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1. GIRIS VE AMAC

Kardiyovaskuler hastaliklar (KVH) bati Glkelerinde 50 yas tzerindeki kadinlarda
birinci 6lum nedenidir (1). Turkiye ndfusunun yaklagik %15—20 si bu riskli yas
dénemini olugturmaktadir (2). ABD de kardiovaskuler hastalik nedeniyle her yil
500000 kadin 6lmektedir.

Premenopoz déneminde KVH mortalitesi erkeklere oranla 1/5 ‘iken, menopoz
sonrasinda giderek artar ve erkek KVH mortalitesine yaklasir (3). Bu etki 6strojenin
KVH riskini azaltmasindan kaynaklanmaktadir. Yapilan calismalarda kardiovaskuler
hastaligi olan postmenopozal hastalarda KVH riskini azaltmak icin hormon replasman
tedavisinin kullanilamayacagi bulunmus olmasina karsin 6strojenin yalniz basina
olumlu kardiovaskduler etkileri yadsinamaz (4,5). Raloksifenin icinde bulundugu
selektif dstrojen reseptdr modulatorleri progesteronla karsilanmasina gerek
kalmaksizin kardiovaskuler hastalikli postmenopozal kadinlarda KVH riskini 6nemli
dlglide azaltmistir(6). Ostrojenin ve de raloksifenin bu etkisini hangi mekanizmalar
vasitasiyla gerceklestirdigi halen arastiriimaktadir.

Aterosklerozun patofizyolojisi daha iyi anlasildik¢a sadece basit bir lipit depo hastaligi
olmadi§i kanaatine varilmigtir. inflamasyon, endotelyal disfonksiyon, plak instabilitesi,
tromboz, diz kas proliferasyonu aterosklerozun gelisim ve ilerlemesinde énemli rol

oynar (7).

Ostrojenin énemli endotelyal olaylarda rol aldigi bilinmektedir. Vazodilatér ve
antitrombotik etkileri nitrik oksit (NO) ve prostosiklin Gretimini arttirmasi sayesinde
gelisir. Endotelde (DlsUk dansiteli lipoprotein) LDL'nin oksidasyonunu engeller ve
okside olmus LDL nin endotele olan toksik etkisini azaltir(8). NO Bircok endovaskiler
islemi diizenleyerek aterosklerotik stirecin olusumunu yavasglatir. Ayrica
aterosklerozda monosit ve makrofajlar da énemli rol oynar (9). Tam bunlar

aterosklerozun kronik inflamatuar hastalik kabul edilmesini saglamistir (10).

HMG-KoA Rediiktaz inhibitérleri (Statinler) hipolipidemik ajan olarak LDL kolesterol
disdrilmesinden bagimsiz olarak bir¢gok organ sistemini ve metabolik yolu
etkileyerek birgok hastaligi olumlu yénde etkiler (7). Postmenopozal kardiovaskuler



hastalikli pek ¢cok kadinda yaygin kullaniimaktadir. Ateroskleroza etkileri hala

arastiriimaktadir.

Galismanin Amaci; postmenopozal dénemde ateroskleroz gelisiminde raloksifen gibi
selektif 6strojen reseptdr modulatdri bir ilact ve statin gibi bir hipolipidemik bir ilaci
kargilastirmaktir. Yaygin kullanimi olan bu iki ilacin postmenopozal dénemde
kullanimlarinda hormon replasman tedavisine olan yakinlik ve tstunlUklerine yol
gostermek. Ratlarda bu iki ilacin birlikte ¢alisildigi bir calismaya literatirde

rastlanmamistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 MENOPOZ

Klimakterium, kadin hayatinda klinik, metabolik ve psikosekstel 6zellikleri ile ayri bir
yer tutan, cinsel olgunluk ¢agindan Ureme fonksiyonlarinin son buldugu yillara bir
gecis donemidir. Menopoz ise klimakterium iginde bir kilometre tasidir. Kelime
anlami, son menstrual siklustur. Diinya Saglik Orgitii tarafinda ovaryum aktivitesinin
yitirilmesi sonucunda menstruasyonun kalici olarak sonlanmasi olarak tanimlanir
ancak kadin hayatinda yeni bir dénemin de baslangicidir (11). Menopoz aslinda
retrospektif olarak tanimlanan bir kavramdir. Eger bu dénemdeki kadin bir yil streyle
adet gérmemisse, gérdiglu son adete menopoz denilir ve kadin menopoza girmis
kabul edilir. Bu andan sonraki senilyum siniri olarak kabul edilen 64 yasa kadar
gecen doneme postmenopoz, 6nceki déneme premenopoz adi verilir. Yasayan her
kadin icin fizyolojik olmasina karsin olusturacagl sonuglar agisindan patolojik kabul
edilebilecek bir sregtir.

Menopoz yasl genetik olarak tespit edilir. Irk ve beslenme durumu ile iligkisi
gérilmemektedir. Menopoz, histerektomi gegirenlerde, vicut yag kitlesinin éstrojen
dretimindeki roli nedeniyle zayif kadinlarda, sigara igenlerde, dogum yapmamis
kadinlarda daha erken goérulir (12,13). Yurdumuzda menopoz yas! igin cesitli
kliniklerden bildirilen rakamlar 45-49 arasinda dedismekte, ortalama olarak 47 yas
kabul edilmektedir (14).

Son yillarda klimakteriyum ve postmenopozal déneme artan ilginin baslica sebebi
ortalama yasam suresindeki ve hayat standartlarindaki artistir. Yagsam beklentisindeki
artisla birlikte bir kadin artik yasaminin Ugcte birini bu déntGsim sonrasi gecirmektedir.
Bu nedenle menopoz, gunimizde gercek bir saglik problemi olarak kabul
edilmektedir. insanh@in ilk giniinden bu yana olan teknolojik gelismenin %901 son
yuzyilda gerceklesmistir. Bu inanilmaz hizli gelisme yasam kalitesi ve yasam sulresini
arttirarak diinya yasl nifusunun ¢ogalmasina yol acmistir. MO 1000 yilinda 18
olarak bilinen kadin yasi bugin, 80’nin 6tesine uzanmistir. Bu nedenle 2000’li yillarda
da pre- ve postmenopozal dénem ve beraberindeki hastaliklar en énemli saghk
problemi olarak karsimiza ¢gikmistir (15).



Klimakterik donemde iki nedene bagli organ ve sistem degisiklikleri olmaktadir.
Birincisi, yaslanmaya bagh morfolojik degisiklikler, ikincisi ise overlerdeki &strojen
eksikligine bagl genital ve ekstra genital degisikliklerdir. Bunlarin icinde en énemli

yeri kardiovaskuler sistem ve kemik dokusunda olusan degisiklikler tutmaktadir.

Menopozla birlikte ve sonrasinda, 6strojen eksikliginin farkli organlarda ve doku
sistemlerinde etkisiyle bazi semptomlar ortaya ¢ikmaktadir. Merkezi sinir sisteminde
sicak basmasi, depresyon, uyku bozukluklari, konsantrasyon bozuklugu; iskelet
sisteminde osteoporoz, spontan fraktlrler; genital sistemde vajinal atrofi;
kardiovaskuler sistemde ateroskleroz, koroner kalp hastaliklari bunlardan bazilaridir
(15).

2.1.1 Menopoz ve Kardiovaskiiler Hastaliklar

Kardiovaskuler hastaliklar (KVH), ilk planda daha cok erkeklerin hastaligi olarak
gbrulse de menopoz sonrasi dénemde kadinlar i¢in de énemli bir morbidite ve
mortalite sebebidir. Artan yasam beklentisi ile birlikte kadin sayisindaki artig, yasli

populasyonun hastaliklarini 6n plana almamizi gerektirmektedir.

1900’lerin basinda Amerika Birlesik Devletleri’'nde her 100 yash kadina 102 erkek
yasl dismekte iken bu oran 1980 yilinda 100’e 68 olmustur. 85 yasina gelindiginde
100 kadina karsi 40 erkek yasamaktadir. Kadin ve erkek yagla birlikte farkli saglik
problemleri ile karsilagirlar. Seks hormonlarina bagli olarak kolesterol-lipoprotein

profilindeki farkhlik, erkeklerde ateroskleroz ve élima erken yasa ceker (8).

DlUnyadaki 6lum nedenlerinin baginda iskemik kalp hastaligi gelmektedir. Reprodukiif
dénemdeki kadinlar, ayni yastaki erkeklere oranla 2.5-4.5 kat daha az kardiovaskuler
hastalik riskine sahip olmakla birlikte, 55 yasini agmig bir kadinda koroner damar
hastaligi gérilme sikhgi, 35-45 yas grubuna gére 10 kat artig gosterir. Bdylelikle 50
yasindan itibaren bir kadinda yasam boyunca koroner kalp hastaligina yakalanma
ihtimali %46, bu hastaliktan 6lim ihtimali ise %31’e ulasir (15). ABD'de
kardiovaskiler hastaliklardan 6ltm, bayanlar icin tim kanser tiplerinin sebep oldugu
6limden daha fazlasini olusturmaktadir (16). Kadinlarda meme kanseri en sik
gbrulen kanserdir. Kiyaslanan 25 kadindan 1 tanesi meme kanserinden élmekteyken,



KVH nedeniyle 2 kadindan 1 tanesi 6lmektedir (17). Tim bu veriler bize konunun ne

kadar 6nemli oldugunu ve ciddiyetle ele alinmasi gerektigini géstermektedir.

Menopoz, KVH agisindan kesin bir risk faktort olarak kabul edilmektedir. Ancak yas
ilerledikge baska pek cok risk faktérleri de devreye girmektedir. Kadinlar ve erkekler
icin risk faktorleri aynidir (kalitim, yas, yuksek kan basinci, sigara, diabetus mellitus,
obezite) fakat bu faktérler kontrol altina alinmis bile olsa erkeklerde koroner kalp
hastaligi kadinlardan 3.5 kat daha fazladir. Kadinlarin degisen hayat tarzina ragmen
riskleri halen dusUktir. Reproduktif yillarda kadinlar koroner kalp hastaliklarindan
korunurlar. Béylece koroner hastaliklarda erkeklerin 10 yil gerisinden gelirler. Ancak
artan yasla birlikte bu avantajli durum giderek azalir ve kardiovaskuler hastaliklar ileri

yaslarda her iki cins i¢in de 6lum nedeni olarak ilk siraya oturur (8).
2.2 ATEROSKLEROZ

Kan damarlar baslica U¢ katmandan olusur (Sekil 1). Kapiller ve vendillerde
basitlesmesine ragmen bu yapi tim damar yataginda fizyolojik gerekliligine gore

degiserek korunur (18).
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Sekil 1: Damar duvari yapisi



Tunika Intima; Damar icini ddseyen endotelyal hiicrelerden olugmustur. Bazal
laminanin Gzerine oturan bu hicreler tek kathdir. Endotelin altinda diiz kas hlcresi ve
gevsek bag doku iceren subendotel bulunur. Subendotelde bulunan bag doku ve
diz kas hucreleri longitadinal olarak yerlesmiglerdir. Arterlerde intima tabakasi media
tabakasindan internal elastik lamina ile ayrilir. Internal elastik lamina gk
mikroskobisinde devamli  belirgin bir tabaka olarak goérllirken elektron
mikroskobunda pencereler icerdigi goruldr.

Tunika Media; Helikal olarak yerlesmis yaklasik kirk kat diz kas hucrelerinden
olusmustur. Bu diz kas hicrelerinin arasinda cesitli miktarda elastik lifler, retiktler
lifler ve proteoglikanlar bulunur. Bu ekstraselller maktiksin kaynagi yine diz kas
hucreleridir. Blyuk arterlerde media ve adventisya tabakasi arasinda ince eksternal

elastik lamina bulunur.

Tunika Adventisya: Longitudinal olarak uzanmis kollajen ve elastik liflerden
olusmustur. Media tabakasinda bulunan kollajen tip Il iken adventisya tabakasinda
kollajen Tip | bulunur. Adventisya tabakasi genellikle damarin igerisinde bulundugu

dokunun bag dokusunun devami seklinde yer alr (18).

Ateroskleroz, damar duvarinda intima altinda lipid birikmesi ve buna bagl gelisen
ikincil olaylar sonucunda ateroskleroz plaginin olusmasi ile karakterize bir arter

hastahigidir.

Aterosklerozun gelisiminde endotel hasari olsun ya da olmasin bazi gelisim
basamaklari mevcuttur (9). Bunlar;
1. Duz kas hicrelerinin proliferasyonu
Bag doku maktriksinin sentezi
Monosit-makrofajlarin bélgeye birikimi
Lenfosit infiltrasyonu

intra ve ekstraseller lipid birikimi

o oA LN

Stenotik plagin olusumu’dur.

Erken bulgu olarak karsimiza ¢ikan intima kalinlasmasi, intima ve mediada hucreler

aras| mesafede lipid birikmesi sonucu olusmaktadir. Damar cidarina gé¢ eden doku



makrofajlari biriken lipitleri fagosite ederek képUk hicrelerine donasurler (9,19). Bu
degisimlerin oldugu bélgelerde bazal membran endotel ve diz kas hicrelerinden
ayrilir, béylece intima ile diger dokular arasindaki baglantilar bozulur. intimanin
butinliginu kaybettigi alanlarda trombusler olusabilmektedir (19). Ayrica endotel,
diz kas hdcreleri ve fibroblastlarda mitotik aktivite artarak proliferatif degisiklikler
gbruldr (19,20).

