ve seks hormon baglayan globuline (SHBG)
baglanarak tasmirlar. SHBG karacigerde yapilir ve sentezi estrojenler tarafindan arttirilr,
artma sentez yapan enzimlerin indiiksiyonu sonucu meydana gelir. Estrojenler, SHBG‘e
yiiksek afiniteli bir sekilde baglandiklar1 halde, albiimine gevsek bir sekilde baglanirlar.
Ancak albiimin SHBG’e gore cok daha yiiksek kapasiteli baglanma yeridir. Estradiol ve
estron karaciger hiicrelerinde iki yonlii bir reaksiyon ile birbirlerine doniistiiriiliir.
Estradiol’iin estrona doniigiimiinii saglayan enzim 17-f hidroksisteroid dehidrogenazdir.
Estradiol ve estronun karaciger ve bazi diger dokularda olusan en 6nemli metaboliti
estriol’diir. Bu doniisiim 16-a hidroksilaz enzimi ile 16-hidroksiestron iizerinden olur.
estradiol ve estronun estriole doniisiimii bunlarin estrojenik etkinligini onemli 6lciide
azaltir. Estradiol, estron ve bunlardan olusan estriol, karacigerde siilfirik asit ve
glukronik asitle konjuge edilerek inaktif duruma getirilir. Bu konjugatlarin bir kismi
safra icinde itrah edilir, fakat safra i¢inde ince barsaga giden konjugatlar enterohepatik
siklusa girerler. Konjugatlarin kalan kism1 bobreklerden idrar i¢inde atilir (58). Estrojen

sentezi sekil 4’de gOsterilmistir.
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Sekil 4. Estrojen Sentezi (59)

2.2.1.1 Estrojenin Etkileri

2.2.1.1.1 Estrojenin Seks Karakteristikleri ve Genital Kanal Uzerine Etkileri

Estrojen kadinlarda memelerin biiylimesi, kalca ve uyluklarda yag toplanmasi ve
kadinsal davraniglarin ve libido artisim saglar (58). Estrojen pubertede uterusun
biiyiimesini, menstriiel siklusun ilk yarisinda endometriyum hiicrelerinde proliferasyonu
ve uterus kontraktilitesini artirir, vajinada epitelin kalinlagmasim1 ve keratinizasyonunu

saglarlar, hiicrelerin glikojen icerigini ve vajina ortamini asitlestirir, vaskiilaritesini



arttirir (58).

2.2.1.1.2 Estrojenin Kemik ve Metabolizma Uzerine Etkileri

Estrojenler, kemik matriksinin normal sekilde siirdiiriilebilmesi ve matrikste Ca*
cokmesi icin gereklidirler ve kemikte Ca* rezorbsiyonunu inhibe ederler. Ostrojenler
HDL ve VLDL sentezini artirirken LDL sentezini inhibe eder, total kolesterol diizeyini
diisiiriir, safranm kolesterol icerigini, protein sentezini, koagiilasyon faktorlerinin
sentezini artirir (II, VII, IX, X). Ayrica su ve tuz emilimini artirirlar. Estrojenler

Antitrombin III sentezini azaltirlar (58).

2.2.1.1.3 Estrojenin Damar Fonksiyonlan Uzerine Etkileri

Klinik ve deneysel caligmalar estrojenlerin YDL’yi arttirdigini ve DDL’yi
azaltarak lipoprotein profilini iyilestirdigini gostermistir. Bununla beraber deneysel
aterosklerozda, damar duvarinda yag cizgisi birikimi dolagimdaki kolesteroldeki bu
degisiklikler olmasa bile Onlenebilmektedir. Estrojenlerin dolasimdaki lipoproteinlere
yararlt etkileri aracihigiyla vaskiiler koruyucu etkisi, damar iizerine etkinin kiigiik bir
kismin1 olusturur. Buna gore son ¢aligmalar 6strojenin damar duvarindaki direk etkisini

gostermektedir (60) (Sekil 5).
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Sekil 5. Estrojenin endotel hiicresi iizerinde genomik ve non-genomik etkileri (61).

Estrojenin damar diiz kas hiicresinde alfa ve beta reseptorii vardir. Estrojen
reseptorleri klasik olarak hiicre niiklesu i¢inde bulunan ligand aktive edici transkripsiyon
faktorleri olarak diisliniilir ve hormon baglanmasina yanit olarak olusan gen
ekspresyonunu diizenler. Bu mekanizma genomik etki olarak adlandirilir ve dolasimdaki
lipidler ve koagiilasyon faktorlerinin diizeyleri gibi estrojenin uzun donem etkinin
olusmasinda rol oynar. Estrojen reseptorlerinin ayrica hizli olusan etkileride vardir (62).
Bu etki gen ekspresyonu degisikliklerine bagli olmamasi nedeniyle non-genomik etki
olarak adlandirilir. Estrojenin bu hizli etkileri kaveola denilen hiicre membran iletiminde

yerlesen estrojen reseptorlerinin araciligiyla olur.

2.2.1.1.4 Estrojenin Endotel Uzerine Etkileri

Endotelin koruyucu rolii NO salinimina baghdir. NO, trombosit agregasyonunu

Onler ve damar diiz kas hiicrelerini gevsetir. 1980’lerin sonlarinda Gisclard ve



arkadaslar1 Ostradioliin, tavsan arterinde endotelden kaynaklanan NO’nun etkisini
giiclendirdigini gostermistir (63). Bununla beraber endotel hiicrelerine estradioliin uzun
siire maruziyeti sonucunda NO’nun yar1 Omrii uzamistir. Bunun nedeni endotelyal
sliperoksit anyonunun azalmasidir. Ciinkii bu reaktif oksijen radikali, NO’nun temel
inaktivatoriidiir. Estradiol siiperoksit anyonunu azaltarak, NO yikimim azaltir (64).
Endotelyal biitiinliigiin 6nemi hiperkolesterolemik hayvan modellerinde endotelin
soyulmasmi takiben aterosklerotik lezyonlarm hizlanmasi ile gosterilmistir (65). Bunun
yanmda tekrarlayan mekanik ve/veya immiinolojik hasarlara endotelin morfolojik ve

fonksiyonel degisiklikleri katkida bulunmaktadir.

Estrojenlerin, tiim hayvan modellerinde yag cizgisi olusumunu Onledigi
gosterilmistir. Yag cizgisi estradiol ile tedavi edilen farelerde 3-4 kat daha azdir.
Estrojenler endotel disfonksiyonunu Onleyebilir hatta geriye dondiirebilir. Yag cizgisinin
ilerlemesinde ve yapiminda immiino-inflamatuar sistemin rolii incelenmektedir. Bunun
icin monosit-makrofaj birikimi kesinlikle gereklidir ve immiin sistem bu siireci
hizlandirir.  Estrojenlerin  yararli etkisi T ve B lenfositi eksik olan farelerde

gosterilememistir, bu da immiin sistemin 6nemli etkisini gdstermektedir (66).

Aterosklerotik siire¢ iizerine estrojenin etkisi, biiylik oranda bulunan vaskiiler
patolojinin durumuna baghdir. Aterosklerozun olmadig: veya erken belirtilerinin oldugu
damarlarda, estrojen aterosklerotik lezyonlarin ilerlemesini ve gelismesini Onler gibi
goriinmektedir. Estrojenin total kolesterol ve DDL kolesterolii diisiirerek, antioksidan ve
vazodilatator etki araciligi ile kardiyovaskiiler sistemde genis ¢apli koruyucu etkisi
oldugu gosterilmistir. Estrojenin ayrica transkripsiyonel endotelyal NO sentaz
diizenlemesi ve NO salinimin1 uyarmasi araciligi ile direk ateroprotektif etkisi vardir. Bu
endotelyal fonksiyonu 1iyilestirir, vazodilatasyonu arttirir ve hasara karst kan
damarlarmin yanitin1 6nler. Bundan baska, estrojen aterosklerozun erken evrelerinde rol

oynayan birka¢ proinflamatuar molekiilii azaltir (67).

2.2.1.2 Postmenopozal Hormon Tedavisinde Kullanilan Ajanlar
2.2.1.2.1 Oral Estrojenler



Gastrointestinal sistemde hizli inaktive oldugu icin kullanilamayan dogal
Ostradioliin, 17. karbonuna etinil grubu eklenerek elde edilen formu 17-beta estradiol
suda coziinmekte ve emilimi artmaktadir. Oral alimi takiben portal sistemdeki estrojen
konsantrasyonu periferdekinden dort-bes kat daha yiiksektir. ilk gegis etkisi nedeniyle
karacigerde yiikksek seviyelere ulasan estrojenler karacigerdeki protein baglayan
globiilinler, pihtilagsma faktorleri, renin substrat ve trigliserid artig1 gibi bazi proteinlerin
sentezinde artiy meydana getirir. Ilkgecis etkisi nedeniyle karacigerde yiiksek
konsantrasyonlar1 lipid profili iizerine olan olumlu etkilerini saglar (hepatik lipazi
azaltarak). Oral uygulamanin lipid profiline olumlu etkisi, genis se¢eneklerin bulunmas,
maliyet ve kullamm kolayligi gibi avantajlar1 vardir. Bunun yaninda ilaglarin
emilimlerinin farkli olmasi, yiiksek doz ilaca ihtiyag, karacigerde bazi proteinlerin
sentezini degistirmesi, safra tasi olusumunu arttirmasi gibi dezavantajlar1 da mevcuttur.
Sentetik estrojenler metabolik yan etkileri ve uzun yarilanma Omiirlerinden dolayi

postmenopozal hormon replasman tedavisinde kullanilmamaktadir.

2.2.1.2.2 Transdermal Estrojenler

17-B estradiol’iin etanoldeki ¢oziinmiis soliisyonunu iceren rezervuar sistemidir.
Bu sistem daha stabil bir serum diizeyi saglar. Direk dolasima karisarak karacigerden ilk
gecis metabolizmas1 olmamas1 nedeniyle pihtilagsma faktorlerini arttirmaz. Vazomotor
semptomlar, kardiyovaskiiler semptomlar ve kemik metabolizmasi iizerine oral kullanim

kadar etkindir.

2.2.1.2.3 Transvajinal Estrojenler

Temel kullanim amaci iirogenital atrofidir. Sistemik etki gostermeyebilir. Bir
miktar vajen epitelinden emilerek sistemik dolasima ulasir. 0.625 mg/gr konjuge estrojen

ya da 0.1 mg/gr 17-beta estradiol iceren preparatler mevcuttur.



2.2.1.2.4 Perkutanoz Estrojenler

Perkutaneal estrojen uygulamalarinda hidroalkalik jel yapilar1 icinde giinliik
ortalama 1,5- 3 mg dozlarinda 17-beta estradiol kullanilmaktadir. Perkutaneal dstrojen

alt abdomen, kol ya da omuz sahalarna siiriilerek uygulanmaktadir.

2.2.1.2.5 Subkutaneal Estrojen Preparatlan

Cerrahi islem ile cilt altina yerlestirilen implantlardir. Yiiksek serum diizeyinin
saglanmasmna olanak verir. 25, 50 veya 100 mg 17-beta estradiol igeren preparatlar

mevcuttur. Karacigerden ilk gecis etkisi gdstermeden sistemik dolasima gecerler.

2.2.1.2.6 Intranazal Sprey Estrojenler

Nazal Ostrojen uygulamalar1 giinde bir-iki doz olarak 200-300 mg’lik 17-beta
estradiol iceren spreyler kullanilmaktadir. Uygulamadan sonra serum estradiol diizeyleri

hizla yiikselip kisa siirede degerler normale diismektedir.

2.2.2 Progesteron

Progesteron ve onun gibi etki yapan ilaclara progestinler veya progestagenler adi
verilir. Glintimiizde progestin, progesteron benzeri etki yapan sentetik steroidal ilaglar

icin genel ad olarak kullanilir.

Biitiin steroidlerin Onciilii olan kolesterol dolasimdaki lipoproteinlerden
saglanabilecegi gibi endojen olarak asetatdan da sentezlenebilir. Tiim steroidlerin sentezi
icin On madde asetattir (68). Kolesterolden yan zincirin kirilmasi ve oksidasyonu sonucu
pregnenolon olusur. Pregnenolondan da diger steroidler iiretilir. Steroid hormonlarin

biyosentezinde kolesteroliin pregnenolona doniismesi hiz kisitlayici basamagi olusturur.



Kolesteroliin steroid hormonlara doniisebilmesi i¢in mitokondri ve endoplazmik
retikulumda bir dizi enzimatik modifikasyondan ge¢mesi gerekir. Bu enzimlerin ¢cogu
sitokrom P-450 oksidazlar grubundandir. Steroid hormon sentezi i¢in en az 6 ayr1 P-450

enzimi gerekmektedir (69).
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Sekil 6. Progesteron Sentezi (59)

Progesteron plasmada bir transport proteini olan transkortine kismen baglanmis
olarak bulunur, transkortin plasmada kortikosteroid hormonlar1 da baglar. Progesteron
karacigerde ve ince barsak mukozasinda hizli bir sekilde metabolize edilir. Oral
biyoyararlanimi1 yaklasik % 25 dir. Eliminasyon yarilanma Omrii bireysel farklilik
gostermesine karsiilk 19-95 dakika arasmdadir. Karacigerdeki metabolizmast A
halkasinin indirgenmesi, hidroksilasyon ve konjiigasyon suretiyle olur. Baslica
metaboliti  pregnandioldiir.  Diger  metabolitleri  Sa-pregnandion ve  20a-
dihidroprogesterondur, bunlar zayif progesteron benzeri etki gosterir. Pregnandiol
baslica glukronik asitle konjuge edilir ve bu sekilde bobrekten idrara atilir. Progesteron

fazla lipofilik hormon oldugundan kismen yag dokusunda depo edilir (70).

Insanda PrA ve PrB adli tanimlanan 2 reseptorii mevcuttur. Progesteron spesifik



olarak bu reseptorlere baglanir. Yeni sentezlenen progesteronun selektif etki profili
oldukca degiskendir. Progesteron androjen, Ostrojen ve mineralokortikoid gibi diger
steroid reseptorlerle de etkilesir. Diger reseptorlerle etkilesim selektif progesteron yanit
profilini olusturur (70). Progesteronlar cesitli reseptorlere baglanirlar. Bu baglanma
giicleri birbirinden farkhidir. Ostrojenik androjenik giicleri ile reseptorlere baglanma

afinitesi arasinda her zaman korelasyon yoktur.

2.2.2.1 Progesteron Etkileri

2.2.2.1.1 Progesteronun Over ve Uterus Uzerine Etkileri

Oviilasyondan sonra olusan korpus luteuma paralel olarak progesteron
salgilanmasi artar. Siklusun ikinci yarisinda salgilanan progesteron, endometriyumda
mitotik etkinligi siiprese eder, kalinlasmay1 durdurur. Zigot olusmussa; progesteron T
lenfositlerini inhibe ederek implantasyon yerinde zigota ve ileride ondan olusan
embriyoya karst immiinolojik red reaksiyonunu onler. Vajinada epitelin kalinlagmasini
ve keratinizasyonunu saglarlar. Uterus diiz kas hiicrelerini inhibe ederek gevsetir.

Gebeligi siirdiiriilmesinde bu yiizden cok dnemlidir (58).

2.2.2.1.2 Progesteronun Metabolik Termojenik Etkileri

Bobrek tubuluslarinda aldosteronu kismen antagonize etmesine bagli olarak
natriliretik ve ditiretik etki yapar. DDL’yi, istah1 ve insiilin salgisin1 artirir.  lipoprotein
lipaz aktivitesini artirir. Zayif katabolik etki yapabilirler. Hipotalamusta termoregiilator
merkezi etkiler, menstriiel siklusun ikinci yarisinda temperatiiriin 0.5 °C yiikselmesine

neden olur (58).

2.2.2.1.2 Progesteronun Kardiyovaskiiler Etkileri

Progesteronlar postmenopozal donemde tek baslarina kullanilmamaktadir.



Progesteronlarin kullanim amaci estrojenin 6zellikle endometriumdaki etkilerini
karsilamaktir. Estrojen, progesteron ile birlikte kullanilmadigi takdirde %20-30 oraninda
hiperplaziye neden olur ve endometrium kanseri riskini yaklasik 2,8-8 kat arttirir. Ancak
progesteron ilave edildigi zaman bu risk, replasman kullanmayan kadinlarla ayn1 diizeye
ve hatta daha alt seviyelere diiser (71,72). Progesteronun endometriumdaki antiestrojenik
etkisinin su mekanizmalarla gergeklestigi one siirtilmiistiir (71). Hiicrelerdeki estrojen
reseptor sayilarmmi azaltir, hiicre icinde 17-hidroksisteroid dehidrogenaz ve
siilfotransferaz enzimlerini aktive ederek estradiol’iin estrona doniisiimiinii arttirir, bu

etkilerle birlikte hiicrenin mitotik aktivitesini azaltir.

Estrojen-progesteron kombinasyonu, estrojenin kardiyovaskiiler hastaliklar
izerine varsayilan olumlu etkilerini, olumsuz yonde etkiledigi konusunda sorunlar
dogurmustur. Gergekte, birka¢ calismada progesteronlarin estrojenlerin faydal etkisini
onledigi gosterilmistir. Ozellikle YDL lipoproteinlerdeki artis1 etkiledigi PEPI
(Postmenopausal Estrogen/Progestin Interventions) calismasinda gosterilmistir (73).
Adams ve arkadaslar1 (74), ooforektomili maymunlarda ateroskleroz iizerine farkli
progesteron tiirleri ile kombine estrojenlerin etkilerini arastirmistir. Koroner plak
boyutunun sonlanim noktast olan c¢alismada, tedavi edilmeyen grup ile
kargilastirildiginda, 17-beta estradiol veya konjiige estrojenler tek basina aterosklerozu
azaltmaktadir. Eklenen progesteronun c¢esidine gore estrojenlerin faydalar1 korunmakta
veya ortadan kalkmaktadir. Clarkson ve arkadaslarinin (75), endotel fonksiyonunu asetil
koline koroner arter cevabi olarak degerlendirdikleri ¢alismalarinda, aterosklerotik
ooforektomili maymunlarda, tek basina konjiige estrojen uygulamasmin, estrojen-
progesteron kombinasyonuna gore iistiin bulmuslardir. Diger bir deyisle, konjiige

estrojenin 1yilestirme 0zelligini estrojen-progesteron uygulamasi kismen 6nlemektedir.

2.2.2.2 Projesteron preparatlan

2.2.2.2.1 Projesteron ve tiirevleri preparatlan

* Projesteron: Agizdan alindiginda sistemik biyoyararlanimi karacigerde ilk-gecis



eliminasyonuna ugramasi nedeniyle diisiiktiir. Bundan dolayr mikronize sekildeki
projesteron, agizdan parenteral dozuna gore yiiksek miktarda kullanilabilir.

* Hidroksiprojesteron kaproat (heksanoat): Haftada bir veya iki haftada bir, 125-
250 mg dozunda i.m injekte edilir.

* Medroksipojesteron asetat: Projesteronun metilasetoksi tiirevidir. Karacigerde
yavas inaktive edildigi i¢in agiz yolundan etkilidir. Yerine koyma tedavisi i¢in agizdan
giinde 2.5 mg dozunda verilir. Giinde 5-10 mg veya daha fazlasi suprafizyolojik doz
sayilir ve bu dozlarda MPA plazmada LH, estradiol ve projesteron diizeyini doza bagimli
bir sekilde diisiiriir.

* Jestonoron kaproat: Endometriyum, prostat ve ilerlemis meme kanserine ve

prostat adenomuna kars1 haftada bir i.m injeksiyon suretiyle kullanilabilir (58).

2.2.2.2.2 Testosteron tiirevi sentetik projestinler

* Noretindron (noretisteron): 19-Nortestosteron tiirevi olan bir projestindir. Zay1f
androjenik, anabolik ve estrojenik etkisi vardir. Agizdan giinde 5-40 mg dozunda
kullanilir.

* Didrojenteron: Projesteronun bir izomerinin dehidro seklidir. Dismenore ve
premenstriiel gerginlik tedavisinde kullanilir.Mestranol, etinil 6stradiol’iin 3-metil
tirevidir. Oral kontrasepsiyon i¢in kullanilir.

* Alilestrenol: 19-Nortestosteron tiirevi bir projestindir. Agizdan giinde 5-20 mg
dozunda kullanilir.

* Norjestrel: Rasemik sekli ve levonorjestrel izomeri ila¢ olarak kullanilir. Oral
kontraseptif miistahzarlarina katilirlar.

* Dezojestrel: Gravimetrik etki giici ¢ok yiiksek olan norjestrel tiirevi
projestindir. Ovulasyonu stabil bir sekilde suprese etmek i¢cin gereken en diisiik giinliik
dozu sadece 60 pg’dir.

* Jeston: Gravimetrik olarak en giiclii sentetik projestindir. Kombine oral

kontraseptif haplar i¢inde giinde 75 nug dozunda kullanilir (58).



2.2.3 Androjenler

2.2.3.1 Genel Ozellikler

Testosteron, androstenedion, dihidrotestosteron (DHT), dehidroepiandrosteron
(DHEA) gibi erkek cinsiyet hormonlarini i¢ceren hormon topluluguna androjenler denir.
Erkeklerde androjenler testisler ve adrenal korteks hiicrelerinde sentezlenir (58).
Erkeklerde testosteron baslica testisin Leyding hiicrelerinde sentezlenir. Testosteron
erkekte birincil ve ikincil seks 6zelliklerinin gelismesinden sorumludur. Diger steroid
hormonlar gibi testosteron da sentezlendiginde hemen plazmaya salinir ve salgilandiktan
sonra hemen tamamu tasiyic1 proteinlere baglanir, az bir kismu ise serbest olarak kalir.
Bircok biyokimyasal parametrede oldugu gibi testosteronun biyolojik aktif olan kismi
serbest olanidir. Testosteron baglayan ii¢ proteinden biri; ona siki bir sekilde baglanan,
karacigerde sentezlenen ve bir glikoprotein olan seks hormon baglayict globulin
(SHBG), digerleri daha zayif baglanan albumin ve kortizol baglayic1 globulindir (Bond
1987). SHBG’e siki bir sekilde baglanan testosteron kanda 30 dakika ile bir saat kadar
tasinir. Bu gecen siireden sonra ya hedef dokuya girer, ya da yikim {riinlerine

parcalanarak metabolize edilir (58).