Kardiovaskuler hastaliklarin ¢ogunda majér damarlarda ateroskleroz mevcuttur.
Aterosklerozun en belirgin tutulum bdlgeleri; aorta, karotisler, serebral ve renal
arterler gibi sistemik arterlerdir. Bu arterlerin dallanma yerleri ateroskleroz geligiminin

klinik olarak en sik gorulen kisimlaridir.

Kardiovaskuler hastaliklar 6zellikle de ateroskleroz bir gok metobolik degigikligin bir

arada olmasi sonucu meydana gelir (8). Bu degisiklikler sdyle 6zetlenebilir;

Dolasimdaki lipid-lipoprotein profilindeki degisiklikler
LDL’nin oksidasyonu

Nitrik oksit ve prostasiklin tretimine yol agcan endotel hasari ve disfonksiyonu

> w0

Sitokinler ve bulyume faktérleri tarafindan uyarilan makrofaj migrasyonu ve

fonksiyonlari

5. Fibréz plagin baskin hucresi olup bag doku matriksini olusturan ve buiyime
faktorleri ve sitokinler tarafindan uyarilan diz kas hicrelerinin proliferasyonu.

6. Vazokonstriksiyon ve trombojenik olaylar

7. Koroner arterlerde remodelling

Ateroskleroz ve onun arterini bozdugu organlarin hastaliklari sanayilesmis Ulkelerde
en basta gelen Olum sebebidir. Aterosklerozun en o6lumcil yani konjestif kalp
hastaligi (KKH) insidansini ve ona bagli mortaliteyi arttirmasidir; gelismis Ulkelerde
yaplilan istatistikler, toplam 6limlerin %30- 35 dolayindaki bir bélimdnin KKH'ye

bagl oldugunu gbstermistir (15).

Ateroskleroz ve onun en yaygin ve 6éliumcul sonucu olan koroner kalp hastaligi ile
hiperkolesterolemi arasinda yakin bir iligki oldugu birgcok epidemiyolojik incelemede
saptanmigtir. Plazma trigliserid diizeyi veya trigliseridden zengin lipoprotein tird olan



¢ok dusuk dansiteli lipoprotein (VLDL) igindeki kolesterol fraksiyonunun yuksekligi ile
KKH arasinda bagimsiz bir iliski oldugu kesin olarak gdsterilmis degildir ancak KKH
meydana gelmesine bircok olguda VLDL kolesteroll dahil total kolesterol diizeyindeki
yUkselme eglik eder.

Plazma total kolesterol diizeyi ve onun en blyUk dgesi olan distk dansiteli kolesterol
(LDL) ile ateroskleroz arasindaki iligkiyi gdsteren bulgular sunlardir;

1. Ateroskleroza bagll arter hastaligi olan hastalar kendi yas gruplarindaki
saglikh hastalara oranla daha yiksek serum kolesterol dizeyi gbsterirler.

2. Serum kolesterol diizeyi yiksek olan toplumlarda ateroskleroz ve onun
komplikasyonlari daha sik gorular.

3. Deney hayvanlarini kolesterolden zengin diyetle beslemek suretiyle onlarin
arterlerinde aterosklerotik lezyonlar olugturmak mimkuindur.

4. Aterosklerozlularda intima altinda toplanan, kolesterolden zengin lipidlerin
olusturduklari aterom plaklarindaki lipid bilesimi, serumdaki lipidlerin
bilesimine paralellik gosterir.

Ateroskleroz olugsmasinda ilk basamagin endotel disfonksiyonu oldugu bilinmektedir.
Normal endotel trombosit ve I6kosit adezyonunu, vasospazmi ve diz kas hilcre
proliferasyonunu engeller, fibrinolizisi bagslatir ve bdylece antiaterojenik akigkan bir

ortam saglar (9).

Endotelin vaskiler tonusu kontrol etmek gibi kritik bir gbrevi vardir, bunu da vazoakiif
ajanlar salgilayarak temin eder. Prostosiklin, bradikinin, nitrik oksit (NO) gibi
vazodilatér, anjiotensin |l, prostaglandin H2 ve endotelin gibi vazokonstriktér
maddeler salgilar (Sekil 2) (9).
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SEKIL 2: Endotelden salinan nitrik oksit sentezi ve etkileri

Aterosklerozda 6nemi olan inflamatuar cevapta endotel 6nemli rol oynamaktadir.
Normal fonksiyon géren endotel I6kosit adezyonunu, lipid depolanmasini ve diz kas
hicre proliferasyonunu engellerken, hasarlanmaya ve cesitli sitokinlere cevaben
aktive olan endotel hiicreleri ise interselliler adezyon molekdlt-1 (ICAM-I), vaskuler
hiicre adezyon molekulli-I (VCAM-1) ve monosit kemotaktik protein-1 (MCP-I) gibi
aterosklerozu uyarici bazi faktérler salgilar (9).

Bunun ardindan diz kas hucrelerinin mediadan intimaya g6¢ etmeleri, intimada
proliferasyona ugramalari ve kandan damar c¢eperine monositlerin ve makrofajlarin
infiltrasyonu  gibi  olaylar geligir. Monosit kemoatraktan protein-1  (MCP-1)
monositlerin bdlgeye toplanmasina yol acar. MCP-1 ve interlékin-8 gibi kemotaktik
sitokinler kronik inflamatuar hucrelerin aterosklerotik alana toplanmasina neden
olurlar. MCP-1, makrofaj ve diz kas hlcrelerinden salinir (9). Endotel ve diiz kas
hicreleri, hlicreler arasi adezyon moleklli ( ICAM-1) gibi I6kosit adezyon molekdill

salgilarlar. ICAM-1 aterosklerozlu alana immun sistem hucrelerinin ¢agrilmasindan



ve lezyonlu bdlgede lenfosit aktivasyonundan sorumludur (21). Kandan adi gecgen
hicrelerin hatta T lenfositlerinin infiltrasyonu dikkate alinarak bazi arastirmacilarca
aterosklerozun arterlerin  kronik inflamatuar hastaligi oldugu O6ne surtdlmustar.
insanlarda yapilan calismalarda bu adezyon molekiilleri ve ateroskleroz gelisimi
arasinda iliski oldugu saptanmistir (10).

Monosit ve makrofajlar aterosklerotik progesin tim asamalarinda énemli rol oynarlar.
Monositler vaskiler endotelyal ylzeye yapisarak erken lezyonlarin gelisiminde rol
alirlar ve bu bariyeri gecerek subendotelyal bosluga ulasirlar. Bu hiicreler ayrica takip
eden basamaklarda da rol oynar, lipid laden makrofajlarin gelisiminde ve
ekstraseliiler matriksin serbest birakilmasinda gorev alirlar. Son olarak daha mattr
plaklarin gelisiminde ve aterom plaginin yeniden sekillenmesinde de énemli rolleri
vardir (9).

Makrofajlar damar c¢eperinde kolesterol ile kaplanarak kdpuk hicreleri haline gelir.
NO’nun fizyolojik kosullarda damar c¢eperinde mitojenez Uzerinde ve bu arada
cogalmasi aktive edilmis diiz kas hlcreleri tzerinde inhibitér etkisi vardir. Mediadan
intimaya diz kas hicresi gocl ve orada proliferasyona ugramasi, anjioplastiden
sonra bypass greftlerinin tikanmasina yol acarak restenoza ve vaskuler girisimlerin
basarisizligina neden olabilir (22). Endotel disfonksiyonu gelistirmeye bazi hastalarin
daha yatkin oldugu saniimaktadir. Tam gelismis bir aterosklerozun tipik gbstergesi
olan aterom plaklari, intimada, esas olarak kopuik hcreleri ile infiltre olmus ve
proliferasyona ugramis diz kas hlcrelerinden ibarettir. Plaklarin Gzerini &rten
endotelde ¢ok o6nceden baglamis olan disfonksiyon nedeniyle, antitrombositik ve
vazodilatér etkili iki endotel kaynakli lokal hormon olan nitrik oksit (NO) ve

prostasiklinin Gretimi ve saliverilmesi azalmistir (9) .

Ostrojen tedavisi hem saglikli hem de koroner hastaligi bulunan postmenopozal
kadinlarda adezyon molekdllerinin seviyesini azaltmistir ancak ayni etki statin
kullanimi ile gézlenmemistir (23). Raloksifen ise insan endotelyal hlcre kalttrd ile
yapilan calismalarda postmenopozal dénemde E-selectin ve ICAM-1 seviyelerini
azaltmis ancak VCAM-1 seviyelerini azaltamamisgtir.



2.3 OSTROJEN VE ATEROSKLEROZ

2.3.1 Ostrojenin Damar Yatagina Etkileri

Epidemiyolojik caligsmalar goéstermistir ki koroner arter hastaliklarinin insidansi
premenopozal dénemde ki kadinlarda ayni yastaki erkeklere kiyasla daha azdir.
Ancak postmenopozal dénemde yastas erkek ve kadinda koroner arter hastaligina
bagh mortalite esittir (24) . Ostrojenin kardioprotektif yoniinii arastirmak icin bircok
calisma yapilmistir. Ostrojen serum LDL seviyesini disiriirken yilksek dansiteli
lipoprotein (HDL) dlizeyini yUkseltir. Ancak 6strojenin lipid profili Gzerine olan bu etkisi
kardioprotektif etkisinin sadece %30’unu olusturmaktadir (25). Bu etkinin yani sira
Ostrojenin  6nemli endotelyal olaylarda rol aldigi bilinmektedir. Vazodilatér ve
antitrombotik etkileri NO ve prostosiklin Gretimini arttirmasi sayesinde gelisir.
Endotelde LDL’nin oksidasyonunu engeller ve okside olmug LDL’nin endotele olan

toksik etkisini azaltir (8) .

2.3.2 Ostrojen Reseptérleri

iki tane 6strojen reseptdrii bulunmaktadir; Ostrojen reseptdr alfa (ERa) ve 6strojen
reseptdr beta (ERB). Alfa reseptéri 1960 yilinda kesfedilmis, amino asit dizilimi 1986
yllinda tam olarak yapilabilmistir (26). Altinci kromozomun uzun kolundan kodlanir.
Yari 6mr0 yaklasik 4-7 saattir. Beta reseptort ise ratlarda 1996 (27), insanlarda 1996
ve 1998 (27) de izole edilmistir. 14,q22-q24 kromozomundan kodlanir (26). Ostrojen
reseptOrd spesifik olarak Ostrojenle baglanarak ostrojen responsive element (ERE)
aracihgiyla gen transkripsiyonunu regiile eder. Ostrojen reseptérleri 5 domainde 6
bdlgeye ayrilir; A-F. ERB DNA baglayici domainde ERa ile %97 oraninda , hormon
baglayici domainde ise %59 oraninda ayni aminoasit sekansina sahiptir. Her iki
reseptériin hormon baglama karakteristikleri benzerlik géstermekle birlikte érnegin,
fitodstrojenler ERB’ya ERa’dan daha ylksek afinite gdOsterirler. Sadece baglanma
farkliliklari nedeniyle degil ayni zamanda konformasyonel sekil ve hicresel etkinlik
nedeni ile de farkli genetik mesajlara yol acabilirler. Ayrica ERB duzenleyici
domainde Transkripsiyon Aktivatoér Fonksiyonu-1 (TAF-1)’e sahip olmadigindan gen
transkripsiyonunda farkhliklar olusur (26). Biyolojik aktivitelerinin farkli olmasinin
sebepleri sdyle dzetlenebilir;



1. Reseptdrin hormon baglayan domainine kargi hormonun afinitesi

2. Farkli dokularda farkli reseptdr subtiplerinin baskin olmasi

3. Dimerizasyon ve adaptor proteinlerin dizenlenmesi gibi iki 6nemli gérevde
etkisi olan ligand-reseptdr konformasyonel sekil degisikligi

4. Dokuda adaptér protein ekspresyonunda ve fosforilasyonda farkliliklar

Farkli dokularda farkh reseptérler bulunmaktadir. Erkek ve digi farelerde Uretilmis alfa
reseptdrl olmayan genetik tipin her iki cins i¢in de kisir oldugu izlenmistir (26) . Alfa
reseptdrt olmayan disi farede ovulasyon gbézlenmemis, overler gonadotroplara cevap
vermemigtir. Memede bez dokusu ve alveolar yapi gelismemistir. Sekstel
davraniglarinda eksiklik saptanmigtir. Buna kargin fetal adrenalde de ERP daha
baskin olarak dretilmektedir (26). Beyinde bazi bdlgelerde ve kardiovaskiler
sistemde baskin olan ERB’dir. insan graniilosa hiicrelerinde sadece ERB mRNA’s,
meme dokusunda hem alfa hem de beta reseptdrii bulunmaktadir (26). insan
umbilikal ven hlicre kiltiriinde endotelyal hiicrelerde sadece ERB dretilmistir, ERa

bulunmamaktadir (8).

Ostrojen reseptorleri ve uyaranlari icin sonuglar gergekten karmasiktir. Ostradiol ERa
ve belli bir ERE alani ile gen transkripsiyonunu uyarmakta iken, ERB ile ayni alanda
transkripsiyonu engeller. Bdyle olunca 06strojen tipi, reseptor tipi ve hedeflenen
response element kombinasyonu ile farkli ve 6zgul mesajlar ortaya ¢ikar. Ayrica ERa
ve ERp arasindaki farkhliklar TAF-1 ve TAF-2 aktivasyonu nedeniyle de farklilik
gosterir. Selektif dstrojen reseptér modulatéri gibi agonism ve antagonism etkisi olan
uyaranlar ERa ile TAF-1 araciligiyla agonist etki ederken ERR ile tam antagonist etki
olusturabilirler. ERa ve ERP hicre igindeki koaktivatdr ve korepresoér gibi peptidlerin

yapisini ve miktarini da farkh dizenler (26).