Androjenler, kolesterolden sentezlenirler. Kolesterolden ilk pregnenolon
meydana gelerek sentezleme zinciri baglar. Direk olarak asetil Ko-A’dan da sentez
edilebilirler (77). Androjenler 19 karbon atomlu steroid yapida olan bilesiklerdir.
Testosteron bu topluluk i¢inde miktar olarak en fazla olanidir. En etkili olan1 ise hedef
dokularda testosterondan doniisiimii yapilan DHT dur. Etkileri azdan ¢oga dogru DHEA,
androstenedion, testosteron ve DHT dur (78). Testosteronun DHT a doniisiimii, hiicre
sitoplazmasinda ve niikleus membraninda bulunan NADPH bagimli Sa-rediiktaz
tarafindan gerceklestirilir. Bu doniisiim sonucu testosteronlarin % 4’ii DHT a doniisiir.
Testosteron ¢izgili kaslar, merkezi sinir sistemi ve kemikler gibi bazi hedef hiicrelerde

degismeksizin etkinlik gosterebilmektedir (58).
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Sekil 7. Testosteron Sentezi (59)

Testosteron, leyding (interstisyel) hiicrelerinde sentezlenir. Bu olusum 6n hipofiz
hormonu luteinleyici hormon (LH)’un etkisi altindadir. Testosteron, Santral Sinir
Sistemine girebilir ve orada negatif ‘‘feed-back’” etkisi ile hipotalamustan gonadotropin
saliverici hormon (GnRH) salinimini baskilayabilir. Testosteronun ayrica LH iizerinde
de negatif feed-back yapabilme etkisi vardir (77). DHEA ve androstenedion, adrenal
korteksden en fazla salinan androjenik maddelerdir. Androjenlerin bir kismi hedef
hiicrelerde ve yag dokusunda aromataz enzimi tarafindan Ostrojenlere cevrilir.

Testosteron’dan Ostradiol ve androstenedion’dan dstron olusur.

Dolasimdaki testosteron ii¢ fraksiyon halinde bulunur: serbest testosteron (totalin
% 2'sini olusturur), albumine bagh testosteron (totalin yaklasik % 40-60'1) ve SHBG'e
bagh testosteron (totalin yaklasik % 40-60'1). Testosteron albumine c¢ok gevsek
baglandig1 icin kolayca ayrilip biyolojik olarak aktif islevlerde gorev alabilir (58). Bu



nedenle, albumine bagh testosteron ile serbest testosteron birlikte biyolojik olarak aktif
testosteronu olustururlar. Ote yandan testosteron SHBG ile ¢ok sik1 bag olusturdugu icin

bu sekli ile biyolojik bir aktivite gdsteremez (79).

Erkek ( pg/mL) Yas Kadin (pg/mL)
8,8-27 20-39 0.06-2,57
7.2-23 40-59 0.04-2.03
5.6-19 60-80 0.03-1.55

Tablo 2. Serbest Testosteron Diizeyleri

Androjenlerin aromataz ile aromatizasyonu sonucu ostrojenler olusur. Erkeklerde
Ostrojenin ana kaynagi adipoz dokudaki aromataz aktivitesidir (80). Dolasimdaki
Ostronun % 5’inden az1 ve Ostradiolin % 15’1 testislerden direkt olarak
sentezlenmektedir. Geri kalan Ostradiol testosterondan, dstron ise adrenal androjenlerin
(androstenodion) ekstraglandiiler periferik aromatizasyonu ile sentezlenmektedir.
Aromataz aktivesi olan dokular, meme dokusunu olusturan stromal hiicreler, plasenta,
over, testis, beyin, deri fibroblastlar1 ve yag dokusudur. Erkeklerde testisten sentezlenen
testosteronun aromatizasyonu ile Ostradiol sentezlenirken yag dokusundaki aromataz

aktivitesi ile androstenodiondan 6stron sentezlenmektedir (80).

Seks hormon baglayan globiilin (SHBG), steroid hormonlar1 baglayan bir plazma
glikoproteinidir ve bu hormonlarin tasinmasmdan sorumludur. SHBG iki monomerden
olusmus olmasina karsin androjenler ve dstrojenler icin tek bir baglanti noktas: igeren bir
glikoproteindir. Daha cok karacigerde hepatositler tarafindan sentezlenen SHBG meme,
endometrium ve prostat gibi dokularda da sentezlenerek plazmaya salinir. SHBG
plazmada seks hormonlarindan 6zellikle de testosteron, dehidrotestosteron ve 6stradiol
transportundan sorumludur. Testosterona karsi yiiksek affinitesi varken, stradiole karsi
affinitesi diisiiktiir. Bundan dolay1 SHBG konsantrasyonlarindaki degisiklikler serbest
testosteron miktarini serbest dstrojenden daha fazla etkiler.

Serbest Testosteron, pasif ya da kolaylastirilmig difiizyona ugrayarak hiicre zarini
gecerek sitoplazmaya girer. Hedef hiicre i¢inde hiicre i¢i reseptore baglanir. Bir¢cok hiicre
sitoplazmasi testosteronu DHT na ceviren So-rediiktaz icerir. DHT ve testosteron i¢in

tek reseptor vardir; fakat DHT un reseptore baglanma ilgisi daha fazladir. Androjen



etkisinin meydana gelebilmesi i¢in reseptor-hormon kompleksinin hiicre ¢ekirdegine
giderek ilgili kromatine baglanip, hormon cevabini ortaya ¢ikaracak protein sentezini
baslatmas1 gerekir. DHT-reseptor kompleksi, testosteron reseptor kompleksinden daha
yiiksek afiniteyle kromatine baglanir. Bu DHT nun ni¢in daha giiclii bir androjen

oldugunun bir izahidir.

Testosteronun en 6nemli metabolik iirtini DHT dur. DHT plazma testosteronun
yaklasik onda biridir. Daha aktif bir metabolite dondiigiinden dolay1 testosteron bir on
hormondur. Kiiciik bir kismi aromatizasyon ile Ostradiole doniisiir. Androstanediol
testosterondan yapilan diger etkili bir androjendir. Baslica 6nemli 17-ketosteroid
metabolitleri, androsteron ve etiokolanondur. Bunlar karacigerde glukuronid ve siilfatla
konjuge edilerek suda ¢oziilebilen maddelere doniistiiriiliirler. Yikim iiriinleri ya safra ile

bagirsaga, yada bobrekten idrara atilirlar (58 ).
2.2.3.2 Testosteronun Etkileri
2.2.3.2.1 Testosteronun Androjenik Etkileri

Testosteron fetusta erkeklesme ve pubertal gelismenin siirdiiriilmesini saglar.
Ayrica ergenlik donemindeki erkeklerde killanma, ses kalinlagmasi, karsi cinse karsi ilgi,
asirt yag salgisi, cilt kalinlamasi, seksiiel performans gibi etkileri artirir (58).
2.2.3.2.2 Anabolik ve Metabolik Etkileri

Testosteron protein sentezini su ve tuz tutulumunu artirir. Azotlu maddeler
yaninda Ca®*, Na*, K*, CI" ve fosfat retansiyonuna neden olur. SHBG ve HDL diizeyini
azaltirken LDL diizeyini artirir (58).

2.2.3.2.3 Testosteronun Kan Yaglan ve Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Olan Etkileri

Testosteron eksikliginde lipid profilinin olumsuz etkilendigi ve HDL oranlar:



diiserken trigliserid oranmmin yiikseldigi bilinmektedir. Tromboksan A, ve trombosit
agregasyonunda artig da olusabilir (81). Bunun yaninda androjen yerine koyma tedavisi
ile fizyolojik testosteron seviyelerinin saglanmasinin lipid profili lizerine olumlu etkisi
gosterilmistir. Kardiyovaskiiler sistem hakkinda ise 0zellikle son donemde yayinlanan
arastirmalarda androjenlerin koroner arter hastalig1 tizerine olumlu etkileri ve androjen
yetmezliginin damar hastaliklar1 {lizerine olumsuz etkileri bildirilmesine ragmen
testosteron yerine koyma tedavisinin sonug¢lari ve mekanizmasi net olarak
aydmnlatilamamistir ve bu konuda ¢eliskili yaymlar mevcuttur. Androjen tedavisi ile
olusabilecek sivi retansiyonun kardiyovaskiiler sistem iizerine olast olumsuz etkisi
nedeniyle Ozellikle kardiyak acidan risk tasiyan hastalarda testosteron yerine koyma

tedavisinde dikkatli davranilmasi gerekmektedir (82).

2.2.3.2.4 Testosteronun hematolojik etkileri

Testosteron hem kemik iligine direkt etkisi hem de bobreklerden eritropoetin
salgilanmasini arttirmasi nedeniyle eritrositoz ve hemoglobin artisina neden olur. Morley
ve ark., 3 aylik tedavinin sonunda ortalama hematokrit degerinin % 42’den % 49’a
yiikseldigini bildirmislerdir (83). Eritrosit kitlesindeki artig, ozellikle yash hastalarda

kardiyovaskiiler riskleri artirabilir (84).

2.2.3.3 Testosteron Preparatlan

2.2.3.3.1 Enjektabl Testosteron Preparatlan

En yaygin kullanilan farmakolojik formiilasyonlar intramiiskiiler olarak verilen
uzun zincirli yaghh depo formundaki testosteron esterleridir(testosteron enanthate ve
testosteron cypionate). Enjektabl formlarm temel dezavantajlar1 enjeksiyondan sonra
gelisen, 48-72 saat sonra en iist diizeyine ulasan suprafizyolojik testosteron seviyelerine
neden olmalaridir. Bunu takip eden 10-14 giin icinde hastalarin testosteron seviyeleri
siirekli diiser ve normalin alt smirina veya subfizyolojik seviyelere kadar geriler.

Suprafizyolojik seviyeler LH ve FSH siipresyonuna yol acarken, takip eden



testosterondaki diisiis hastalarin duygu durumlarinda inis c¢ikislara ve genel iyilik
hissinde kotiilesmeye yol agmaktadir. Enjeksiyon formlar: sirkadiyen ritmi taklit etmez.
Bunun yaninda her 2 ila 4 haftada bir yapilan derin kas enjeksiyonlar1 bu uygulama
yolunun diger bir dezavantajidir. Uzun etkili testosteron esterleri(testosteron busilat) 4-6
ay araliklarla yapilabilir, ancak Ozellikle yash hastalarda kullanimi, ciddi yan etki
durumunda  ilacin hemen  kesilmesinin  miimkiin  olmamasi  nedeniyle

onerilmemektedir(58).

2.2.3.3.2 Oral Testosteron Preparatlarn

Oral formlarinda ise en biiyilk problem bu preparatlarin biiyiikk oranda
karacigerde ilk gecis yikimina ugramalaridir. Molekiiler olarak degisime ugramamis
testosteron preparatlar1 kullanildiginda karacigerde gerceklesen ilk yikim etkisini asip
anlamli serum testosteron seviyelerine ulasilabilmesi icin 200 mg gibi yiiksek dozlara
cikilmasi gerekmektedir ki bu karaciger iizerine toksiktir. Ik yikim etkisini azaltmak
amaciyla gelistirilmis olan alkillenmis formlar ise karaciger iizerine karsinojenik etkiye
sahiptirler. Oral alinan testosteronun karaciger tarafindan yikimimi engellemek i¢in yagda
eriyebilen testosteron undekanoat iiretilmistir. Yagda eriyebilmesi nedeniyle bu preparat
barsak lenfatik yolu ile dolagima ulagmakta ve boylece hem ilk gecis metabolizmasindan
kurtulmakta hem de karaciger toksisitesi az olmaktadir. Emiliminin yaga bagl olmasi
nedeniyle yemek ile beraber alinmasi gerekmektedir ve yemeklerin icerdikleri yag
miktarma baglh olarak emilimi degismektedir. Testosteronun maksimum plazma
konsantrasyonuna genelde 2-3 saatte ulasilir. Fakat 6-8 saat sonra plazma diizeyleri
tedavi Oncesi diizeylere iner. Bundan dolayi giinde 2-3 defa verilmelidirler. Diger bir oral
preparat olan dihidrotestosteron derivesi mesterolon, aromatize olup 0Ostradiole
doniisememektedir ve bu nedenle suboptimal tedavi olarak kabul edilmektedir.
Biyokimyasal yapilarinda alkil grubu nedeniyle hepatotoksiktirler. Hi¢cbir oral preparat
sirkadiyen testosteron ritmini taklit edememektedir fakat dikkatli bir zamanlama ve
dozlama ile bu sorun asilabilir. Implant formlarmin hem cok uzun siireli etkileri ile
gerektiginde tedavinin hemen sonlandirilamamasma neden olduklarindan hem de

uygulama i¢in kalin bir trokar gerektirdiklerinden yayginlik kazanmamugtir(58).



2.2.3.3.3 Transdermal Testosteron Preparatlarn

Skrotal testosteron yapisan bantlari ise siirekli skrotal bakim gerektirmektedir ve
yapilmasi genellikle problemli olmaktadir. Bunun yaninda skrotal ciltteki yiiksek So-
rediiktaz aktivitesi nedeniyle testosteron konsantrasyonuna orantisiz sekilde ¢ok yiiksek
dihidrotestosteron seviyelerine neden olmaktadir. Non-skrotal testosteron yapisan
bantlar1 hem sirkadiyen ritmi taklit ederler, hem kolay kullanilabilirler, hem de fizyolojik
smirlar igerisinde kalan testosteron seviyeleri ile virilizasyonu saglarlar ve kemik
dansitesini arttirirlar. Emilim egrisinin belirgin bir sekle sadik kalmasi avantajlar1 olarak
goriilmektedir. igeriklerindeki emilimi arttiric1 ajanlar nedeniyle % 60’lara varan siklikta
ve % 9 hastanm tedaviyi birakmasina neden olacak kadar siddetli cilt reaksiyonlarina yol
acmaktadirlar. Uygulama bolgesinin triamsinolon iceren kremlerle korunmasi alerji
oranimi azaltmaktadir. Testosteron jelleri non-skrotal yapisan bantlara benzer sekilde
sirkadiyen ritmi taklit ederler, kolay uygulanirlar ve giivenlidirler. Bunun yaninda
ozellikle daha seyrek cilt reaksiyonuna neden olduklarindan daha diisilk yan etki
oranlarna sahiptirler. Enjeksiyon formlarma gore gonadotropinleri daha az ve normal
degerlere diisecek kadar baskilarlar. Sadece 100 mg dozunda kullanildiklarinda SHBG
seviyesini diizeyinde diisiise neden olurlar. Jeller hakkindaki en ciddi siiphe kullanan
kisinin c¢evresindekilere kontaminasyon olasiligidir. Bu konuda literatiirde bircok
sporadik bildiri bulunsa da yapilmis tek kontrollii calismada igeriklerinde bulunan alkol
buharlasip testosteron jeli kuruduktan sonra temas eden kisilerde anlamli serum

seviyelerine ulagsacak bulasmanin miimkiin olmadig1 goriilmektedir (58).

2.3 G Proteinleri

Sinyal ileten G proteinleri ‘‘GTPaz’’lar kabaca iki sinifa ayrilir.
-Heterotrimerik G proteinleri

-Tek bir a subunit igeren kiiciik G proteinleri (p21-ras gibi) (85)



2.3.1 Heterotrimerik G Proteinleri

Heterotrimerik G proteinleri hiicre membranindan iceriye sinyal ileten molekiiler
anahtarlardir. Hiicre membran reseptorii bir agonist tarafindan isgal edildigi zaman,
reseptor aktivitesinde uygun degisiklikler olusturulur ve bu sinyal ilgili G proteinini
aktive eder. Bu da daha sonra efektorii aktive eder. G protein aracili sinyal iletim sistemi

sinyalin amplifikasyonunu igerir ( 85).

2.3.2 Kiiciik G Proteinleri

Kiiciik GTP baglayici proteinler (G proteinleri) molekiil agirliklart 20-40 kDa
olan monomerik G proteinleridir. Mayalardan insanlara tiim Okaryotlarda bulunur ve

100’den fazla iiyesi olan bir superfamilya olusturur (86,87,88).

Bu superfamilya yapisal olarak 5 familyaya ayrilir.

-Ras

-Rho/Rac/Cdc 42

-Rab

-Sarl/Arf

-Ran
Bir¢ok hiicresel fonksiyonu regiile ederler ;

-Ras familyas1 gen ekspresyonunu,

-Rho familyasi (Rho/Rac/Cdc42) hiicre iskeleti reorganizasyonunu ve gen
ekspresyonunu,

-Rab ve Sarl/Arf familyas: intraselliiler vezikiil trafigini,

-Ran familyast G;, S ve G, fazlarinda niikleostoplazmik transportu ve M

fazindaki mikrotiibiil organizasyonunu diizenler (88).

2.3.2.1 Rho

Rho geni ilk olarak 1985’de Aplysia’dan bir Ras homologu olarak klonlanmis ve



bunu kisa siire sonra ii¢ insan homologu RhoA, RhoB, RhoC izlemistir (89). RhoA, Ras
superfamilyasinin kiiciik bir G proteinidir. Aktif bir GTP bagh form ile inaktif GDP
bagli form arasinda gider gelir. RhoA hiicre iskeleti organizasyon, hiicre proliferasyonu,
farklilasmas1 ve gen regiilasyonu gibi farkh hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekmektedir.
RhoA ve onun ‘‘downstream’ efektorii Rho-kinaz (ROCK) vaskiiler endotel

disfonksiyonuna aracilik eden 6nemli sinyal transdiiksiyon mekanizmalaridir (90).

Rho’nun aktive olabilmesi icin geranilgeranile olmus C-terminal ucu ile
membrana tutunmasi gerekir. Guanin niikleotid degisiminden sonra, Rho, Rho-kinaz,
protein kinaz N, rhophillin, rhotekin, sitron, p140 mDia ve fosfolipaz D gibi efektorler
ile etkilesime girer (91).

2.3.2.2 Rho/Rho-Kinaz Yolag

En 1yi tanimlanmig Rho efektorii olan Rho-kinazin iki izoformu vardir;
-ROK a (ROCK-2)
- ROK B (ROCK-1 veya p160 ROCK)

Rho-kinazlar serin/treonin protein kinazlardir. Bir amino-terminal katalitik kinaz
bolgesi, Rho-GTP baglanan bir kivrilmis sarmal bolgesi ve sisteinden zengin bir parga ile

ayrilmis C-terminal plekstrin homoloji bolgesi icerirler ( 92).

Kas hiicresi kontraksiyonunda ve kas olmayan hiicrelerde hiicre iskeletinin
organizasyonunda molekiiler motor miyozin-II'nin fosforilasyonu 6nemlidir. Miyozin-
Il'nin serin 19°daki diizenleyici hafif zincirinin fosforilasyonu miyozinin intrinsik

ATP’az aktivitesini arttirarak aktomiyozin baglanma hizimi ve giiciinii arttirrr (13,14).

Diiz kas miyozin hafif zincir fosfatazi (SMPP-IM) tip-I serin treonin fosfatazdir.
110-130 kDa’luk miyozin baglayan altiinite, 37 kDa’luk katalitik alt tinite ve 20 kDa
agirhiginda fonksiyonu bilinmeyen bir alt iinite icerir. Diiz kas miyozin hafif zincir
fosfatazi (SMPP-IM) miyozin baglayici1 bolgesi aracihigi ile fosforile miyozin hafif

zinciri baglar ve onu defosforile eder (Mac 2001). Protein kinaz C ile aktive edilen



fosfataz inhibitorii, CPI-17 indirekt olarak SMPP-IM’i inhibe eder. CPI-17 miyozin
fosfatazin  katalitik subunitinin fosforilasyon bagimli bir inhibitoriidir (14).

Miyozin hafif zincirin fosforilasyon basamagi fosforilasyonu arttiran serin-
treonin protein kinazlar ve fosforilasyonu azaltan miyozin fosfataz tarafindan ¢ift tarafli

olarak diizenlenir.

Protein kinazlardan miyozin hafif zincir kinazi 10® M sitozolik kalsiyum
diizeyleri ile aktive olur. Miyozin hafif zincir fosforilasyonu kalsiyum artis1 olmadan da
meydana gelmektedir. Bunun bazal bir miyozin hafif zincir kinaz aktivitesine mi yoksa

diger kinazlara baghh mi oldugu tartigsma konusudur (93).

Simdilerde integrin bagimli kinazin kalsiyumdan bagimsiz bir sekilde miyozin
hafif zincirini fosforile ettigi gosterilmistir (92,94). Kalsiyum aracili bu yolak uzun
zamandir miyozin hafif zincir fosforilasyonunun diizenlenmesinde ana mekanizma gibi
goriinse de, diiz kas hiicrelerinde kalsiyuma duyarsiz bir mekanizma ile miyozin hafif
zincir fosforilasyonunun diizenlendigi ikinci bir yolak bulunmustur. Cesitli fizyolojik
stimuluslarin serbest sitozolik kalsiyum konsantrasyonlarinda bir artma olmaksizin da
diiz kas kontraksiyonunu indiikleyebilecegi gosterilmistir (92,95). Daha sonra yapilan
caligmalar kalsiyumdan bagimsiz bu diizenlemenin miyozin fosfatazin inhibisyonu yolu
ile oldugunu ve monomerik GTP baglayic1 protein Rho’yu da igerdigini gostermistir

(92,13).

RhoA’nin aktivasyonu Rho-kinazm aktivitesine Onciiliik eder. Rho-kinaz daha
sonra enzimin inhibisyonu ile sonug¢lanan miyozin fosfatazin diizenleyici miyozin
baglayic1 subiinitinin fosforilasyonuna neden olur (Nina 2002). Boylece artmus
aktomiyozin etkilesmesi kalsiyum aracili miyozin hafif zincir kinaz aktivasyonu ve Rho-
bagimli miyozin hafif zincir kinaz defosforilasyonunun inhibisyonu yolu ile
gerceklestirilebilir. Her ikisi de miyozin hafif zincir fosforilasyonunu arttirir (Nina

2002).

Rho/Rho-kinaz yolagi, myozin II'nin myozin hafif zincirinin (MHZ)

fosforilasyon diizeylerini modiile eder, bunu myozin fosfatazin inhibisyonu ile



gerceklestirir ve bu fenomene agonistle indiiklenen Ca®* duyarlagmasi ad1 verilir (16).
Rho-kinazin en 6nemli substrati miyozin hafif zincir fosfatazdir ve miyozin baglayici
subiinitinin Rho-kinaz aracili fosforilasyonu ile inaktive edilir (96). Rho kinazi inhibe
etmek icin farkh bilesikler gelistirilmistir. Bunlar arasinda Y-27632 ve fasudil (HA-
1077) vardir (92). Rho/Rho-kinaz yolaginin antagonize edilmesi, vazodilatasyona (97),
spazmolitik etkiye (98,99,100), penis ereksiyonuna (101), norotransmitter saliniminin
inhibisyonuna ve vas deferensin myojenik ve elektriksel aktivitesinin baskilanmasina

neden olur (102).
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Sekil 8. Rho/Rho-kinaz yolagi (92).