2.3.3 Damar Duvarinda Ostrojen Reseptérleri

Endotelde ve damar duz kasinda seks steroidleri icin reseptdrler bulunur (28).
Koroner arterlerde aterosklerozu olan premenopozal kadinlarin koroner arterlerindeki

disUk seviyedeki Ostrojen reseptorleri ile aterosklerozu olmayan damar duvarinda



bulunan &strojen reseptorleri arasindaki farkliliklar, aterosklerozun gelisiminde

Ostrojen reseptdr ekspresyonunun etkili olabilecegini distindirmustir (29).

2.3.4 Ostojenin Endotele Etkileri

Oksijen, sitokinler, hormonlar gibi kandan kaynaklanan maddeler, basing gibi
mekanik glcler nedeni ile endotel koagllasyona, I6kositlerin adezyon ve
migrasyonuna, endotelyal diuz kas hicrelerinin proliferasyonuna neden olan bazi
lokal faktdrler salgilar (30). Ostrojen endotel hiicrelerinin adezyon, migrasyon ve
proliferasyonunu arttirir (31). BOylece hasarlanmis damarda hizla yenilenen endotel
hicrelerinden antiinflamatuar ve antiproliferatif sitokinler salinmaya devam eder ve

ddz kas hucrelerinin hasarlanmadan en az etkilenmesi saglanir.

Endotelden salgilanan bircok faktér vardir; serbest radikaller (NO ve slperoksit),
arasidinik asit metabolitleri (prostosiklin, tromboksan A2) peptidler (endotelin,
anjiotensin, natritiretik peptidler) gibi. Tim bu faktdrlerin birgok etkisi mevcuttur.
Ornegin, NO diiz kaslarin kontraksiyonunu ve proliferasyonunu engellerken
endotelin, trombosit kaynakli blyime faktéri (PDGF), vaskuler endotelyal biyime
faktért (VEGF) diz kaslarda kontraksiyona ve proliferasyona yol acar (32,33). Bu
faktorler arasindaki vazodilatér/ antimitojenik, promitojenik/vazokostriktér dengenin
seks steroid hormonlari tarafindan dengelenmesi koroner arter hastaliklar gibi damar

yatagi proliferasyonu ile seyreden hastaliklarda 6nem kazanir.

Ostrojen ooferektomize hayvanlarda ve menopozdaki kadinlarda endotelden salinan
damar gevsetici faktorlerin salinimini arttinir (34). Muskarinik reseptérler veya direkt
etki ile endotel hicrelerinden NO Uretim ve salinimini arttinr (35). Yapilan
calismalarda aortadan bazal NO saliniminin erkek hayvanlara kiyasla disi
hayvanlarda daha fazla oldugu gértimustir (36). Kadinlarda &strojenin artan
seviyesiyle paralel olarak serumda nitrik oksidin okside GrUnlerinin miktarinda da artis
saptanmaktadir (36). Ayrica Ostrojen damar diiz kas hicrelerinin NO’ya duyarliligini
arttirir (37). Lipid peroksidlerin olusmasini azaltarak diz kas hucrelerine ulagsan NO
miktarini arttinir (37). NO guanilat siklaz enzimini uyarark GTPZGMP dénusumini
saglar. Bu da kalsiyum hareketlerini degistirerek vazodilatasyona ve damar diz kas

hiicre relaksasyonuna neden olmaktadir (38).



Nitrik oksit ve &strojen prostosiklin ile sinerji gbstererek trombositlerin adezyon ve
agregasyonunu engeller (8). Koroner arterlerde endotelyal olaylara cevap olarak
dstrojenin vazodilatér ve antitrombosit etkileri gdzlenir. Ostrojen, vaskiiler tonus ve
reaktivitesini dilatasyon yoénine c¢eker. Bunu da diz kas hUcreleri (Uzerinde
hiperpolarizasyon ile gevseme yaparak ve prostosiklin sekresyonunun bazal dizeyini
arttirarak yapmaktadir (39- 40). Postmenapozal kadinlarda strese bagli néroendokrin
ve kan basinci degisikligi cevaplarn daha belirgin olurken &strojen tedavisi bunu
azaltir (8).

Asetilkolin koroner arterlerde vazokonstriksiyon olusturur, oysa 6stradiolun fizyolojik
dozlarda koroner arterlere inflzyonu asetilkolin kaynakli vazokonstriksiyonu
vazodilatasyona cevirir (41). Bu etkiyi transdermal &strojen uygulamalarinda ve
aterosklerozu olup 6strojen kullanan kadinlarda gérmekteyiz (42). Bu etki nitrik oksit
artisi ile olusan endotele bagh bir etkidir (43). Koroner arter hastaligi olan kadinlara
verilen standart dozda Ostrojen, iskemiyi azaltir, elektrokardiogramda enfarktls
bulgularinin ortaya cikisini geciktirir ve egzersize toleransi yukseltir (8). Normal
kadinlarda standart 0,625 mg konjuge 0&strojenin kosubandi egzersizlerinde
hemodinamik parametrelere etkisi yoktur (8).

2.3.5 Ostrojenin Damar Diiz Kas Hiicresine Etkisi

Ateroskleroz diz kaslarda proliferasyon ile iligkilidir, bu proliferasyon ayni zamanda
intimaya migrasyon ile birliktedir. Arteriyal intimal kalinlasma aterosklerozun erken
belirtilerindendir. Ostrojen ve onun diizenledigi NO bu proliferasyon ve migrasyonu
engeller (8). Bu diz kas cevabi damar zedelenmesini takiben olusur ve 06strojen
Ostrojen reseptdr alfa yoklugunda dahi bu cevabi engeller. Bu da gdstermektedir ki
damar yatagindaki baskin reseptér, reseptér betadir (44) . Umblikal venlerden elde
edilen endotelyal hlcrelerde sadece Ostrojen reseptér beta bulunur (45).
Goruntileme calismalari da postmenapozal hormon kullanan kadinlarda intimal
kalinligin azaldigini géstermigtir (46) . Bu sonuglar postmenopozal hormon
tedavisinin lipid azaltici ilaglarla kiyaslanabilecek oranda aterosklerozu azalttigini
gbsterir (46).



2.3.6 Ostrojenin Endotel Hiicrelerine Etkisi

Hasara kargi endotel hicreleri pihtilagsma kaskadini ya da aterosklerozu baglatir.
Hayvan deneyleri g6stermistir ki 6strojen hasara cevaben endotel hiicrelerinin hizla
iyilesmesini saglar (47). Sitokinlerin sebep oldugu apoptosisi engeller (48).

2.3.7 Endotelden Bagimsiz Vazodilatasyon

Ostrojen endotelden bagimsiz olarak da koroner arterlerde vazodilatasyona neden
olur ve bu cevap prostaglandin sentaz ya da nitrik oksit sentazin inhibe edilmesi ile
azalmaz (8). Muhtemelen bu etki Ca bagimhidir (49). Sodyum nitroprusid tarafindan
olusturulan vazodilatasyon endotele bagimli degdildir. Normal ve ateroskleroz
acisindan riskli postmenopozal kadinlarda yapilan bir ¢calismada, éstrojenin sodyum

nitropurissidin 6n kolda olusturdugu vazodilatasyonu arttirdigi izlenmistir (50).

2.3.8 Lipoprotein Oksidasyonunun Engellenmesi

LDL partikdllerinin  oksidasyonu ateroskleroz mekanizmasinda en 6énemli
basamaklardan birisidir. Hayvan deneylerinde yiksek miktarda antioksidanin
verilmesi aterosklerozun gelisimini engellerken, olugsmus lezyonlari da geriletir.
Antioksidanlarin verilmesi kardiovaskiiler hastalik riskini azaltabilir. Ostrojen de bir
antioksidandir. LDL'nin oksidasyonunu ve lipid peroksitlerin olusumunu engeller (8).
Bu antioksidan 6zelligi fizyolojik kan degerlerinde mimkindar (51). Ayrica 6strojen
dolasimdaki antioksidanlarin (tokoferol ve beta karoten) rejenerasyonunu da saglar
(51).

Kisacasi; &strojenin vaskiler endotel kaynakh anti-aterojenik etkilerinin baglicalari
sunlardir (8) :
1. Nitrik oksit sentezini arttirir.
2. Homosistein, endotelin-1, VEGF (vaskdiler endotelyal blyime faktért), PDGF
(trombosit kaynakli blylime faktoéri) sentezini baskilar.
3. Kalsiyum kanal blokaji yaparken, potasyum kanallarini agar.
4. Lipoproteinlerin vaskiler endotele birikimini engeller, katabolizmalarini arttirir.



5. Prostosiklin sentezini arttinr, tromboksan/ prostosiklin oranini prostosiklin
lehine gevirir.

6. Trombosit agregasyonunu ve adezyonunu engeller. Vaskiler diz kas hicre
tabakasi altina migrasyonu azaltir.

7. Hucre proliferasyon ve biyimesini inhibe eder.

8. Damar duz kas hucrelerinde relaksasyon vyapar, vaskuler reaktiviteyi
dilatasyon yénlne ceker.

Bu bilgiler 1s1ginda birgok calisma yapilmis, 6strojenin kardiovaskuiler hastaliklarda
primer ve sekonder korumasi arastirimistir. Hem HERS (Kalp ve Ostrojen
Progesteron Replasman Calismasi) hem de HERSII (Kalp ve Ostrojen Progesteron
Replasman Calismasi Takip Galismasi) ¢alismalarinda KVH’I olan postmenopozal
kadinlarda 6strojen ve progesteronun koroner arter hastalidi riskini azaltmadigi, bu
sebeple kardiovaskuler olay riskini azltmak igin kullanilamayacag! belirtiimistir (4).
WHI calismasinin konjuge equin Ostrojen (CEE) ve medroksiprogesteron asetat
(MPA)’nin kullanimi ile yapilmis kolunda kardiovaskuler hastalik ve meme kanserinde
rolatif risk artisi saptanmistir ama sadece &strojen (CEE) kolunda ise bu artis

izlenmemistir (5).

Bu ylUzden kardiovaskuller hastalik riski olan postmenopozal kadinlarda hormon
tedavisini yeri tartismali hal almis bu tedavinin yerine gecebilecek baska alternatifler
aranir olmustur. Endometriumu korumak igin progesteronun eklenmesine ihtiyag

duymayacak ideal bir 6strojene ya da analoguna ihtiyag vardir.

2.4 NiTRIK OKSIT VE ATEROSKLEROZ

Nitrik Oksit (NO) memelilerde endojen Uretilen basit ve dogal bir molekuldur. Basit
olmasina karsin vaskuller, ndrolojik ve immun sistemde birgok biyolojik olayin
fizyolojisi ve fizyopatolojisinde anahtar roll Ustlenmektedir. NO; damar yataginda
intra ve interselller mesafede mesaj ileten bir ajan iken, immun sistemde

nérotransmitter gibi davranmaktadir (52-53).



Nitrik Oksit L- argininden Nitrik Oksit Sentaz (NOs) enzimi ile Uretilir(Sekil 3).Biyolojik
sivilarda NO hizla oksidasyona ugrayarak nitrite (NO2) ve nitrata (NO3) dénlserek

aktivasyonunu kaybetmektedir. Bu sayede su ve oksijen (O2) olusmaktadir.

L

Fumarat
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Y
Arjinino BH,
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Aspartat

SEKIL 3: Nitrik oksit sentezi

NOS C Y
Aol Ornitin
NO k
v
Sitrullin

ug tip nitrik oksit sentaz enzimi bulunmaktadir;

Tip 1 néronal (n-NOS, NOS1, bc-NOS, b-NOS, NOS-1)
Tip 2 indUklenen (i-NOS, NOS-2, mac-NOS, NOS-I1)
Tip 3 endotelyal (e-NOS, NOS-3, ec-NOS, NOS-III)

(Karbamil
fosfat)

Bu izoformlar orijinal klonlanip putrifiye edildikleri hucre tipine gore isimlendirilmig

olmalarina karsin, her biri birkac hiicre tipinde uretilmektedir. indiiklenmis ismi

aslinda yanhs verilmis olup, U¢ izoformun da uyarilabilme 6zelligi mevcuttur (54).
Endotelyal NOS (eNOS) ve Néronal NOS (nNOS) sentezi Ca bagimhidir, kalmodulin



ile geri donisUmll uyarilabilmekte ve sentezi éstrojenle artmaktadir (36), tamoksifen

ise enzim seviyesini azaltir. INOS ise Ca bagimh degildir.

NO hucresel immunitede nérotransmitter gibi davranarak sitokinlerin fonksiyonlarinin
dizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Bununla beraber demir iceren birgok enzimin
fonksiyonlarini dizenleyerek can alici noktalarda gorev yapmaktadir (cGMP,
prostaglandin sentezi, demir hemostazi gibi) (55).

Endotelyal NO intravaskiler ekstravaskiler alanlarin kesisim noktasinda sentezlenir.
Damar icerisinde NO'’in yari émri yaklasik 2 milisaniyedir. eNOS’un kardiovaskuler
koruma sagladig iyi bilinmektedir. Trombosit adezyon ve agregasyonunu inhibe eder
(8). Duz kas hicre proliferasyonunu ve endotel htcresiyle I6kosit etkilesimini
engellemektedir (56). Tim bu veriler ateroskleroz gelisiminde kilit noktalardir. Bu
sebeple aterogenezis kontroliinin NO Uretiminin  dizenlenmesiyle mimkuin
olabilecegi tartismasi giindeme gelmistir. Ostrojenin NO sentezini genomik ve
genomik  olmayan yollardan dizenledigi  bilinmektedir  (57). Genomik
transkripsiyonunun artmasi 6strojenin éstrojen reseptér alfaya baglanmasi ile olusur
(58). Hayvan modellerinde 6strojenin ve raloksifenin NO bagdimh mekanizmalar ile

iskemiyi azalttigi, koroner kan akimini arttirdigi bulunmustur (59).

Reaktif oksijen radikallerinin de artisi endotel disfonksiyonuna sebep olur.
Raloksifeninin hipertansif ratlarda reaktif oksijen radikal olusumunu ve eNOS

dretimini arttirdid1 ve endotelyal fonksiyonlari dizelttigi bulunmustur (60).

Biyolojik sistemde tetik gérevi olan NO, ilk kez 1980 yilinda Furchgot ve Zawadzki
tarafindan endotel kaynakli relaksasyon faktéri (EDRF) olarak tanimlanmistir (61).
Sonra 1987 yilinda Palmer ve arkadaslarinca EDRF’nin nitrik oksit (NO) oldugu
belirlenerek ismi degistiriimistir (62).

NO ateroskleroz gelisiminde ve progresyonunda &nemli bir molekdldiir. Ostrojenin,
raloksifenin ve statin grubu ilaglarin ateroskleroza kargi olumlu mekanizmalarindan
birinde NO rol almaktadir.

Raloksifen nitrik oksit sentezini genomik olmayan mekanizmalardan aktive eder (63)

ve NO bagmli bir yoldan hayvanlarda arterleri vazodilatasyona ugratir (64).



Ovariektomi yapilmis ratlarda azalmis Ca+2 bagimli NOS aktivitesi raloksifen tedavisi
ile ovariektomi yapilmamis seviyelere donmustir (65). Oysaki Ca+? bagimsiz iINOS
seviyelerinde ovariektomi ile ya da raloksifen ve 6strojen eklenmesi ile bir degisiklik
olmamistir (66). Raloksifen damar NOS aktivitesinde 6strojen benzeri etki ederek
ateroskleroz geligimini baskilar (66).

Statinler enzim inhibisyonu ile mevalonat sentezini durdurur. Bu yolla endotelyal NO
sentazin (eNOS) aktivitesini arttirarak bozulmus dengeyi duzeltirler (7). Ayrica

endotelin-1 sentezini azaltirlar (7).
Nitrik oksidin anti-aterojenik fonksiyonlari kisaca soyledir;

Trombosit agregasyon ve adezyonunu inhibe eder.
D0z kas hiicrelerinde mitogenez ve proliferasyonu inhibe eder.

Endotel hlcreleri ile I16kosit etkilesimini azaltir.

> 0o~

Nitrovazodilatér etkisiyle vaskiller tonus ve reaktivitesini dilatasyon yénine
ceker.

2.5 ENDOTELIN-1 VE ATEROSKLEROZ

Endotelin-1 (ET-1) NO gibi vaskiler endotelden salinan vazoaktif ajanlardan biridir.
Endotelin-1 sistemik ve koroner arterlerde endotelin reseptérleri Gzerinden
vazokonstriksiyon yapar. Ayrica monosit adezyonunu arttinirir, makrofajlari aktive
eder ve duz kas hucrelerinin proliferasyonu ve migrasyonuna yol agar (67).

Endotel disfonksiyonu aterosklerozun erken basamagini olusturur. Aterosklerotik
plagl olan hastalarda endotelin-1 seviyeleri, hiicre hasarina karsi verilen cevaptan
dolayr artmigtir. Endotelin-1 seviyeleri oral hormon tedavisinde ve raloksifen
tedavisinde plasmada azalir (68). Yapilan calismalarda raloksifenin ET-1 Uzerine
etkileri konusunda fikir birligi yoktur. Raloksifen tedavisinde plasmada azaldigini
kaydeden calismalar kadar (68). 12 haftallk tedavi sonrasi ET-1 seviyelerinin
degismedigini gbsteren calismalar da mevcuttur (68). Statinler ise ET-1 sentezini
azaltirlar (7).



2.6 MONOSIT KEMOTAKTIK PROTEIN-1 VE ATEROSKLEROZ

Ateroskleroz inflamatuar hucrelerin, lipidlerin ve ekstraselller matriksin arteriyel
damar duvarinda toplandigi progresif bir hastaliktir. Kompleks aterom plagi bircok
hicre tipini barindirir. Aterogenezde ilk basamaklardan biri damar duvarinda
subendotele makrofajlarin toplanmasidir (9). Makrofajlar erken evrede LDL
kolesterolU cevreden temizlerken, kolesterolin artmasi halinde yuttuklar kolesterol
ile koépuk hicrelerine doénugurler. Kandaki monositlerin arteriyal duvardaki
makrofajlarin  kaynagi oldugu bilinmektedir ancak monositlerin ortama nasil
cagrildiklar tam netlik kazanmamistir (9). Yiksek kan basinci, tarbilan kan akimi,
hiperlipidemi ve endotel hasari sonucu ortaya cikan kemoatraktan proteinler
monositlerin dokuya cagrilmasinda ve hasarli endotele yapigsmasinda rol oynarlar.
Yapilan insan ve hayvan deneylerinde makrofajlarin lezyonun oldugu bdlgeye

¢agriimasinda monosit kemotaktik proteinin (MCP-1) rol oynadigi saptanmistir (9).

MCP-1, 76 aminoasit iceren peptid yapida bir molekildir. C-C kemokin
superfamilyasinin en ¢ok ¢alisiimis peptidlerinden birisidir. Birgok normal ve malign
hiicreden salinir. Ornegin; monosit, vaskiiler diiz kas hiicresi, fibroblast gibi damar
yataginda yerlesmis hlcrelerden. Orijinal olarak trombositten salinan biylime
faktorinin indikledigi bir gen tarafindan kodlanir ve monositleri hasarli damar
duvarina ¢agirarak aktive eder (69). Hayvan c¢alismalarinda hiperkolesterolemili ve
balon hasarli damar duvarinda salgilandigi (70) ve aterosklerotik plaklarda
bulundugu gosterilmigtir (70).

Degisik dokularda 6&strojenin  MCP-1’i downreglle ettigi bircok c¢alismada
gosterilmistir (69, 71, 72). insan koroner arter endotelyal hiicreleri ile yapilan
calismada 6strojenin MCP- 1'i inhibe ettigi g6sterilmistir (73). Ayni ¢alisma ekibinin
insan koroner arter diz kas hdicreleri ile yapilan calismasinda &strojenin
konsantrasyona bagli olarak MCP-1 mRNA ekspresyonunu %40 oraninda azalttidi,
raloksifenin ve tamoksifenin &strojen kadar etkin olmasa da MCP-1 mRNA

ekspresyonunu azalttigi bulunmustur (69).



Bir baska calismada da raloksifenin genomik olmayan ERa Uzerinden MCP-1’in
monositlerin  gé¢lne yol acmasini engelledigi, bdylece atreoskleroza engel
olabilecedi bulunmustur (74).

2.7 TUMOR NEKROZIS FAKTOR VE ATEROSKLEROZ

Tamoér nekrozis faktdér (TNF) insanda 6.kromozomda yerlesen tek bir gen Grinudur.
Yapisal ve islevsel olarak birbirine benzeyen iki sekli vardir. Bunlar TNF-a ve TNF-
p’dir. Tim vicutta katabolizmayi uyaran bir molekil olan TNF-a’ya kronik enfeksiyon
ve malign hastaliklarda goértlen kaseksiden sorumlu oldugu icin ‘kasektin’ adi da
verilmektedir (75). TNF-a ekspresyonu transkripsiyonel ve translasyonel dizeylerde
diger sitokinler ve bazi bakteriyel Grtnler gibi farkl sitokinlerin kontroll altindadir.
insan amnion sivisinda, plasental ve desidual dokularda TNF aktivitesi vardir. TNF-
a’nin biyolojik fonksiyonlari konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir. DUsuk
konsantrasyonlarda kronik Uretimi doku onarimina katkida bulunmakta, hem bir
damar genisletici faktér, hem de bir fibroblast faktér gibi etki etmektedir. YUksek
konsantrasyonlarda ise endokrin etkisi ortaya c¢ikmakta ve Olimcul dedisikliklere
neden olmaktadir (76). TNF tim bu O6zellikleriyle immun sisteme yardimci olmasi
6tesinde birgok patolojinin olusumunda da etkindir.

TNF-a monositlerden salinan proinflamatuar bir sitokindir. Hucre kaltard
calismalarinda intimal diz kas hUcrelerinin proliferasyonuna neden oldugu
gorulmastar (77). Ancak TNF reseptérlerinin aktivasyonu ayni zamanda apoptosis ile
hiicre 6limiane de yol acar. Aterom plaklarinda yiksek miktarlarda bulunur, plaklarin
yirtiimasinda sorumlu tutulmustur (Sekil 4).



IL-1
TNF-o
IFN-y

TNF-o IL-1

TNF-ou

i b5

Injury

Endothelial cell Inflammatory %

e o

Smooth muscle cell

"Prothrombotic" endothelial cell

L

SEKIL 4: Endotel hasarinda TNF-a salinimi

intimada yer alan diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu ateroskleroz ve restenozda rol
alan erken asamalardan birisidir. TNF-alfa hicre koltira galismalarinda intimal diz
kas hucrelerinin proliferasyonuna neden olmustur (77). Ancak TNF resept0rlerinin
aktivasyonu ayni zamanda apoptosis ile hicre o6limiane de yol acar. TNF
reseptOrlerinin endojen aktivasyonu ve hulcrelerde apoptosise yol agmasi hasarli
duvarda duz kas hlcre birikimini sinirlamaktadir. TNF-alfaya karsi antikor uygulamasi
ile bu sitokin bagimh apoptosis engellenmistir (77). Apoptotik stre¢c matir plaklardaki
hiicre 6limiinden sorumlu olabilir. inflamatuar proges de aterosklerozun geligiminde
o6nemli rol oynar. Yapilan ¢alismalarda bakteriyal lipopolisakkarit ile maruz birakilan
rat damar duvari diz kas hicrelerinin interldkin-1, interlokin-6 ve TNF mRNA’sinda
artig bulunmustur (78) .

TNF-alfanin duz kas hicre migrasyonuna olan etkisini arastiran bir calismada hicre
migrasyonunun doza bagdimh oldugu ve birgok kemotaktik sinyal yolagini kullandigi
bulunmustur (79)

Hiperlipidemiye sekonder olusan vaskuler inflamatuar yanitta da TNF rol alir. Yapilan
bir calismada rat aortik diz kas hicre kultir ortamina disik dansiteli lipoprotein

eklenmesi ile TNF-alfa mRNA ve protein ekspresyonu artmistir. Ayni etkinin in vivo



olusup olugsmadigi arastinidiginda LDL verilmesinden 24 saat sonra aorta ve diger
buyuk damarlarda TNF-alfa immunreaktivitesi tespit edilmigtir. Bu da bize lipidlerin
TNF-alfayr uyararak inflamatuar sUreci baslatip ateroskleroza neden olduklarini

gdsterir (80).

Ostrojenin antioksidan 6zelliginde TNF-alfanin roliinii arastiran bir calismada
ovariektomize 3 aylik ratlarin karotid arterleri ¢ikarilarak florasan boyali LDL’ye maruz
birakilmislardir. TNF nedeniyle artig gbsteren LDL‘nin akiimulasyonunun éstradiol ile
durduruldugu saptanmistir. Yazarlar éstradiolin antioksidan ézelligini TNF ile olugsan

LDL akimulasyonunu engelleyerek gosterdigini bildirmislerdir (81).

Statinlerin makrofajlarda biriken lipidlere ve makrofajlardan salinan sitokinlere direkt
etkisinin arastirildigi bir ¢calismada da, lipid birikiminin engellenemedigi ancak IL-1

beta, IL-8 ve TNF-alfa sekresyonunun azaldigi gosterilmistir (82).

Fonksiyonel Fas ligand agisindan defektif farelerde yapilan ¢alismada Aprahamian T
ve arkadaslari serum TNF-alfa ve interferon gamma seviyelerini azalmig, lenf
nodlarinda ise IL-4 ve IL-10 seviyelerini artmis bulmuslardir. Yazarlar statinlerin
antiinflamatuar  aktivitelerinin  hem ateroskleroz hem de otoimmunitenin

dizeltiimesinde kullanilabilecegini vurgulamislardir (83).



2.8 SELEKTIF OSTROJEN RESEPTORLERI - RALOKSIFEN

Selektif Ostrojen Reseptdr Modulatérleri (SERM) dokuya spesifik olarak &strojen
reseptdr agonisti ya da antagonisti olarak etki eden bir ilag grubudur. Bu sebeple etki
mekanizmalari organ sistemine ve hastaliga bagl olarak degismekte ve
karmasiklagmaktadir.

Tamoksifen ilk kullanilan SERM’dir. Meme dokusunda antagonist etkisi nedeni ile
Ostrojen reseptdér (ER) pozitif meme kanserli hastalarda erken evrede endokrin bir
ilag olarak kullaniimaya baglanmistir. 1999 da yUksek riskli pre ve postmenopozal
kadinlarda meme kanseri gelisme riskini %50 azalttigina dair ¢alismalar nedeni ile
meme kanserini Onleyen ilag olarak FDA onayr almistir (84). Ancak yaygin
kullanilmaya baglamasindan sonra 6zellikle karsinogenez agisindan yan etkileri
sorgulanmaya baslamistir. Meme kanserli hastalarda uzun dénem kullanimi ile

endometrial kanser geligimi izlenmigtir (85).