Rho/ROCK yolu eNOS gen ekspresyonunun ve insan endotel hiicrelerinde enzim

aktivitesinin siipresyonunda onemli bir rol oynar ki bu azalmig NO salimina sebep olur,



ve bu da, ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler hastaliklara egilimi artrr (90). Ca®*
duyarlastirict bir mekanizma olan Rho/Rho-kinaz sinyalizasyonu, vaskiiler diiz kas
tonusunun diizenlenmesinde énemli bir rol oynar. Bu yolagin inhibisyonu, hipertansiyon
tedavisinde yeni bir terapotik hedef olabilir (103). Simdilerde insan endotel hiicrelerinde
trombinin eNOS gen ekspresyonunu ve RhoA/ROCK yolag: iizerinden bu enzimin

aktivasyonunu baskiladig1 gosterilmistir (104).

2.3.2.3 Rho Rho-kinazin diizenlenmesi

Rho’nun kendi aktivitesi ii¢ grup protein tarafindan diizenlenir.

-GTPaz aktive edici proteinler (GAPs): Rho’nun intrinsik GTPaz aktivitesini
arttirarak GTP bagli Rho’nun inaktivasyonunu kolaylagtirir.

-GTPaz ayiric1 inhibitorler (GDIs): Bazi Rho ailesi GTPaz’larinin membrana
baglanmalarini inhibe eder. Niikleotid ayrilmasini ve aktivasyonunu Onler (Olofsson
1999).

-Rho spesifik guanin nukleotid degisim faktorleri (Rho GEFs): GDP’nin ayrilip

GTP’nin baglanmasi ile Rho aktivasyonuna onciiliik eder.

Son zamanlarda Rho GEF proteinleri Rho aktivitesinin ana regiilatorii olarak
goriilmektedir. GEF aktivitesinin protein kinazlar, fosfatidil inozitol kinazlar gibi ¢esitli
sinyal ileten molekiiller tarafindan veya sadece dimerizasyon yolu ile diizenlendigi ileri
stirtilmektedir (105). Rho aktivitesi ayn1 zamanda c¢ok sayida G proteini bagh reseptorler

tarafindan da diizenlenebilir (106).
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Sekil 9. Rho aktivitesinin diizenlenmesi (92).

2.3.2.4 Rho/Rho-kinaz Yolagiin Vaskiiler Dokudaki Fonksiyonu

Rho/Rho-kinaz aracili hiicre i¢i sinyal yolagi noradrenalin, trombin, anjiyotensin
I, trombosit kaynakli biiyiime faktorii ve serotonin gibi cesitli vazoaktif ajanlar
tarafindan aktive edilir. Bu bakimdan Rho kinaz yolaginin vaskiiler lezyonlarin
gelisiminde 6nemli rol oynadigi Onerilmistir. Rho-kinaz inhibitorleri ile uzun siire tedavi
sonucunda vaskiiler diiz kas hiicresi ve fibroblast proliferasyon ve migrasyonu ve
inflamatuar hiicrelerin vaskiiler duvarlara gocii gibi kritik basamaklar1 inhibe edebilecegi
biiyiik bir olasiliktir. Rho-kinaz sinyal yolag1 sadece hipertansif vaskiilopatide degil, ayni
zamanda vaskiiler hastaliklari diger formlarinda da yer alir (103). NO, sGMP bagiml
protein kinaz araciligiyla damar gevsemesi olusturur. Bir calismada rekombinat sGMP
ile, sGMP-bagimli protein kinazin RhoA’y1 fosforilleyebilecegi ve bdylece RhoA’y1
inhibe edebilecegi gosterilmistir. Endoteli saglam sican aortunda bir ROCK inhibitorii
olan Y-27632 fenilefrine karsi olusan maksimal kasilmalar1 azaltmistir. Oysa endoteli
soyulmus ringlerde Y-27632 fenilefrine kars1 olusan kasilmalar1 inhibe etmekte yetersiz
kalmigtir. Bunun yaninda sodyum nitroprusiyatin fenilefrinle indiiklenen RhoA

translokasyonunu geri ¢evirdigi bulunmustur. Endoteli saglam damar ringlerde nitrik



oksid sentaz inhibitorleri ve guanilil siklaz inhibitorleri varliginda Y-27632, fenilefrinle
indiiklenen kasilmalar1 inhibe etmekte belirgin olarak daha az etkili olmustur. Biitiin bu
bulgular, saglam sican aortunda NO’nun Rho-kinazin kastirici aktivitesini inhibe ederek
gevseme olusturdugunu gostermektedir (100). Sicaklik diisiiriilerek olusturulan
mikrotiibiil depolimerizasyonunun, Rho-kinaz aktivasyonu araciligiyla sican aortunda
kasilmalar1 artirdig: bildirilmistir. Hiicresel mikrotubiil aginin vezikiiler transport, sinyal
iletimi ve hiicre boliinmesi gibi ¢esitli hiicresel olaylarda gorev aldigi bilinmektedir
(100). RhoA ve mitojenle-aktive olan kinaz gibi birka¢ intraselliiler sinyal yolaginin,
sfingozin 1-fosfat (SIP) ile aktive edildigi bulunmustur. SIP, aktive olmus
trombositlerden saliverilen bir lipiddir. Vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirlerinde SIP
sinyalinin, proliferatif cevaplar1 uyardig1 gosterilmistir (107). Diger taraftan Rho-kinaz
ile aracilik edilen Ca®* duyarlagsmasinda sfingozil fosforilkolinin yeni bir ikincil ulak

oldugu bulunmustur (108).

Rho-kinaz inhibitérii olan Y-27632 tavsan baziller arterinde endotelin-1 ile
indiiklenen kasilmalar1 inhibe etmistir (109). Ek olarak Rho/Rho-kinaz yolagi sigir
serebral arterindeki Ca** duyarhgmndan da sorumludur (108). Rho-kinaz ve bu arada
kismen protein kinazi da inhibe eden fasudil in vivo olarak hayvanlara verildiginde
vazodilator etki olusturdugu gosterilmistir ve giincel olarak serebral vazospazmin
tedavisinde denenmektedir. Bu bilesik ayn1 zamanda agonistle olan kasilmalar1 izole
vaskiiler diiz kaslarda inhibe eder. Naguma ve arkadaslari. in vivo olarak uygulanan
fasudilin Rho-kinaz1 inhibe ettigini gostermislerdir. Aymi ekip yaptiklar1 calismada
fasudilin saflastirilmis Rho-kinaz i¢in giiclii bir in vitro inhibitdr oldugunu gostermistir
(110). Aortokoroner ya da infrainguinal ‘‘bypass’ yapilacak olan hastalardan alinan
safen veni in vitro ortamda arteryel basin¢ kosullarinda perfiize edildiginde fenilefrin ve
serotonine duyarligmin arttig1 goriilmiistiir. Bu duyarlik Y-27632 ile Onlenebilmistir.
Trombinin insan umblikal veninde hizli ve gegici bir RhoA aktivasyonuna neden oldugu
gosterilmistir. Buna artmis myozin hafif zincir fosforilasyonu, F-aktin stres lifleri
olusumu ve uzamis olan artmig permeabilite eslik etmistir. Y-27632 ile Rho-kinazin
inhibisyonu, biitiin bu etkileri belirgin olarak azaltmustir (111). Koroner ‘‘bypass’
ameliyat1 yapilan 15 hastadan izole edilen deendotelize internal torasik arterlerde

serotonin ve histamin, hidroksifasudil ile belirgin olarak inhibe edilen kasilmalar



olusturmustur. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin medyadan subendotelyal bolgeye gocii,
balon anjiyoplasti ve ateroskleroz sonucu gelisen intimal kalinlasmada 6nemli rol oynar.
Aktive olmus trombosit ve hiicrelerin bir {iriinii olan lizofosfatidik asid (LPA), diiz kas
hiicre biiylimesine ve ¢esitli hiicrelerin gogiine neden olur. LPA ve trombosit kaynakl
biiylime faktorii araciligiyla olusan diiz kas gocii Rho/Rho-kinaz araciligtyla olmaktadir.
Bununla birlikte s6z konusu go¢te Rho/Rho-kinazm farkl alt inici sinyal yolaklar1 yer
almaktadir. LPA aracili diiz kas gocii MLC fosforilasyonu ile baglantili iken trombosit
kaynakl diiz kas gocii MLC fosforilasyonundan bagimsiz olarak bulunmustur (112).
Rho-kinaz aktivitesini spesifik olarak inhibe eden problarin kullanilmasiyla hayvan
modellerinde Rho/Rho-kinaz yolagi bozukluklarinin siklikla 0©liime neden olan

hipertansiyon, vaskiiler spazm ve arteriyosklerozun ana nedeni oldugu gosterilmistir
(16).



3. GEREC ve YONTEM

3.1 Koroner Mikrovaskiiler Endotel Hiicre Kiiltiirii

3.1.1 Koroner Mikrovaskiiler Endotel Hiicre izolasyonu ve Ekimi

Calismada Wistar tiirii 250-300 gram agirliginda sicanlar kullanildi. Endotel
hiicre izolasyon ve kiiltiirii Ulker ve arkadaslar1 tarafindan daha 6nce uygulanan yonteme

gore hazirlandi (113).

Sicanlar dekapite edilerek torakslar1 acgildi. Aortalar1 mediastinal dokudan
ayirilarak goriiniir hale getirildikten sonra kalpleri ¢ikarildi. Perfiizyon islemi i¢in izole
Langendorff kalp perfiizyon sistemi kullanildi. 40 ml oksijenlenmis (%95 O, +%5 CO,
ile) Ca**’suz Krebs (NaCI 6.9 g/lt, KCI 0.35g/lt, Na,HPO,-7H,O 0.32 g/lt, MgSO, -
TH,O 0.3 g/It, NaHCOs 2.1 g/It, Glukoz 2g/lt, icerir ve pH 7.4’e ayarlanir) sisteme
kondu. Daha 6nce tartilip bir tiibe konulan 40 mg kollagenaz tizerine 10 ml Krebs ve 25
ult (10 mM) Ca®* stok soliisyonu kondu.

Sistem i¢ine koydugumuz Krebs 10 ml/dk olacak sekilde ayarlandi. Kalpler
aortalarindan asildiktan sonra kandan temizlenene kadar Krebs gecirilerek yikandi. Daha
sonra kanli perfiizat atildi. Hazirlanan 10 ml Ca** ile aktive kollagenaz soliisyonu 5’er ml
her iki rezervuara eklendi. Bundan sonra kalpler kollajenaz ile 30 dakika resikiile
edilerek sindirildi. 30 dk sonra kalpler aortalarmdan kesildi. Reperfiizyon borularmin
icinden enfluent alindi. Daha Once tartilan 200 mg sigir serum albiimini (Bovin Serum
Albumin, BSA), resirkiile olan kollagenazli Krebsten 10 ml konup sigir serum albiimini
(BSA) eritildi. Kalplerin atriumlar1 ve yag dokular1 ayirilarak ventrikiillerin icleri
temizlendi. Ventrikiil dokusu pargalandi. Parcalanan ventrikiil miyosit hiicreleri sigir
serum albiimini (BSA)+kollajenazli tiip icine kondu. Bu tip 37 °C’de 15 dakika
oksijenlendirildi. Bu siire i¢inde ortama sigir serum albiimininin eklenmesinin sebebi

kollajenazi inaktive etmektir. Diger yandan elde edilen koroner perfiizat 1200 rpm’de, 10



dakika santrifiij edildi (1. santrifiij).