Raloksifen nonstreoidal benzotiapen tirevi ikinci jenerasyon selektif dstrojen reseptor
modulatéradar. Postmenopozal osteoporozun tedavi ve 6nlenmesi igin piyasaya
strdlmls bir SERM'dir (6). Tamoksifen gibi meme dokusunda antidstrojeniktir.
Tamoksifenden farkh olarak etinil grubunun olmamasi nedeni ile DNA ile reaksiyona
girmez ve postmenopozal kadinlarda proliferatif ve endometrial kanser gelistirici etkisi
yoktur (6). Raloksifen keoksifen ya da LY156758 adiyla 1980 yillarinda meme
kanserine karsi gelistiriimis olmasina karsin tamoksifen kadar basarili olmayinca
dretimi durdurulmustur (84). Selektif dstrojen reseptér modulatérlerinin neden bazi
hicrelerde  6strojenik  bazilarinda  antidstrojenik  oldugu net bir  sekilde

anlagilamamistir. Etkilerini agiklayacak 3 mekanizma mevcuttur;

1. Ostrojen reseptériiniin ligand baglanmasi sonrasi farkli konformasyonlara
girmesi

2. Ostrojen reseptoriine farkli koregulatuar proteinlerin tretilip baglanmasi

3. Ostrojen response element (ERE) disi bir yolla dstrojen reseptdr ekspresyonu

ve gen aktivasyonu.



SERM'ler farkli dokularda reseptérlerde kendilerine 6zgli konformasyonel

degisiklikler olusturur ve bdylece farkl farmakolojik etkiler meydana getirirler.

Raloksifenin kesin etki mekanizmasi halen bilinmemekle birlikte gériinen etki yollar
oldukca karmasgiktir. Etkisini &6strojen reseptoér alfa ve beta Uzerinden gdsterir.
Raloksifenin (membran ve nlkleustaki) reseptérleriyle genomik ve genomik olmayan
yollarin aktivasyonunda ¢ogul potansiyel etkilesimleri var gibi gdzikmektedir.
Ostrojen reseptoriine (ER) ligand baglanmasi ile reseptérde olusan benzersiz
konformasyon degisimleri sonucunda TAF-1 ve TAF-2 aktive edici fonksiyonlarinin
diferansiyel stimilasyonuna yol agmaktadir. Bu faktorler reseptér dimerizasyonunu
ve gen transkripsiyonunu dizenleyen koaktivator ve korepressor transkripsiyon
proteinleriyle etkilesmektedir. Ostrojen ER'ye baglandiginda, heliks 12 reseptériin
TAF-2 Dbolgesinin  olusumunu tamamlayarak spesifik koaktivatdr proteinlerin
baglanmasi icin kritik éneme sahip bircok amino asidi ekspoze eder. Raloksifen
ER’ye baglandiginda heliks 12 saga dogru kayarak TAF-2 yerini bloke etmek
suretiyle koaktivatdr baglanmasini ve bdylelikle gen transkripsiyonunu énlemektedir.
Ancak yine de raloksifenin ER baglanmasiyla etkilesimi ve gen transkripsiyonu
modulasyonuna katillan diger potansiyel koaktivatérler veya korepresorlerle
etkilesimiyle ilgili bilgiler henliz tam dedgildir (86).

SERM’lerin 6strojen benzeri etkide dnemli mekanizmalarindan birisi de etki ettikleri
dokudaki ERa’nin ERB’ya olan oranidir. Gogunlukla ERa aktivatdér gibi davranirken
ERB, ERa ile heterodimer olusturarak onun etkisini inhibe eder (87). Farelerde
yapilan calismalarda ERB’nin 6strojen responsive genlerin transkripsiyonunu inhibe
ettigi gbézlenmistir. Tamoksifen ve Raloksifen de ERE varliginda ERpB Gzerinden etki
ederken puUr antagonist olarak, ERa Uzerinden ise parsiyel agonist olarak etki
etmektedirler (87). Yasla ve hastalik durumunda ERa’nin ERB’ya oraninda meydana

gelen degisiklikler de dstrojen ve SERM’lerin etkinliginde fark yaratmaktadir ( 88).

Raloksifenin kemik ve lipid metabolizmasinda 6strojene agonist etkileri varken,
endometrium ve meme dokusunda Ostrojene antagonist etkileri mevcuttur. Meme
kanserine Kkarsi geligtirilmis olan raloksifen postmenopozal osteoporoz igin
kullaniimakta olan bir SERM'dir. Kardiovaskiler hastaliklara karsi olan korumasi
henlz tam kanitlanmamistir. Dort yil sireyle raloksifen tedavisi, MORE (Raloksifen



Degerlendirmesinin =~ Gogul ~ Sonuglari  ¢alismasi)  kohortunun  toplaminda
kardiovaskuler olaylarin riskini anlamh 6lgide etkilememistir (6). Ancak
kardiovaskuler hastalik riski artmis olan kadinlarin alt kimesinde bu olaylarin riskinde
anlamli bir azalma meydana gelmistir (6). Kardiovaskiler hastaliklar ¢alismanin
sekonder bir son noktasidir. Bunlar koroner olaylari (myokard enfarktlsi, unstabil
anjina, koroner iskemi) ve serebrovaskuller olaylari (inme ve gecici iskemik atak)
icermektedir. Raloksifenin kohortun toplaminda (P=0.94) veya kardiovaskuler riski
artmis olan kadinlarda (P=0.86) kardiovaskuller olaylarin riskinde erken bir artisa

neden olduguna dair kanitlar yoktur (6).

Hayvan deneylerinde hem saglikli hayvanlarda ateroskleroz gelisimi hem de ateroma
olusturulmus tavsanlarda ateroskleroz progresyonu, raloksifen tarafindan @strojen
gibi engellenmistir (89). Clarkson ve arkadaslarinin yaptigi calismada postmenopozal
maymunlarda koroner arterlerde raloksifen ile ateroskleroz gelisiminde gerileme
g6ralmemisken yapilmis diger calismalarda hem ratlarda hem de maymunlarda

raloksifen 6strojen gibi aterosklerozu geriletmistir (90,91).

Endotel disfonksiyonu aterosklerozun erken basamagini olusturur. Aterosklerotik
plagl olan hastalarda endotelin-1 seviyeleri, hiicre hasarina karsi verilen cevaptan
dolayr artmigtir. Endotelin-1 seviyeleri oral hormon tedavisinde ve raloksifen
tedavisinde plasmada azalir (92). Reaktif oksijen radikallerinin de artisi endotel

disfonksiyonuna sebep olur (60).

Raloksifen nitrik oksit sentezini genomik olmayan mekanizmalardan aktive eder ( 63)
ve NO bagmli bir yoldan hayvanlarda arterleri vazodilatasyona ugratir (64).
Ovariektomi yapilmis ratlarda azalmis Ca+2 bagimli NOS aktivitesi raloksifen tedavisi
ile ovariektomi yapilmamis seviyelere donmdastir (65). Oysaki Ca+2 bagimsiz iNOS
seviyelerinde ovariektomi ile ya da raloksifen ve dstrojen eklenmesi ile bir degisiklik
olmamistir (66). Raloksifen damar NOS aktivitesinde &strojen benzeri etki ederek

ateroskleroz gelisimini baskilar (66).

Makrofaj ve lenfositlerin arteriyal intimaya gbg¢l aterosklerozda lipidlerin kdpUk
hicrelerine dénismesine yol acan 6nemli bir basamaktir (9). Monosit kemotaktik
protein-1 (MCP-1)  monositlerin bdélgeye toplanmasina yol agar. Raloksifenin



genomik olmayan ERa Uzerinden MCP-1’in monositlerin gég¢line yol agmasini

engelledigi, bdylece ateroskleroza engel olabilecegi bulunmustur (74).

Ratlarda yapilan ¢alismalar genellikle geng ratlarda ooferektomi ile yapilmigken bizim
calismamizda oldugu gibi Wong ve arkadaslari 15 aylik yasli ratlarda ooferektomi ile
raloksifenin endotel disfonksiyonuna etkisini incelemiglerdir (93). Raloksifenin bazal
NO salinimini arttirarak endotel disfonksiyonunu dizenledikleri, ancak bunun eNOS
proteininin Uretiminden degil eNOS aktivitesinin stimilasyonundan kaynaklandigini
bulmuglardir (93). Bu da eNOS proteininin raloksifen tarafindan upregile
edilmedigini, fosforilasyon basamaginin dizenlenmesi ile aktive oldugunu

gostermektedir (93).

Postmenopozal kadinlarda raloksifen birgok kardiovaskuler olay iyi yonde etkiliyor
gibi gbriinse de sonuglari kardiovaskuler olaylar acisindan net olan klinik randomize
calismalara ihtiya¢ vardir. RUTH (Postmenopozal kadinlarda kardiovaskuler olaylar
ve meme kanserine Raloksifenin Etkileri) calismasi primer olarak SERM’lerin
kardiovaskuler morbidite ve mortalite Uzerindeki etkinligini belirlemek amaciyla
tasarlanmistir ve iki son noktasi mevcuttur; akut koroner sendrom ve meme kanseri
(94). Bu iki sonlanim noktasindan meme kanserinde azalma tespit edilmistir. Plasebo
grubu ile raloksifen grubu arasinda ikinci sonlanim noktasi olan akut koroner
sendrom ve koroner sebeplerden élimde bir fark bulunmamistir. Ancak fatal inme ve
tromboembolik olay insidansinda artis saptanmistir. Bu sonuglar MORE c¢alismasini
destekler niteliktedir (6). Bu calismalarda alinan hasta populasyonunun yas
ortalamasi 65 ve Uzerindedir. Bu da ilaglarin ateroskleroz gelistikten sonra kullanimi
anlamina gelmektedir. Menopoza girildigi ilk yillardaki 6nleyici etkisi arastirmaya

aciktir.



2.9 HMG-KoA REDUKTAZ iNHIBITORLERI ( STATINLER)

HMG-KoA (3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A) rediiktaz enzimi, insanda hepatik ve
ekstrahepatik kolesterol biyosentezinde hiz kisitlayici basamagi olusturan HMG-
KoA’nin mevalonata dénismesi olayini katalize eder. Penicillium citrinum’dan elde
edilen mevastatin (kompaktin), Aspergillus terreus’tan elde edilen lovastatin ile
Nocardia autotrophica’dan elde edilen simvastatin fungal kaynakl dogal maddelerdir,
daha sonra pravastatin, atorvastatin ve benzeri yari sentetik tirevleri yapiimistir. Bu
ilaclar genellikle 6n ilaclardir ve absorbe edildikten sonra etkin gsekillerine
déndstaralarler. Statin grubu ilaclar HMG-KoA rediktaz enziminin substrati olan
HMG-KoA’ya ve onun yari indirgenmis metabolitine benzerler, adi gecen enzimi
kompetetif bir gekilde inhibe ederler. Bu olay sonucu, karaciger hucrelerindeki
kolesterol ve lipoprotein dizeyinin dismesi, bu hcrelerin ylzeyindeki LDL
reseptdrlerinin dansitesinde artmaya yol acarlar (reseptdr up regulasyonu). Boylece
statinler hem lipoprotein sentezini azaltmak ve hem de apo-B iceren lipopretinlerin
(basta aterojenik LDL olmak Uzere) karaciger hicrelerine ve diger hlcrelere girisini
ve orada yikimini arttirmak suretiyle kanda LDL kolesterol ve total kolesterol dizeyini
dusdrirler. Hipertrigliseridemiyi bir dereceye kadar disirebilirler. Ote yandan
antiaterojenik nitelikteki HDL duzeyinde artma yaparlar (95).

Statinlerin klinik etkinliklerinin yiksek olusu ve diger ilaclara gére yan etkilerinin daha
az olusu nedeniyle belirgin bir uyum problemi yaratmamalari, bu ilaclara Gstlnlik
saglayabilecek 6zelliklerdir. Uzun sireli denemelerle ateroskleroz gelismesini
yavaglatarak koroner arter hastaligi gelisme riskini azalttiklari, ayrica koroner arter
hastaligi bulunan, akut myokard enfarktlist gegirenler dahil, hastalarda sekonder
profilaksi sagladiklari, tim kardiovaskuller olay insidansini ve mortaliteyi azalttiklan
gOsterilmistir. Aterosklerotik lezyonlarin gelismesini yavaslattiklari goésterilmis ve
hatta gerilettikleri koroner anjiografisi ile dogrulanmistir. Ayrica serebral damarlardaki
ateroskleroz gelismesini yavaglatarak inme ve gegici iskemik atak insidansini

azaltirlar (95).

Statinlerin lipid azaltici etkileri yani sira pleotrofik olarak da adlandirilan diger dokular

Uzerinden de etkileri vardir.



2.9.1 Pleotrofik Etkiler

Statinler LDL kolesterol disurilmesinden bagimsiz olarak birgok organ sistemini ve

metabolik yolu etkileyerek birgok hastalidi olumlu yénde etkiler.

Aterosklerozun patofizyolojisi daha iyi anlasildikca sadece basit bir lipid depo
hastaligi olmadi§i kanaatine varilmistir. inflamasyon, endotelyal disfonksiyon, plak
instabilitesi, tromboz, diz kas proliferasyonu aterosklerozun gelisim ve ilerlemesinde

6nemli rol oynar (7).

Ateroskleroz geligtirdikleri ratlarda yapilan calismasinda Kleeman ve ark., statin
kullanimi ile lipid azaltici etkisinden beklenmeyecek oranda aterosklerotik alanin

¢apinin sayisinin ve buydkliginin azaldigini géstermislerdir (96).

Bu etkiler statinlerin, endotele monosit adezyonunu azaltmasi ve damar duvarindan
salinan monosit kemoatraktant protein-1 (MCP-1) ve timdr nekrosis factor-alfa (TNF-
a) gibi pro-aterojenik sitokinleri azaltmasiyla olusan antiinflamatuar etkileri sonucudur

(7).

Klinik calismalarda da statinlerin antienflamatuar etkileri gésterilmistir. 1999°'da CARE
(Cholesterol and Recurrent Events) ¢alismasinda myokard enfarktlist sonrasi 5 yillik
pravastatin kullaniminin serum inflamasyon belirteclerinden yiksek sensitif C-reaktif
proteini (hs-CRP) dusurdigd goéralmustir (97). Akut koroner sendromu olan
hastalarda hs-CRP seviyesinin 2 mg/dI'nin altina indiriimesinin tekrarlayan myokard
enfarktisd oranlarini azalttigi bulunmustur (98). Bu azalmanin lipid seviyelerinin

azalmasindan bagimsiz oldugu belirtilmigtir.

Endotel disfonksiyonu aterosklerozun erken belirteclerinden birisidir (9). Diabetus
mellitus, hipertansiyon, sigara tuketimi ve ydkselmis LDL seviyeleri endotel

disfonksiyonuna yol acar (9).

Endotel disfonksiyonu vazodilatér (NO) ve vazokonstrikiér endotelin-1 arasindaki
dogal dengenin bozulmasi sonucu ortaya c¢ikar. HMG-KoA rediktaz enzim

inhibisyonu ile mevalonat sentezi durdurulur. Bu yolla kolesterol sentezinin



baskilanmasinin 6tesinde isoprenoid Uretimi de engellenir. Farnesilpirofosfat veya
geranilgeranilpirofosfat gibi isoprenoidlerin baskilanmasi ile kiicik G-protein Rho ve
Rac inaktive edilir. Rho sinyalizasyonunun engellenmesi endotelyal NO sentazin

(eNOS) upregulasyonuna ve artmis NO aktivitesine yol agar. Rac sinyalizasyonunun
engellenmesi ise NAD(P)H-oksidaz aktivitesini ve slperoksit dretimini engeller.
Bdylece NO dretiminin artmasina yol agan endotelyal NO sentazin (eNOS)
aktivitesini arttirarak bu bozulmus dengeyi duzeltirler (99). Ayrica ET-1 sentezini

azaltirlar (7).

Ayrica O’Driscoll ve ark. simvastatinin 4 haftalik kullaniminda lipid disGrici
etkisinden bagimsiz olarak endotelde NO kaynakhh vazodilatasyon etkisini

gérmuslerdir (100).

Aterosklerotik plaklar bazi durumlar gerceklestiginde stabilitelerini kaybederler. Bu
durumlar soéyle siralanabilir; ok miktarda makrofajin bulunmasi ve plak alanindaki
intimanin  neovaskuilarizasyonunun artmasi (9). Makrofajlar metalloproteinaz
enzimleri salgilayarak fibroz kapsull zayiflatip kolay kirllgan hale getirerek plaklarin

stabilitesini bozarlar (9).

Statinler bu inflamatuar htcrelerin endotele adezyonu, dokuya transmigrasyonu,
proinflamatuar sitokin salinimi, serbest radikal salinimi gibi fonksiyonlarina etki eder
(101). Williams ve arkadaslarn 2 yillik pravastatin kullaniminin neovaskuilarizasyonu

ve plagin makrofaj yogunlugunu azalttigini belirtmislerdir (102).

Aterosklerotik hastalarin trombosit agregasyonuna ve vaskuler kasilmaya yol acan
tromboksan A2 (TXA2) dretimindeki artis ve trombosit hicre zarindaki degisiklikler
nedeni ile trombotik potansiyelleri ylksektir (7). Statinler TXA2 Uretimini azaltarak
antitrombotik etki olustururlar (7). Ayrica vazodilatér etkisi olan prostosiklinin
sentezinin artmasina yol agacak siklooksijenaz-2 (COX-2) enziminin salinimini
arttirirlar (7). Aterosklerozlu hastalarda eNOS ve NO seviyelerini dizenleyerek de

trombogenik potansiyeli azaltirlar.



Hem statinler hem de 06strojen kardiovaskuler hastaliklara karsi lipid profilini
dizelterek bir koruma saghyor goérinmektedir, ancak ayrica lipid metabolizmasi
uzerinden olmayan yollardan da etki ediyor olmalidirlar. Raloksifen progesteronla
karsilanmasi gerekmeyen bir ajan olarak 6strojene iyi bir alternatiftir. Yapilmis genis
calismalarda hormon replasman tedavisi veya raloksifenin kardiovaskuiler
hastaliklardaki koruma etkinligi arastirilirken hasta gruplarinda statin kullanimi yaygin
olarak bulunmakta idi.

Bu acgidan raloksifenin ve statinin ayrn ayri ve beraber kullaniminda ateroskleroz
gelisiminin ilk basamagindaki endotel disfonksiyonu ve Inflamatuar slrecte
etkinliklerini immuanohistokimyasal olarak karsilastirmak istedik. Hayvan deneyi olarak
planladigimiz calismamizda 15 aylik ratlari tercih ettik. Daha &6nce yapilmis
arastirmalarda 8- 12 hafta blOyUklUkteki ratlari overiektomi sonrasi olusturulmus
menopoz modelleriyle calismislardir. Biz ise yas faktérinin de hem menopoz hem
de ateroskleroz olugsumuna etkisinin olabileceg@i disincesiyle daha olgun ratlar tercih
ettik (93). Deney hayvanlarinda birgok ajan kullanilarak ateroskleroz gelistirilmistir
(103). Ratlar ateroskleroz-rezistan hayvanlar olarak degerlendirilmiglerdir (103).
Ancak biz ve birgok calismaci ateroskleroz gelisimindeki ilk basamaklari
degerlendirdigimiz icin ratlar tercih ettik. Insanlarda yapilmis bir kiyaslama
calismasinda (104) raloksifenin ICAM-1 ve VCAM-1 seviyelerini daha etkin
disirdigu ancak simvastatinin ise serum kolesterol seviyelerine daha etkili oldugu

gO6ralmustar.



3. MATERYAL METOD

3.1 DENEYSEL GEREC VE YONTEM
Bu calisma, Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hayvan Etik Kurulu'nun
07.06.2006/0028 sayili onayi ile gerceklestiriimigtir.

Galismada kullanilan histokimyasal ve immunohistokimyasal boyama igin gerekli
kimyasal malzemeler ve sarf malzemeleri Celal Bayar Universitesi Bilimsel Arastirma

Fonu tarafindan 2006- 68 nolu proje ile desteklenmisgtir.

3.1.1 Deney Hayvanlari

Calismamizda Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarinda yetistirilen sekstel olgunluga erigmisg, daha 6énce ciftlesmemis ve
deneye girmemis, agdirliklari 250-300 gr arasinda degisen kirk adet 12- 15 aylik
Wistar albino disi rat kullanildi. Ratlar 25 °C oda i1sisinda, 12 saat karanlik ve 12 saat
aydinlik dénemler seklinde ayarlanmis ortamda serbest su ve gida saglanarak; stres
ve glrultiden izole bir sekilde ¢alismaya alindilar. Deneyler gerektirdiginde ratlara
gonadektomi uygulandi. Yine deneyler gerektirdiginde raloksifen (Evista, Eli Lilly&
Co, Indianapolis) 3 mg/kg, atorvastatin (Ator, Sanovel ilag) 30 mg/kg veya hem
raloksifen 3mg/kg hem atorvastatin 30mg/kg dozundan uygulandi.

Ratlar beserli gruplar halinde kolonilere ayrildi. Kafeslerine uyum saglamalari icin
dort gunlik bekleme periodundan sonra ratlar ketamine 90 mg/kg veya xylasine
10mg/kg dozundan intraperitoneal uygulama ile anesteziye alindi. Anestezi altinda
povidon iyodir ile dezenfekte edilen cilt kesisinden (1 cmlik) overler bulundu. Fallop
tip0 ile over bilegkesinden katgut kullanilarak baglandi, kesildi ve ¢ikarildi. Akabinde
boynuzlar abdominal kavite igerisine itildi, cilt katgut ile kapatildi. islem 10 dakika ile
sinirlandinidi. Cilt kapatiimasindan sonra ve postoperatif bakimda yine povidon
iyoddr kullanildi. Ratlar anestezinin etkisi ortadan kalkinca laboratuarda kendi
ortamlarina birakildilar.



Menopoz durumunun oturmasi igin bes haftalik bekleme slresinin ardindan ratlar

rastgele dért gruba ayrildi. Her grupta onar rat deneye alindi.

Grup 1: kontrol grubu olarak ayrilarak ilag uygulamasina alinmadi.

Grup 2: Raloksifen (evista) 3 mg/kg per oral 1 kez/gin

Grup 3: Atorvastatin (ator) 30 mg/kg per oral 1 kez/gin

Grup 4: Raloksifen 3 mg/kg ve atorvasatin 30 mg/kg per oral karisim 1 kez/gin

Oral ilag nazogastrik lavaj ile uygulandi. ilag uygulamasi dort hafta siireyle giin aralidi

verilmeksizin gindn ayni saatinde yapildi.

Dort hafta sonunda ratlar Kloroform anestezisi altinda servikal dislokasyon yéntemi

ile dekapite edildi. Dekapitasyon sonrasinda ratlarin aortalari alindi, %10luk formalin

solisyonuyla tespit edildi. Dokular 24-36 saat sureyle tespit sollisyonunda bekletildi.

3.2 ISIK MIKROSKOBIK GEREC VE YONTEMI

Parafin Takibi
1-Fiksasyon: % 10 formalin
2- 24 saat akarsuda ylkama
3- %60 etil alkol
4- %70 etil alkol
5- %80 etil alkol
6- %95 etil alkol
7- %100 etil alkol I'de
8- %100 etil alkol II'de
9- ksilen-alkol'de
10- ksilen I’ de
11- ksilen II'de
12- ksilen-parafinde
13- 60°C’lik etlivde erimis parafinde
14- parafin II'de
15- parafin llI'de

24-48 saat

30 dk
30 dk
30 dk
30 dk
1 saat
1 saat
30 dk
45 dk
45 dk
30 dk
1 saat
1 saat
1 saat bekletildiler



Etivden c¢ikarilan parcalar parafine gdmdilerek bloklandi. Isik mikroskobunda
incelemek Gzere hazirlanan parafin bloklardan 5 mikronluk seri kesitler alindi.
Preparatlarin  ilk  bd6limine histokimyasal yontemlerle Hematoksilen-Eosin
(hemotoksilen Surgipath Europe 01562E, Eosin Surgipath Europe 01602E) ile
boyama yapildi. Seri kesitlerin digerlerine ise immuanohistokimya boyamasi yapildi.
Histokimyasal boyama igin ayrilan preparatlar 60 °C’lik etlivde 1 gece deparafinize
edildi.

Hematoksilen-Eozin Boyasi

1-Ksilen | 30dk
2-Ksilen |l 30dk
3-% 95 alkol 2dk
4-%80 alkol 2dk
5-%70 alkol 2dk
6-%60 alkol 2dk
7-Akar su 5dk
8-Hematoksilen 3dk
9-Akarsu 5dk
10-Asit-alkol 1sn
11-Akarsu 2dk
12-Eozin 4dk
13- %80 alkol 2dk
14-%95 alkol 2dk
15-Ksilen 30-60dk

16-Entellan ile kapama



3.3 INDIREK iIMMUNOHISTOKIMYA YONTEMI

Kullanilan Malzemeler:

Ksilen

Alkol

PBS (Fosfat Buffer Solusyonu)

Sitrat buffer (50 ml Sitrat +450 ml Distile su)
Dakopen (Dako, Lot = 8260, Glostrup, Denmark)
%3 Hidrojen Peroksidaz (Dako, Lot = 438, Denmark)

Boyama Yoéntemi
Immunohistokimyasal yéntemle boyanacak preparatlar 60°C’lik etlivde 1 gece
bekletilip deparafinizasyon yapildiktan sonra boyama baglatildi.

1-Ksilen 30dk

2-Ksilen 30dk

3-% 95 alkol 2dk

4-%80 alkol 2dk

5-%70 alkol 2dk

6-%60 alkol 2dk

7-Kesitler sitrat buffer igcinde mikrodalga firinda 600V 6 dakika kaynatildi.
8-Distile su 5dk

9-Distile sudan alinan kesitlerin doku etrafindaki su silinip, Dakopenle ¢evresine daire
cizildi. Bu iglem dokularin kurumasini engellemek ve uygulanacak maddelerin lam
(izerinde dagilmasini engellemek amaciyla yapildi. Uzerine PBS damlatildi.
10-PBS’le yikama gergeklestirildi (3x5 dk).

11-9%3’lUk Hidrojen Peroksidaz’da 5 dakika tutuldu.

12-PBS’le yikama gergeklestirildi (3x5 dk).

13-Blocking solution damlatildi .(Mouse ve rabbit icin Zymed Histostain- Plus Broad
Spectrum Cat N0:85-9943, goat icin sc-2023), 1saat bekletildi.

14-Dokulara Primer Antikor damlatildi 1 saat bekletildi. (Bizim ¢alismamizda primer
antikor olarak; MCP-1 (sc-1785 Santa Cruz, USA), TNF-a (sc-1350 Santa Cruz,
USA), eNOS (905-385 assay designs, Michigan, USA), iNOS (905-430 assay



designs, Michigan, USA), endotelin-1 (MA3-005 affinity bioreagents, USA), Estrogen
Receptor alpha (MA1-310 affinity bioreagants, USA), Estrogen Receptor beta (PA1-
311 affinity boreagants, USA)  kullanildi)

15-PBS’le yikama gergeklestirildi (3x5 dk).