[k santrifiijden sonra siipernatant dokiildii. Pellet iizerine 2-3 ml oksijenli Krebs
kondu pellet ¢oziindiiriilerek topland1 ve bu toplanan hiicre siispansiyonu 100 mg sigir
serum alblimini+5Smg tripsin bulunan tiip icine kondu. Bu sirada sigir serum albiimini
endotelden gelen kollajenaz ile karistirilmis oldu. Diger yandan homojenize edilen kalp
500 rpm’de 3 dakika satrifiij edilerek miyositleri ¢oktiiriildii. Ustteki kisim miyositlere
dokunmadan alind1 ve hiicre siispansiyonuna eklendi. Elde edilen 15 ml endotel hiicreli
karisim icine 15 plt Ca®* stok soliisyonu eklendi. Bu soliisyon 15 dakika gazlandirilarak
bekletildi. Ca®* tripsini aktive etmek i¢in kondu. Tripsin ise bu karisim icindeki endotel
hiicrelerinin kullanilacak olan kiiltiir plagina yapismasimi kolaylastirmak i¢indi.
Gazlandirilan karigim yiiksek devirde 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi (2.
santriflij) .

Santrifiij sonrasi supernatant dokiildii ve pellet iizerine 20 ml Ca**’suz Krebs
kondu. Pellet ¢ozdiiriildiikten sonra iizerine 50plt Ca** stok ilave edildi. Boylece hiicreler
Ca”™ ile aktive edilmis oldu. Elde edilen karisim tekrar 1200 rpm de 10 dakika santrifiij
edildi (3. santrifiij).

Santrifiij sonrasi1 pellet kalana kadar dokiildii ve iizerine 20 ml oksijenlenmis
Krebs+100 ml Ca®* stok solusyonu eklendi. 1200 rpm de 10 dakika tekrar santrifiij
edildikten sonra kalan pellet Kiiltiir ortami-1 (Medium 199, %10 Fetal buzagi serum,
%10 yenidogan buzagi serum, penisilin (250 I[U/ml), streptomisin (250 pg/ml),
amfoterisin B (12.5 pg/ml), gentamisin (50ug/ml), L-glutamin (200 mM)) ile
karstirilarak kiiltiir flasklarina ekildi.

Ekim yapilan flasklar, 37°C’de %5 CO’li ortamda 1 saat inkiibe edildi. Bu
inkiibasyon sonunda flasklar 1-2 ml serum fizyolojik ile iki kez yikandiktan sonra tekrar
Kiiltiir ortami-1 ilave edilerek 24 saat beklendi. Bu 24 saatin sonunda flasklardaki Kiiltiir
ortami-1 yenisi ile degistirildi. 48 saatin sonunda ise flasklar tekrar serum fizyolojik ile
yikand1 ve bu kez hiicrelerin iizerine Kiiltiir ortami-2 (medium 199, % 10 fetal buzag:

serum, % 10 yenidogan buzagi serum, penisilin (100 IU/ml), streptomisin (100 pg/ml),



amfoterisin B (5 pg/ml), L-glutamin (200 mM)) ilave edildi. Bundan sonra flasklarin
mediumlar1 giinasirt degistirilerek konfluent olana kadar Kiiltiir ortami-2’de bekletildi.
Daha sonra konfluent olan flasklar tripsinizasyon isleminden sonra pasajlanarak

cogaltild1 ve 3.pasajdaki hiicreler deneyler icin kullanild.

3.1.1 Tripsinizasyon ve pasajlama islemi

Endotel hiicre izolasyonu sonrasi primer Kkiiltiirii yapilan koroner mikrovaskiiler
endotel hiicrelerinin (CMVE) konfluent olup olmadig: invert mikroskopta kontrol edildi.
% 80 ve lizerinde konfluent olduguna karar verilen flasklardaki hiicreler iireyen hiicre
sayisini daha da arttirmak amaciyla tripsinizasyon islemi sonrasit uygun sayida flaska

pasajlanarak yeniden ekildi.

Tripsinizasyon islemi i¢in segilen flasklarin kiiltiir ortamlar1 uzaklagtirilarak
flasklar serum fizyolojik ile yikandi. Bu yikama islemi sonrasinda hiicreler
Tipsin+etilendiamintetraasetikasit (EDTA) soliisyonu ile muamele edilerek tutunduklar:

yiizeyden ve birbirlerinden ayrilmalar1 saglanmais oldu.

Tripsin, proteolitik bir enzimdir ve hiicreler arasi protein-protein baglarini
koparir. Ca™ ve Mg2+ iyonlar1 hiicre dis1 matriksin stabilitesini arttirir. Hiicreler arasi
tutunmada rol oynayan hiicre yiizey glikoproteinleri Ca® varliginda etkindir. EDTA,
Ca”™ ve Mg*" iyonlarmni etkiler (114). Bu nedenle tripsin ile birlikte, hiicre dis1i Ca** ve
Mg** iyonlarmm uzaklastrlmasi i¢in EDTA kullanildi. Bu sayede hiicrelerin tek tek
aymrilmasi saglanmis oldu. Bunun i¢in hiicreler Tipsin-EDTA ilavesinden sonra
karbondioksitsiz 37 °C ortamda yaklasik 10-15 dakika kadar bekletildi.Bu bekletme
isleminden sonra tripsin+hiicre olan flasklar medium ile (Kiiltiir ortami-2, diisiik
antibiyotikli) iyice yikanarak elde edilen siispansiyon tripsin+EDTA’lT mediumun
uzaklastirilmast amaciyla 1200 rpm’de 10 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi elde edilen pellet (ki bu CMVE’dir) olusturulmak istenen flask sayisi ile
orantili olarak Kiiltiir ortami-2 ile resiispande edildi. Elde edilen suspansiyon daha 6nce

iclerine Kiiltiir ortami-2 konmus flasklara esit miktarlarda ekilerek pasajlama islemi



tamamlandi.

[lag inkiibasyonu yapilacak flasklara bir gece 6nceden iiremelerini durdurmak
amacityla DMEM’li (DMEM, Fetal buzag1 serum, yenidogan buzagi serum olmaksizin,
penisilin 100 IU/ml, streptomisin 100 pg/ml, amfoterisin B 5pg/ml ve 200mM L-
Glutamin) renksiz ve serum icermeyen besiyeri ilave edildi. Deney gruplar1 su sekilde

idi;

1. grup: DMEM’li medium i¢ine alindiktan sonra bazal sartlarda birakilmis hiicreler.

2. grup: DMEM’li medium i¢ine alindiktan sonra 10”, 10°*M ve 10" M 17-Bestrodiol ile
1 giin (24 saat) inkiibe edilmis hiicreler.

3. grup: DMEM’li medium i¢ine alindiktan sonra 10® M ve 10”7 M testosteron ile 1 giin
(24 saat) inkiibe edilmis hiicreler.

4. grup: DMEM’li medium igine alindiktan sonra 10® M ve 107 M progesteron ile 1 giin
(24 saat) inkiibe edilmis hiicreler.

5. grup: DMEM’li medium i¢ine alindiktan sonra 10° M ICI 182,780 ile birlikte 10° M
17-B estrodiol ile 1 giin (24 saat) inkiibe edilmis hiicreler.

6. grup: DMEM’li medium i¢ine alindiktan sonra 10° M ICI 182,780 ile birlikte 10° M
17-B estrodiol ile 1 giin (24 saat) inkiibe edilmis hiicreler.

7. grup: DMEM’li medium i¢ine alindiktan sonra 10° M ICI 182,780 ile birlikte 10”7 M
17-B estrodiol ile 1 giin (24 saat) inkiibe edilmis hiicreler.

8. grup: DMEM’li medium i¢ine alindiktan sonra 10® testosteron ile birlikte 10° M 17-
B estrodiol ile 1 giin (24 saat) inkiibe edilmis hiicreler.

9. grup: DMEM’li medium i¢ine alindiktan sonra 107 testosteron ile birlikte 10°* M 17-
B estrodiol ile 1 giin (24 saat) inkiibe edilmis hiicreler.

10. grup: DMEM’li medium igine alindiktan sonra 10® progesteron ile birlikte 10° M
17-B estrodiol ile 1 giin (24 saat) inkiibe edilmis hiicreler.

11. grup: DMEM’li medium igine alindiktan sonra 107 progesteron ile birlikte 10° M
17-B estrodiol ile 1 giin (24 saat) inkiibe edilmis hiicreler.

Bu gruplarda 24 saatin sonunda flasklarin mediumlar1 alindi. Daha sonra flasklar

hiicre siyirict (cell scraper) ile siyirilip hiicrelerin mekanik olarak zeminden ayirilmasi



saglanmis oldu. Flasklardan elde edilen hiicreler eppendorflarda toplandi. Bu ependorflar
1200 rpm’de 10 dk oda sicakh@inda santrifiij edildi. ik santrifiijden sonra supernatant
atild1. Pelletlerin tizerine 150 plt homojenizasyon buffer [lizis tampon: TrisHCI (pH 7.4)
50 mM, NaCl 400 mM, EGTA 2 mM, EDTA 1 mM, ditiotreitol (DDT) 1 mM,
fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF) 10 uM, 16peptin 10 pg ml/ml, pepstatin 1 pg/ml,
benzamidine 1 mM] konuldu ve hiicreler homojenizatér yardimi ile homojenize edildi.
Homojenizasyon isleminden sonra hiicreler 13.000 rpm’de 5 dk +4 °C ’de santrifiij
edildi. Supernatantin 10’ar pl’si Bradford yoOntemi ile protein tayini i¢in kullanildi

Kalan proteinler ise Western-blot yontemi i¢in kullanildi.

3.3 Kullamlan Kimyasal Madde ve ilaclar

Kollajenaz, L-glutamin, tripsin-EDTA, penisilin/streptomisin, amfoterisin, fetal
sigir serumu, yenidogan buzagi serumu, medium 199 Earle, Dulbecco’s MEM
(Biochrom) (Leonorenstr., Berlin), ECL (Enhanced chemiluminescence) Plus Kit
(Amersham Biosciences, Freiburg Germany), RhoA antikoru Santa Cruz Biotechnonolgy
Inc,CA, (A.B.D), ROCo/ROCK-MU antikorlar1 BD Transduction Lab., Anti-actin Sigma
Aldrich, Sekonder antikor olarak anti-mouse antikoru Santa Cruz Biotechnonolgy
Inc,CA, (A.B.D), Testosteron, B-Estradiol-water soluble, Progesteron-water soluble
Sigma Aldrich firmalarindan alindi. Testosteron, estradiol, progesteron, Dimetilsiilfoksit

(DMSO) i¢cinde ¢oziildii, DMSO Sigma Aldrich firmasmdan alind1.

3.4 Protein Miktar Tayini

Asidik coomassie brillant mavisi G-250 boya ¢ozeltisinin proteinlerin asidik ve
bazik gruplar ile etkileserek mavi renk olusturmasi esasina dayanan Bradford yontemi
ile protein miktar tayini yapildi. Sigir serum albumini (1 pg/ml) kullanilarak 3, 5, 7.5, 10,
15, 20, 30, 40, 50 (ng/ml) konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi. 10 pl 6rneklerden
(slipernatantlar) alinarak distile su ile 100 pl’ye tamamlandi. Standart ve Orneklerin
tizerine 1 ml Bradford soliisyonu eklendi. Vorteksle karistirildiktan sonra absorbans

miktarlar1 spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda manuel olarak olgiildii. Prism



programinda ¢izilen standart egriye gore protein miktar tayini pg/pl cinsinden yapildi.

3.5 Western-Blot Analizi.

Koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinden elde edilen protein karisiminda
hedef protein olan Rho-kinazin (ROCK-2) ve RhoA’nin varligin1 gostermek amaciyla

0zel bir protein-protein hibridizasyon teknigi olan Western-Blotlama yontemi kullanild.