16-Biyotinlenmis sekonder antikor uygulandi.(Mouse ve rabbit icin Zymed Histostain-
Plus Broad Spectrum Cat No: 85- 9943, goat icin sc- 2023) 30dk bekletildi.

17- PBS’le yikama gerceklestirildi (3x5 dk).

18-Enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) .(Mouse ve
rabbit icin Zymed Histostain- Plus Broad Spectrum Cat No: 85- 9943, goat icin sc-
2023) 30 dk uygulandi.

19-PBS’le yikama gergeklestirildi (3x5 dk).

20-DAB boyamasi yapildi ( DBS, K- 007 Pleasanton, USA) 3 dk.

21-Distile su ile yikandi.

22-Mayers hematoksilenle zit boyama yapildi 1-2 dk.

23-Distile su ile yikandi.

24-%380 etil alkol 2 dk.

25-%90 etil alkol 2 dk.

26-Ksilen 30 dk.

27-Entellan ile kapatild.

Immunohistokimyasal yéntemle boyanan preparatlar, boyanma derecelerine gore
kuvvetli (+++), orta (++), zayif (+) ve ¢ok hafif (+/-) diye tanimlandi. Preparatlar iki
histolog tarafindan degerlendirildi.



4. BULGULAR

4.1 Histokimyasal Bulgular

Ovariektomi sonrasi dort gruba ayrilan ratlarin fiksasyon sonrasinda hemotoksilen
eosin ila boyanan aortalarinda isik mikroskobisi altinda damar yataginin katmanlari
histolojik olarak incelendi.

Tunika intimadaki yassi endotel hicreleri tek sirali olarak gdézlendi (resimia-d).
Subendotelde bulunan membrana elastica interna hemotoksilen-eozin ile izlenmedi

(resim 1a).

Tunika media tabakasi incelendiginde Iimene paralel yerlesimli elastik kollajen
fibrillerle diz kas hucreleri géruldi. Tunika adventisya ise ince gevsek bag dokusu

olarak gbzlendi (resimia-d).

Doért grup olarak incelenen aortalar arasinda hemotoksilen-eosin ile boyama farki

gbzlenmedi (resimia-d).

4.2 immunohistokimyasal Bulgular

Calismamizda 5 haftallk menopoz ve 4 haftalik ilag uygulamasi sonrasinda rat
aortalarinda endotel hdcreleri, tunika media ve tunika adventisya &strojen reseptor
alfa, ostrojen reseptdér beta, INOS, eNOS, TNF-alfa, ET-1, MCP-1 markerlari
acisindan primer antikor ile boyanarak immunohistokimyasal olarak incelendi.

Gruplar arasindaki endotel boyanma farkhliklari tablo-1 de g&sterilmistir.

ER alfa

ER-a primer antikoru ile boyanan kontrol grubu olarak ayrilip ila¢ verilmemis ratlarin
aorta endotel hucrelerinin indirekt immunhistokimya boyanmasinda bazi
preparatlarda hafif dizeyde immunreaksiyon mevcutken ( resim 2a) genel olarak ER-

a immunreaktivitesi gbzlenmememistir (-).



Atorvastatin grubunda bazi hicrelerde ER-a immunreaktivitesi gézlenirken kontrol

grubuna gére boyanan hiicre sayisi daha fazla idi (+/-) (resim 2b).

Raloksifen verilen grupta ise endotel hicrelerinin blyik ¢cogunlugunda ER-a antikoru
ile cok hafif bir boyanma (+/-) g6zlendi (resim 2c).

Raloksifen ve atorvastatinin birlikte kullanildigi  dérdinci grup ratin  aorta

incelemesinde ise hicrelerin boyanmasi yine oldukca az idi (+/-) (resim 2d).

Her dort grubun da tunika mediasinda ER-a immunreaktivitesi gézlenmezken tunika

adventisyalarinda boyanma belirgin idi (resim 2a-d).

ER beta

Kontrol grubunda ER-B antikor ile boyanmig preparatlarin immunhistokimya
incelemesinde endotel hicrelerinde belirgin boyanma izlenirken (+++) (resim 3a),
atorvastatin verilen grupta ER-B immunreaktivitesi kontrol grubunun reaktivitesine

gobre belirgin azalma gostermis ve zayif olarak boyanmistir (+)(resim 3b).

Raloksifen verilip ER-B antikoru ile indirekt immunhistokimyasal olarak incelenen
aorta preparatlarinda endotel hiicrelerinde atorvastatin grubundan daha fazla ancak
yine de kontrol grubundan daha az boyanma gézlendi (++) (resim 3c) .

Raloksifen ve Atorvastatinin birlikte kullanildigi dérdincl grupta ise ator grubuyla

benzer sekilde zayif bir immuanreaksiyon mevcut idi (+) (resim 3d).
Tom dért grupta da tunika mediada ER-B imminreaktivitesi yok iken tunika

adventisyalarda belirgin immuUnreaksiyon izlendi (resim 3a-d).

iNOS
Kontrol grubu olarak ayrilarak ila¢g verilmemis ratlarin aortasinda tunika intimayi

olusturan endotelin INOS antikoru boyanip indirek imminhistokimyasal

incelemesinde zayif reaksiyon izlenmigtir (+). Tunika mediada iINOS antikoru ile



boyanmada immiunreaktivite goérilmez iken tunika adentisyada ise az miktarda

immunoaktivite gézlendi (resim4a).

Atorvastatin grubuna ait preparatlar incelendiginde ise endotelde kontrol grubundan
daha zayif reaksiyon gbézlendi (+/-) ve tunika mediada immunreaktivite gézlenmez

iken adventisyada ¢ok az miktarda boyanma dikkati ¢ekti (resim4b).

Raloksifen grubunun preparatlarinda iNOS antikoru ile endotelde kontrol grubundan
daha belirgin miktarda boyanma gézlenirken (++) tunika media i¢inde az sayida
hicrede hafif bir boyanma gbzlendi. Tunika adventisya ise boyama belirgin idi (resim
4c).

Raloksifen ve Atorvastatinin birlikte verildigi calisma grubunda ise endote Raloksifen
grubundan daha az, atorvastatin grubu ile ayni oranda boyanma gostermistir (+/-).
Tunika mediada hafif boyanma goézlenirken tunika adventisyada az boyanma mevcut
idi. (resim 4d)

eNOS
Kontrol grubundaki ratlarin aort preparatlarinda endotel hicreleri eNOS antikoru ile

belirgin immunreaktivite géstermistir (++). Tunika mediada antikor ile boyanan az
sayida hucre gozlenirken tunika adventisyada boyanma olduk¢a az bulundu. (resim
5a).

Atorvastatin verilmis olan calisma grubunda ise endoteldeki eNOS antikor
immunreaktivitesinin kontrol grubuna gére daha az oldugu (+), tunika mediada az
sayida hiicrede eNOS immunreaktivitesi oldugu tunika adventisyada ise belirgin

immuUnreaksiyon oldugu géraldi (resim 5b).

Raloksifen grubunda endoteldeki eNOS immuiinreaktivitesi belirgin olarak izlendi (++).
Tunika mediada az sayida hicrede immiuinreaksiyon go6zlenirken adventisyada

immunreaksiyon endotel hicrelerinde oldugu gibi belirgin idi (resim5c).



Raloksifen ve atorvastatin grubunda endoteldeki eNOS antikoru ile boyanma
raloksifen grubundan daha az idi (+). Tunika mediada az sayida hlcre goérulirken

tunika adventisyada boyama belirgin idi.

TNF- alfa

Inflamatuar bir marker olan TNF-alfa antikoru ile immunohistokimyasal olarak
incelenen kontrol grubu endotel hicrelerinde boyanma gbézlendi (++)(resim6a).
Tunika mediada az sayida hlcrede boyanma gdzlenirken tunika adventisyada

boyanma belirgin idi.

Atorvastatin (resim6b) grubunda endotelde TNF-alfa antikoru ile immuanreaktivite
oldukca az bulundu (+). Tunika mediada bulunan hlcrelerde boyanma ¢ok az

gbzlenirken tunika adventisyada boyanma belirgin idi.

Raloksifen verilmis olan rat aortalarinin TNF-alfa antikoru ile boyanmis endotel
hicrelerinde hafif bir boynama gézlendi (+)(resim6éc). Tunika mediada boyanan hicre

g6zlenmezken, diger gruplarda oldugu gibi tunika adventisyada boyanma belirgindi.

Raloksifen+atorvastatin grubununun TNF-alfa antikoru ile boyanmis endotel
incelenmesinde hafif bir immunreaksiyon gbézlendi (+). Tunika media tabakasinda
boyanan hiicre sayisi olduk¢a az olmakla birlikte tunika adventisyada boyanma yine
belirgindi (resiméd).

Endotelin-1
Kontrol grubun endotel hicrelerinin ET-1 antikoru ile indirekt immunhistokimyasal

incelenmesinde belirgin immunreaktivite gézlenmistir (+++)(resim7a).

Atorvastatin grubunda ET-1 antikoru ile endotel boyamasi kontrol grubuna goére
belirgin olarak az idi (++) (Resim7b). Raloksifen grubunun endotel hicrelerindeki
immunreaktivitenin atorvastatin grubu ile ayn yogunlukta  oldugu

g6zlendi(++)(resim7c).



Raloksifen +Atorvastatin grubunda ise endotelde ET-1 immunreaktivitesi hem kontrol
grubundan hem de ilaglarin tek tek verilmis oldugu diger iki calisma grubundan
belirgin olarak zayif gbzlendi(+)(resim7d).

Dért grubun timinde ET-1 antikoru indirekt immunhistokimyasal olarak incelenen
tunika media tabakasinda immunreaksiyon gbézlenmez iken, tunika adventisyada ise

belirgin immunreaksiyon g6zlendi (resim 7a-d).

MCP-1

Kontrol grubunda MCP-1antikoru ile endotel hicrelerinde belirgin boyanma

g6zlenirken (++), tunika mediada az sayida hdcrede immunreaktivite gdzlendi.

Tunika adventisyada boyanma orta derecede idi (resim8a).

Atorvastatin verilip MCP-1 antikoru ile incelenen grubun endotel hucrelerindeki
boyanma kontrol grubuna gére biraz azalmig olarak gézlendi (+)(resim8b). Tunika
mediay! olusturan hicrelerde boyanma gbézlenirken tunika adventisya hlcrelerinde
boyanma orta derecede idi.

Raloksifen grubunda ise endotelde MCP-1 immunreaktivitesinde kontrol grubu ile
ayni miktarda belirgin boyanma mevcuttu (++)(resim 8c). Raloksifen grubunun tunika
mediasinda boyanan hicre sayisi oldukga belirgin iken tunika adventisyasinda orta

dereceli boyanma izlendi.

Raloksifen+Atorvastatin grubunda yine MCP-1 antikor immunreaktivitesi endotel

hucrelerinde belirgin idi (++) (resim 8d).



ERa | ERB | INOS | eNOS | TNF | ET-1 | MCP-1
Kontrol - +++ |+ ++ ++ |+ | 4+
Atorvastatin +- |+ +/- + +- | ++ +
Raloksifen +- |+ |+ ++ + ++ ++
Raloksifen + Atorvastatin | +/- | + +/- + + + ++

Tablo 1: Ateroskleroz patogenezinde rol alan degisik markerlarin calismada
incelenen dort gruba ait endotel hiicrelerinde géstermis olduklari immuanreaktivitenin
dagilim tablosu. (-);boyanma yok, (+/-); cok zayif, (+); zayif, (++); orta, (+++); kuvvetli

olarak degerlendirildi.



5. TARTISMA

Menopoz dogal bir sire¢ olarak karsimiza ¢cikmakla birlikte ilerleyen yillarinda kadin
vicudunda patolojik boyutlara ulasabilen organ sistemi hasarlarina neden
olmaktadir. Menopoz &ncesi dénemde aterosklerotik kardiovaskiler hastaliklara
direngli olan kadin viicudu menopoz sonrasinda yagsiti erkeklerle ayni riski tasir hale
gelmektedir (8,15). Bu durumun ortaya ¢ikmasi arastirmacilarin dikkatini menopoz
sonrasi dénemde meydana gelen degisiklikleri arastirmaya ydnlendirmigtir. Biz de
postmenopozal dénemde siklikla tercih edilen ilaglardan raloksifen ve statin grubu
ilaglarin aterosklerozun gelisim basamaklarina olan etkinligini arastirmak amaci ile

yaptigimiz calismanin sonuglarini literatlr bulgularinin isiginda tartismak istedik.

Literatlirde iNOS aktivitesi ve ateroskleroz arasindaki iliski agisindan degisik gorisler
mevcuttur. Yapilan calismalarda overektomize ratlarda aortada iNOS seviyeleri
artmis bulunmustur ve 6strodiol ya da dstrodiol ve progesteronun birlikte kullaniimasi
ile bu artis engellenmis olarak tespit edilmistir. (105). Oysa bir baska ¢alismada da
HT verilen ratlarda koroner arterlerde NOS aktivitesi artmis bulunmustur (106).
Koyuncu ve arkadaglari yapmis olduklar c¢alismada overektomize ratlarda
perivaskiler alanda artmis olarak bulduklari iINOS seviyelerinin ¢stradiol ve neta
tedavisi ile azaldigini bildirmigler, hormon tedavisinin koroner arterlerde INOS

ekspresyonunu azaltigini savunmuslardir (107).