Oncelikle proteinler, 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 1/1
oraninda karistirildiktan sonra 5 dakika kaynatildi. Kaynatilarak denatiire edilen
proteinler 6rnek tamponu igerigindeki SDS yardimi ile negatif yiikle yiiklenir ve
hidrofobik etkilesimleri bozularak lineer hale gelirler. Tamamen negatif yiiklenen
proteinler elektroforez sirasinda katottan anoda dogru hareket ederler. Esit miktarlarda
protein %10’lik sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel (SDS-PAGE) jele yiiklenerek
elektroforeze tabi tutuldu ve jel iizerinde birbirlerinden ayrilmalar1 saglandi.
Poliakrilamid jel matriksi farkl biiytikliikte porlar igerir, bu nedenle protein karigimi jele
yiiklenip elektroforez uygulandiginda; proteinlerin bu kanallardan gecis hizi tamamen
biiyiikliiklerine baghdir. Kiiciik proteinler jelde hizli, biiyiik proteinler yavas
ilerleyebilirler. Jelde biiyiikliiklerine gore ayrilan ve bantlar olusturan proteinler

elektrotransfer teknigi ile nitroseliiloz bir membrana aktarild.

Membran ECL kit tozu (Amersham Biosciences, Freiburg Germany) % 2 olacak
bir sekilde % 20’lik Tween-20 iceren Tris soliisyonuna (TBS-T) konur ve membranlar
1 saat bloklama islemine tabi tutuldu. Bu sayede membranlarin proteinsiz kisimlarinin
spesifik olmayan bir proteinle tutunmasi saglanarak protein yapida olan primer antikorun

bir sonraki agamada membrana non-spesifik baglanmasi engellenmis oldu.

Bir saatlik bu bloklama isleminden sonra membranlar 3 kez 10’ar dakika  TBS-T
soliisyonu ile yikandiktan sonra ROCK enzimine 6zgii ROCK-2 (ROKa) (Monoklonal
IgG, BD Transduction Lab) antikoru ile 1:1000 diliisyonda bir saat muamele edildi.
Boylelikle primer antikor membrana baglh olan hedef protein ROCK ile baglanmis oldu.



Bu islem sonrasinda da membranlar tekrar TBT-T soliisyonu ile 3 defa 10’ar dakika

yikand1.

Yikama islemi tamamlandiktan sonra membranlar bu kez HRP (horseradish peroxidase)
baglh sekonder ROCK antikoru ile (1:2000 diliisyonda) yine bir saat muamele edildi ve
boylelikle sekonder antikorun gidip primer ROCK antikoruna baglanmasi
gergeklestirilmis oldu. Bunun ardindan membranlar tekrar 3 kez 10’ar dakika TBS-T

iceren soliisyon ile yikand1.

Daha sonra membranlar ECL (enhanced chemiluminescence) Plus Kit (Amersham
Biosciences, Freiburg Germany) goriintiileme soliisyonu ile 5 dakika karanlikta muamele

edildikten sonra goriintiilendi. Ayni islemler RhoA icinde tekrarlanir.

3.6 Nitrit Tayini

Amperometrik Yontem: Diger taraftan hiicre kiiltiir ortaminda nitrit tayini NO-metre
kullanarak amperometrik olarak da olciildii. Bu yontemin esasi, NO’ya selektif, gaz
gecirgen bir probun i¢inde bulunan elektrolit ¢dzeltisinin asidik ortamda agiga ¢ikan NO
ile okside olmasi sonucu akim degismesidir. Yontemin esas1t asagidaki reaksiyona

dayalidir.

2KI+2HQSO4+2KN02 —> 12+ 2H20+2K2$O4+2&

Asid ortamda agiga ¢ikan NO gazi prob tarafindan yakalanir ve amplifiye edilerek
bilgisayar ortamina bir program araciligi ile (Duo-18, WPI) aktarilir.

3.7 Bulgularin Degerlendirilmesi

Western Blot teknigi ile elde edilen bantlarin analizi icin Scion Image
programindan faydalanildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
Istatistiksel degerlendirilme icin ANOVA ve Dunnet post hoc testi kullanildi. P<0.05

olan degerler anlaml kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1 Sican Koroner Mikrovaskiiler Endotel Hiicre Kiiltiiriinde Total Protein Miktan

Kiiltiire edilmis sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde 17- estradiol,

testosteron ve progesteron total protein diizeylerini anlamli bir sekilde arttird.

Total Protein (ug/flask )

108 M 10" M 108 M 10" M 108 M 10" M

Kontrol . .
Estradiol Estradiol Testosteron | Testosteron | Progesteron Progesteron

* &

* *

sk % %
3399 +316 3544 + 357 3444 + 257

ok ok * *
2654 + 650 3305 +443 3462 + 525 3472 £ 423

Tablo 3. 17-f estradiol, testosteron ve progesteron uygulanan hiicrelerin total protein miktarlari. Total
proteinler Bradford yontemiyle flask basma pg olarak hesaplandi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek

yonlil varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmigtir. **: P<0.01.



4.2 Sican Koroner Mikrovaskiiler Endotel Hiicrelerinin Kiiltiirii

Koroner mikrovaskiiler endotel hiicreleri basarili bir sekilde izole edilip kiiltiirii
gerceklestirildi (Sekil 10).

Sekil 10. Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin kiiltiir zeminini kapladigini (konfluent

oldugunu) gosteren bir fotograf. Tiim deneyler konfluent (en az % 90) olan hiicrelerde gerceklestirildi.



4.2.1 17-p Estradiol ve ICI 182,780’nmn Rho-Kinaz Enzim Ekspresyonlan Uzerine Etkileri

10° M, 10®° M ve 107 M 17-B estradiol, sican koroner mikrovaskiiler endotel
hiicrelerinde ROCK-2 enzim ekspresyonlarmi arttirdi, fakat bu artis konsantrasyon
bagimhi degildi. Estrojen reseptor blokorii ICI 182,780 estradioliin olusturdugu ROCK-2

enzim ekspresyon artigini inhibe etmedi (Sekil 11).

- e e e W ROCK-2

i E e S

10-°M Estradiol - + - = 4+ - -
10-8 M Estradiol - = + - = 3+ -
107 M Estradiol - = = 4+ - - *

10°M1ICI 182,780 = = = = + + +

1.5
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E=10° M Estradiol + 10°M ICI.
(11 10 M Estradiol + 10° M ICI.
107 M Estradiol + 10° M ICI.

Rolatif Dansite
(ROCK-2 / Aktin)

Sekil 11. Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda 17-B estradiol (10°, 10® ve 107
M, 24 saat, n=5) ve onun ICI 182,780 (10° M) ile kombinasyonunu takiben Rho-kinaz enzim (ROCK-2)
ekspresyonlarmin Western blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler ortalama + standart hata olarak
gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak

Dunnet testi kullanilmistir. ***: P < 0.001.



4.2.2 Testosteronun Rho-Kinaz Enzim Ekspresyonlan Uzerine Etkileri

10® M ve 107 M testosteron sigan koroner mikrovaskiiler endotel hiicre kiiltiirlerinde

ROCK-2 enzim ekspresyonlarm etkilemedi (Sekil 12).

- — ——
ROCK-2
e == A
108M Testosteron = + =
107M Testosteron = - +
[CIJKontrol
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Sekil 12. Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda testosteron (10° M ve 107 M, 24

saat n=5) inkiibasyonunu takiben Rho-kinaz enzim (ROCK-2) ekspresyonlarinin Western blot teknigi ile

gosterilmesi. Veriler ortalama #+ standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilagtirmalar icin tek

yonlil varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmistir.



4.2.3 Progesteronun Rho-Kinaz Enzim Ekspresyonlar Uzerine etkisi

10° M ve 107 M progesteron koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde ROCK-2
ekspresyonlarim etkilemedi (Sekil 13).

. e— — ~———  Rock-2
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Sekil 13. Sigan koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda progesteron (10® M ve 107 M, 24
saat, n=5) inkiibasyonunu takiben Rho-kinaz enzim (ROCK-2) ekspresyonlarinin Western blot teknigi ile
gosterilmesi. Veriler ortalama #+ standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilagtirmalar icin tek

yonlil varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmistir.



4.2.4 Testosteronun Rho-Kinaz Enzim Ekspresyonlan Uzerine Etkileri

Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre kiiltiirlerinde 10° M ve 107 M
testosteron, 17-p estradiol (10° M - 10® M) ile indiiklenen ROCK-2 upregiilasyonunu
etkilemedi (Sekil 14).
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Sekil 14. Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda 17- estradioliin (10” ve 10® M,
24 saat, n=5) ve onun testosteron (10® ve 107 M) ile kombinasyonunun Rho-kinaz enzim (ROCK-2)
ekspresyonlar1 tizerine etkisi. Testosteronun estradiolle indiiklenen ROCK-2 upregiilasyonunu
degistirmedigine dikkat ediniz. Veriler ortalama #+ standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel
karsilastirmalar igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmistir.

*H%: P<0.001.



4.2.5 Progesteronun Rho-Kinaz Enzim Ekspresyonlan Uzerine Etkileri

Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre kiiltiirlerinde 10° M ve 107 M
progesteron, 17-B estradiol (10° M - 10® M) ile indiiklenen ROCK-2 upregiilasyonunu
etkilemedi (Sekil 14). Buna karsilik 107 M progesteron, 10° M 17-p estradioliin etkisini
anlamli bir sekilde artird (Sekil 15).
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Sekil 15. Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda 17- estradioliin (10® ve 10° M,
24 saat, n=5) ve onun progesteron (10% ve 107 M) ile kombinasyonunun Rho-kinaz enzim (ROCK-2)
ekspresyonlar1 iizerine etkisi. Ilging olarak, 107 M progesteron, estradiolle indiikklenen ROCK-2
upregiilasyonunu arttirdi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar

icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmistir. ***: P < 0.001.

+: P<0.01.



43 Sican Koroner Mikrovaskiiler Endotel Hiicre Kiiltiiriinde RhoA Protein
Ekspresyonlan

4.3.1 17-p Estradiol ve ICI 182,780’nm RhoA Protein Ekspresyonlan Uzerine Etkileri

10° M, 10° M ve 107 M 17-B estradiol, sican koroner mikrovaskiiler endotel
hiicrelerinde RhoA protein ekspresyonlarini arttirdi, fakat bu artis konsantrasyon bagimli
degildi. Estrojen reseptor blokorii ICI 182,780, estradioliin olusturdugu RhoA protein
ekspresyon artisini inhibe etmedi (Sekil 16).
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Sekil 16. Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda 17-B estradiol (10° M, 10® M ve
107 M, 24 saat, n=5) ve onun ICI 182,780 (10” M) ile kombinasyonunun RhoA protein ekspresyonlari
tizerine etkisinin Western blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler ortalama + standart hata olarak
gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak

Dunnet testi kullanilmustir. *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P <0.001.



4.3.2. Testosteronun RhoA Protein Ekspresyonlar Uzerine Etkileri

10® ve 107 M testosteron koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde RhoA protein

ekspresyonlarim etkilemedi (Sekil 17).
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Sekil 17. Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda testosteron (10 ve 107 M, 24 saat
n=>5) inkiibasyonunu takiben RhoA protein ekspresyonlarinin Western blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler
ortalama # standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii varyans analizi

(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmastir.



4.3.3. Progesteronun RhoA Protein Ekspresyonlan Uzerine Etkileri

10® ve 107 M progesteron koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde RhoA protein

ekspresyonlarim etkilemedi (Sekil 18).
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Sekil 18. Sigan koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda progesteron (10™ ve 107 M, 24 saat
n=>5) inkiibasyonunu takiben RhoA protein ekspresyonlarinin Western blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler
ortalama # standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii varyans analizi

(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmastir.



4.3.4 17-p Estradiol ve Testosteronun RhoA Protein Ekspresyonlan Uzerine Etkileri

10° ve 10° M 17-P estradiol sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde
RhoA protein ekspresyonlarini anlamli olarak artirdi, 10® ve 107 M testosteron estradioliin

olusturdugu RhoA protein ekspresyon artisin1 inhibe etmedi (Sekil 19).
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Sekil 19. Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda 17-p estradiol (10” ve 10°M ve
24 saat, n=5) ve onun testosteron (10° ve 107 M) ile kombinasyonunun 24 saat inkiibasyonunu takiben
RhoA protein ekspresyonlarinin Western blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler ortalama + standart hata
olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilagtirmalar igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test

olarak Dunnet testi kullanilmistir. *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001.



4.3.5 17-p Estradiol ve Progesteronun RhoA Protein Ekspresyonlan Uzerine Etkileri

10° ve 10° M 17-P estradiol sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde
RhoA protein ekspresyonlarmi anlamli olarak artirds, 10® ve 107 M progesteron bu etkiyi
ortadan kaldirmadi (Sekil 20).
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Sekil 20. Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda 17-p estradiol (10” ve 10°M ve
24 saat, n=5) ve onun progesteron (10 ve 10”7 M) ile kombinasyonunun 24 saat inkiibasyonunu takiben
RhoA protein ekspresyonlarinin Western blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler ortalama + standart hata
olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilagtirmalar igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test

olarak Dunnet testi kullanilmistir. **: P<0.01.



4.4 17-p Estradiol, ICT 182,780 ve Progesteronun MYPT Fosforilasyonu Uzerine Etkileri

10® M ve 107" M 17-P estradiol, sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde
myozin fosfatazin myozin baglayici alt tinitesinin fosforilasyonunu (p-MYPT) anlaml
olarak artirdi. Bunun yan sira estrojen reseptor blokarii ICT 182,780 (10° M), 10°M 17-
B estradioliin olusturdugu MYPT fosforilasyonunu inhibe ederken, 107 M 17-B
estradioliin olusturdugu fosforilasyona etki etmedi. Ote yandan estradioliin olusturdugu
MYPT fosforilasyonu, 10® M ve 107 M konsantrasyonlarda progesteron inhibe etmedi
(Sekil 21).
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Sekil 21. Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda 17-B estradiol (10° M, 10® M ve
107 M, 24 saat, n=5) ve onun ICI 182,780 (10° M) veya progesteron (10® M ve 107 M) ile
kombinasyonlarinin MYPT fosforilasyonuna olan etkisinin Western blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler
ortalama # standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii varyans analizi

(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmistir. *: P<0.05, **: P<0.01.



4.5 17-p Estradioliin Nitrik Oksit Uzerine Etkisi

17-B Estradiol (10'9 M, 10® M ve 107 M), koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde
NO diizeylerini degistirmedi (sekil 22).
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Sekil 22. Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde 17- estradiol (10'9, 10® ve 107 M, 24 saat,
n=3) inkiibasyonunu takiben NO miktarlarinin amperometrik yontem ile gosterilmesi. Veriler ortalama +
standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilagtirmalar icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve

post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmustir.



5. TARTISMA

Bu calismada estradiol, testosteron ve progesteronun tek basina ve estradioliin
progesteron, testosteron ve estrojen reseptor o ve [ blokorii, ICI 182,780 ile
kombinasyonlarinin Rho (RhoA) ve Rho-kinaz (ROCK-2) ekspresyonu ve Rho-kinaz

aktivitesi iizerine etkilerini arastirdik.

Yapilan pek ¢ok klinik ve epidemiyolojik ¢calismalarda premenopozal kadinlarda
ayn1 yas erkek ve postmenapozal kadinlara gore kardiyovaskiiler hastalik insidansi1 daha
diisiik oldugu bildirilmektedir (124). Bundan dolayi, bu ¢alismada sican koroner endotel
hiicre kiiltiirlerinde seks hormonlarmin (estrojen, testosteron ve progesteron)
kardiyovaskiiler komplikasyonlara aracilik ettigi bu giin iyi bilinen bir yolak olan
Rho/Rho-kinaz sinyal ileti mekanizmalar: (23) iizerine etkilerini inceledik. Her ne kadar
androjenlerin sican renal arterinde Rho-kinaz (ROCK) ekspresyonunu ve aktivitesini
stimiile ettigi (22) progesteronun insan umblikal ven endotel hiicre kiiltiiriinde (HUVEC)
Rho-kinazin alt efektorii olan moezinin fosforilasyonunu artirdigi (21) ve 17-f
estradioliin ROCK ekspresyonunu ve fonksiyonunu baskiladig: bildirilmis olsa da (18),
bizim ¢aliyjmamizda tam tersine estradiol, ROCK ekspresyon ve aktivitesini artirmusgtir.
llging olarak bu upregiilasyon, estrojen reseptor blokorii ICI 182,780 ile inhibe
edilemedi. Ayrica pek ¢ok dokuda estrojenin etkisini zayiflatan ve ona ters yonde hareket
eden progesteron ve testosteron uygulamasi da estradiolle indiiklenen ROCK ekspresyon
artisin1 baskilamadi. Ayrica testosteron ve progesteronun tek baslarina uygulanmasi

ROCK ekspresyonunu etkilemedi.

Bilindigi iizere Rho/Rho-kinaz sinyal ileti mekanizmasi vaskiiler sistemin
toniisiiniin diizenlenmesinde esasli bir rol oynamaktadir. Rho/Rho-kinaz yolagi sadece
damar diiz kasilmasina katki saglamaz aym zamanda inflamatuar aterosklerotik
lezyonlarm olugmasina da neden olur (23). Rho/Rho-kinaz yolag: ateroskleroz, koroner
arter hastalii, aritmi, hipertrofik kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in
onemli bir terapotik hedef olarak goriilmektedir. Kalp damar sisteminde boylesi olumsuz

etkisi olan bir yolagin iyi etkileri oldugu bilinen estradiol ile giiclenmesi ilk bakista



giincel bilgilerimizle pek bagdasmamaktadir. Ne var ki, estrojenin hiicre proliferasyonu
icin mitojenik bir ajan oldugu dikkate alinirsa, bu etkinin esasinda koruyucu olabilecegi
diistiniilebilir. Soyle ki; Brouchet ve arkadaglari, estradioliin reendotelizasyonu estrojen
reseptorii o (ERa) araciligiyla artirdigini rapor etmislerdir (125). Bu da, esasinda
estradioliin sadece kadin cinsel organlarinda proliferatif olmadigini1 fakat aym1 zamanda
diger doku ve hiicreler i¢in de mitojenik bir ajan oldugunu diisiindiirebilir. Ancak etkinin
estrojen reseptor blokorii (ICI 182,780) ile bloke edilmemesi bu olaya estrojen
reseptorlerinin karismadigini gosterebilir. Ya da bilinen estrojen reseptorii disinda bagka
bir reseptoriin katkist olabilir. Yahut estrojen reseptoriinden bagimsiz olarak direk bir
sekilde ROCK ekspresyonunu artirmis olabilir. Bu etkinin detayli bir sekilde

arastirilmasi gerekmektedir.

Estrojenlerin Rho/ROCK yolagin1 araciligr ile tiimOr hiicre proliferasyonu ve
invazyonunu tetikleyebilir. Nitekim, endotel hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde
p38 ve p42/44 mitojen aktive protein kinazlar rol alir (126). Bu estrojenin endotel hiicre
hasar1 sonrasinda hiicre migrasyonu ve proliferasyonunu artirarak ve ayrica NO gibi
vazoaktif maddelerin salimimmi diizenleyerek endotel hiicrelerini koruyabilecegi
anlamima gelir (127). Estrojen over kanserinde Rho-kinazin alt effektorlerinden biri
oldugu bilinen ezrin proteininin ekspresyonunu belirgin olarak indiikler (128). Bu
sonuglar, estrojenin Rho-kinaz aktivitesinin gostergesi olan myozin hafif zincir fosfataz
hedef proteininin (mypt) fosforilasyonunu arttirmasit yoniindeki bulgularimizla
paraleldir. Estrojenin  mitojenik bir ajan oldugu ve Rho/ROCK yolaginin kanser
proliferasyonu, invazyonu ve metastazinda rol oynayabildigi géz Oniine alinacak
olunursa, estrojen tarafindan arttirilan Rho/ROCK sinyalizasyonu, tiimdrogenezisin

ilerlemesi gibi kotii etkilere de aracilik edebilir (129).

Estrojenler bir taraftan Rho/ROCK yolagini da icine alan mekanizmalarla timor
hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu tetiklerken, ayn1 zamanda olasilikla ayn1 yolaklar
tizerinden endotel hiicre proliferasyonu ve migrasyonu gibi yararl etkiler olusturabilir
zira endoteli hasarlanmig damar bdolgesinde trombus olusumu hizlanmakta ve

vazokonstriiksiyon gelismektedir (130,131).



Sonug olarak, estradiol sigcan koroner mikrovaskiiler endotel hiicre kiiltiiriinde ICI
182,780, progesteron ve testosteron ile bloke edilemeyen RhoA ve ROCK-2

upregiilasyonuna neden olmaktadir.



6. SONUC VE ONERILER

Bu calismanin olas1 sonuglar1 arasinda:

1. Estrojenik hormonlarin kardiovaskiiler sistemde yeni bir etkisi,

2. Kardiovaskiiler sistemde genellikle kotii sohreti oldugu bilinen bir yolagin
(Rho/Rho-kinaz) bu sistemde olumlu (koruyucu) etki yaptigina inanilan bir
hormon (estrojen) tarafindan da aktive edilecegi ve bu etkinin esasinda soz
konusu sistemi korumaya yonelik bir fonksiyon olabilecegi,

3. Diger taraftan proliferatif ve mitojenik ve dolayisiyla olas1 karsinojenik etkili
oldugu bilinen estradioliin bu etkilerine Rho/Rho-kinaz yolaginin katki sagladigi,

4. Bulgulara gore belki de yeni bir estrojenik reseptoriin varligina iliskin on veriler

sayilabilir.

Bundan sonraki caligmalarda, estradiolin Rho ve ROCK ekspresyon artisina,
hangi tip reseptoriiniin (membranal ve/veya sitozolik) aracilik ettigi arastirilabilir. Bu
amagla endotel hiicre membranint gecemeyen sigir serum albumini ile konjige edilmis
estradiol (BSA-estradiol) kullanilabilir. Ote yandan estrojen uygulamasi sonucu ROCK-2
enzim ekspresyonlarindaki artisa bilinen estrojen reseptorlerinin (ERa, ERp) aracilik
edip etmedigini, eger aracilik ediyorlarsa hangisinin aracilik ettigini saptamak amaciyla
her iki reseptor tipi icin selektif agonistler denenebilir. Boylece estradioliin etkilerinin
taklit edilip edilmedigi belirlenebilir. Ayrica G proteinlerinin estradioliin etkisine katki
saglayip saglamadigini tespit etmek icin ise, G proteinlerinin blokorii pertussis toksini

denenebilir.
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