INOS tarafindan Uretilen NO seviyelerinin aterosklerotik lezyonlarda artmis oldugu
tespit edilmigtir (108). Tavsanlarda yapilmis bir calismada ateroskleroz gelisim
asamasinda statin grubu ilaclarin endotel disfonksiyonunda rolinin olup olmadigi
arastinlmis. Gunlik 10 mg/kg statin tedavisinin ardindan tavsanlarin damar
yataklarinda iNOS, P-selectin, ICAM-1 gibi endotel disfonksiyonunu gdsteren
markerlarin azaldigi immunohistokimyasal olarak gosterilmistir(109).

eNOS’un normal ve aterosklerotik damarlarda endotel hilcresinden salgilandigi
kesinken INOS ile ilgili calismalar azdir. Tavsanlarla yapilmis calismada
kolesterolden zengin diyet sonrasi incelenen aortalarda iINOS aktivitesinin ilerlemis
lezyonlarda plak iginde tespit edilip, endotelde ve diz kas hicrelerinde ve normal
aortada tespit edilmemis olmasi iINOS'un aterom plagi tarfindan sitokinlerin



uyariimasi sonucu meydana geldigi g6rasini destekler (110).

Raloksifen nitrik oksit sentezini genomik olmayan mekanizmalardan aktive etmekte
(63) ve NO bagimli bir yoldan hayvanlarda arterleri vazodilatasyona ugratmaktadir
(64). Ooferektomi yapilmis ratlarda azalmis Ca+2 bagimli NOS aktivitesi raloksifen
tedavisi ile ooferektomi yapilmamis seviyelere dénmustir (65). Oysaki Ca+?
bagimsiz iINOS seviyelerinde ooferektomi ile ya da raloksifen ve 6strojen eklenmesi
ile bir degisiklik olmamigtir(66).

Bizim c¢alismamizda kontrol grubundaki overiektomize ratlarda iINOS aktivitesi
immadnohistokimyasal olarak zayif boyanmistir. Raloksifen tedavisi ile bu zayif
boyanma artis géstermis, Statin kullanimi ile ise azalmistir. Raloksifen kullaniminin
INOS seviyelerini arttirmasi, nitrik oksit sentezinin artmasi ve atreosklerozun
gelisiminin engellenmesi yéninde rol oynamaktadir. Hem raloksifen hem de statin
verilen grupta ise INOS aktivitesi yanliz statin kullanilan gruptaki oranda azalma
gbstermistir. Bu azalma statin etkinliginin iNOS Gzerinde raloksifenden daha baskin
olup, kendi ydéninde cevap alinmasini saglamak gibi bir sonu¢ dogurdugunu
dusindurebilir. Literatirde bu iki ilacin kiyaslandidi ilk calisma bizim caligsmamiz
olmustur. iki ilacin iINOS (izerine farkli etkilerinin gézlenmesi ve bunu literatiirle
uyumlu olmasi bu iki ilacin iINOS indUklenmesinde farkli mekanizmalar kullandigini
akla getirmektedir. Pinna ve ark yapmis oldugu calismada iNOS’un raloksifen
tarafindan inhibe edilmesinin ERa’nin  upregulasyonu (zerinden oldugu tespit
edilmistir(111).

Endotel disfonksiyonu vazodilatér olan NO ve vazokonstriktér endotelin-1 arasindaki
dengenin bozulmasi sonucu ortaya c¢ikar. Statin grubu ilaglar bu bozulan dengeyi
eNOS aktivitesini arttirip NO dretiminin artisina yol agarak dizenlemektedirler (7). Bu
NOS aktivitesinin arttirimasi mevalonat yolaginin inhibisyonunun yol actigi GTPaz
aktiviyesinin inhibisyonu ile olmaktadir (99). Raloksifen de bazal NO salinimini
arttirarak  endotel disfonksiyonunu dizenler. Bu etkisinin eNOS proteininin
dretiminden degil eNOS aktivitesinin stimilasyonundan kaynaklandidini bulunmustur
(93). Bu da eNOS proteininin raloksifen tarafindan upreglle edilmedigini,

fosforilasyon basamaginin duzenlenmesi ile aktive oldugunu gosterir (93).



Overiektomi yapilmis ratlarda azalan Ca +2 bagimli NOS aktivitesi raloksifen tedavisi

ile overektomi yapiimamis seviyelere déndirilmastir (65).

Yapmis oldugumuz c¢alhsmada overiektominin endotelde eNOS aktivitesinin
artmasina neden oldugunu gérdik. Bu sonucumuz Hiroya Okano ve arkadaslarinin
domuzlarda yapilan in vivo calismalarindaki bulgularla értiismektedir. Ostrojenik
tedavilerin etkilerini arastirdiklari calismalarinda ovariektomi yaptiklari domuzlarin
aorta endotel hucrelerini incelemisler, ovariektominin eNOS protein ve mRNA
seviyelerini arttirdiklarini tespit etmiglerdir (58). Hatta raloksifen tedavisi ile eNOS
protein seviyeleri azalmigtir (58). Ancak Pavo ve arkadaslar ise ratlarda yaptiklari
calismalarinda ovariektomi ile eNOS aktivitesinin azaldigini fakat raloksifen tedavisi
ile bu dustsin engellendigini belirtmiglerdir (66). Kullanilan hayvan modelinin
calisma sonuclarina etkisi bir kez daha ortaya ¢ikmistir. Calismamizda raloksifen

tedavisi beklenenin aksine eNOS Uretiminde yeterince artis saglamadi.

Raloksifenin ve diger SERM grubu ilaglarin damar yatadina direkt etkileri bircok
calismada incelenmigtir. Degisik arter ve venleri birgok hayvan grubunda gevsettigi
goérulmustar (93,112,113,114). Ancak etki mekanizmasinin bir¢cok yolagi vardir;
eNOS dretimini artttirark (112) veya L-tip voltaj-sensitif Ca+? kanallarinin
inhibisyonuna yol agarak (112). Ayrica damar tipi, deney hayvaninin tipi, endotelin
durumu da etkinliginde énemli rol oynamaktadir (114). Ayrica raloksifenin éstrojenin
damar yatagina olan etkilerinden genomik olan bazi etkilerini ve nongenomik
etkilerini gosterbildigi bilinmektedir (111). Damar yatagini gevsetme etkisi NO
Uzerinden olurken, NO sentezini de nongenomik mekanizmadan yUritmektedir ve
etkinligini yarattigu Ostrojen reseptdr tipindeki degisiklik etkinligini de degistirmektedir
(111). Wong ve arkadaslarinin da belirttigi gibi yasla birlikte vaskiler cevap ve eNOS
protein dretimi degismektedir. Bu da endotelyal nitrik oksidin etkinligi artmig ancak

eNOS protein seviyesinin degismemis bulunmasina yol agar(93).

Hucre kdltarleri ile yapilan caligmalarda &strojenin ve raloksifenin endotel
hicrelerinde ERa’ya baglanarak eNOS Uretimini arttirdigi  bulunmustur.(58,66).
Calisma gruplarimizin hicbirisinde yeterli diizeyde ERa tespit edememis olmamiz

raloksifenin etkinliginin ortaya ¢ikmasini maskelemis olabilecegini disindidrmasgtir.



Raloksifen ve atorvastatinin birlikte uygulanmasinda eNOS immudnreaktivitesi kontrol

grubuna gére azalmis bulunmustur.

Aterosklerozda lipidlerin képUk hdcrelerine ddénismesine yol agan o6nemli bir
basamak makrofaj ve lenfositlerin arteriyal intimaya goé¢udir (9). Kandaki
monositlerin arteriyal duvardaki makrofajlarin kaynagi oldugu bilinmektedir ancak
monositlerin ortama nasil ¢gagnidiklari tam netlik kazanmamistir. Yiksek kan basinci,
tirbdlan kan akimi, hiperlipidemi ve endotel hasari sonucu ortaya ¢ikan
kemoatraktan proteinler monositlerin dokuya cagriimasinda ve hasarli enditele
yapismasinda rol oynarlar. Yapilan insan ve hayvan deneylerinde makrofajlarin
lezyonun oldugu bdlgeye cagriimasinda monosit kemotaktik proteinin (MCP-1) rol

oynadigi bulunmustur.

Daha o6nce belirttigimiz gibi &strojen farklh dokularda MCP-1’i azaltir, bu da
aterosklerozdaki protektif etkilerinden birini olusturur (69,71,72). Seli ve
arkadaslarinin calismasinda da Raloksifenin de insan koroner arter endotelyal
hiicrelerinde 6strojen kadar etkin olmasa da MCP-1 mRNA ekspresyonunu azalttig

bulunmustur (69).

Raloksifenin genomik olmayan ERa (zerinden MCP-1’in monositlerin gécline yol
acmasini engelledigi, bdylece ateroskleroza engel olabilecegi bulunmustur (74).

Statinler ise endotele monosit adezyonunu azaltir ve damar duvarindan salinan
MCP-1 ve TNF-a gibi pro-aterojenik sitokinlerin azaltmasiyla olusan antiinflamatuar

etkiler olusturular (7).

Ovariektominin damar duvarinda MCP-1 dlzeyine olan etkisi ile ilgili calisma
literatlirde tarafimizca bulunamamistir. Yapmis oldugumuz deneyde overiektomize
rat aortasinda MCP-1 dizeyinin orta kuvvette boyanma g0sterdigini, raloksifen
kullanimi ile degisiklik gdstermemesine ragmen statin kullanimi ile azalma oldugunu
saptadik. Raloksifen kullanimin MCP-1 U(zerine olan etkinligi literatirle uyumlu
olmamasina karsin Statin kullaniminin daha belirgin antiinflamatuar etkinliginin
olabilecedi ve monosit gbclinli daha etkin azaltabilecedi dustUntlmustar.
Galismamizdaki gruplarin higbirinde ERa boyanmasinin yeterli diizeyde olmamasi



Raloksifenin ERa Uzerinden olabilecek etkisinin ortaya g¢ikmamis olabilecegdini
distindUrmUstar. Statin grubu ilaglarin ise antiinflamatuar etkilerini  éstrojen
reseptorleri Uzerinden géstermedikleri sonucuna varilmigtir. Ancak statin grubu
ilaclarin HDL kolesterol Uzerine olan etkilerinin ERa (zerinden cinse spesifik
etkinliginin oldugu bulunmustur (115). Raloksifenin ve diger &strojen benzeri
preparatlarin monosit go¢lu Uzerine etkileri ile ilgili daha fazla ¢alisma yapilmasi
gerekmektedir.

Farkli dokularda farkli Ostrojen reseptéri bulundugu bilinmektedir. Beyinde bazi
bblgelerde ve Kkardiovaskiler sistemde baskin olan reseptér ERB’dir. Damar
endotelinde ve duz kas hucrelerinde ERB bulunmaktadir (54). Koroner arterlerde
aterosklerozu olan premenopozal kadinlarin koroner arterlerindeki disik seviyedeki
Ostrojen reseptérleri ile aterosklerozu olmayan damar duvarinda bulunan éstrojen
reseptOrleri arasindaki farkliliklar aterosklerozun gelisiminde Ostrojen reseptdrinin

ekspresyonunun etkili olabilecegini dustndirmustar (26) .

Deney gruplarimizin higbirisinde yeterli dizeyde ERa boyanmasi saptanmamasina
ragmen ERPB saptanmistir. Bu bulgu damar duvarinda baskin olan &strojen
reseptériinin beta olmasi bilgisi ile uyum saglamaktadir. Ancak kontrol grubundaki
aorta incelemelerinde ERa olmamasina ragmen ilag uygulamasi sonrasi reseptorin
hafif de olsa boyanmasini bu bulgularla agiklayabilmemiz mimkin gérinmemektedir.
Ayrica kontrol grubundaki ERB (+++) iken atorvastatin grubunda (+), raloksifen
grubunda (++), raloksifen ve atorvastatin grubunda (+) bulunmustur. Bunlarin timu
bizde, postmenopozal ateroskleroz gelisiminde Ostrojen reseptorleri
ekspresyonundan bagimsiz bagka mekanizmalarin daha fazla roli olmasi gerektigi

fikrini desteklemektedir.

TNF- alfa monositlerden salinan proinflamatuar bir sitokindir ve intimal diiz kas hiicre
proliferasyonuna yol agar. Ancak TNF reseptorlerinin aktivasyonu ayni zamanda
apoptosis ile hicre 6limine de yol acar. Aterom plaklarinda yiksek miktarlarda

bulunur, plaklarin yirtiimasinda sorumlu tutulmustur.

TNF reseptorlerinin endojen aktivasyonu ve hiicrelerde apoptosise yol agmasi hasarl
duvarda duz kas hucre birikimini sinirlamaktadir. TNF-alfaya kargi antikor uygulamasi



ile bu sitokin bagimli apoptosis engellenmistir(77). Apoptotik siire¢ matur plaklardaki
hiicre 6liminden sorumlu olabilir. inflamatuar proges aterosklerozun geligsiminde
o6nemli rol oynar. Yapilan ¢alismalarda bakteriyal lipopolisakkarit ile maruz birakilan
rat damar duvari diz kas hicrelerinin interlékin-1, interlokin-6 ve TNF mRNA’sinda
artis bulunmus (78) .

Bizim calismamizda da ovariektomi sonrasi ratlarda endotelde TNFa

immanohistokimyasal olarak tespit edilmistir.

Hiperlipidemiye sekonder olusan vaskdler inflamatuar yanitta da TNF rol alir. Yapilan
bir calismada rat aortik diz kas hicre kultir ortamina diusik dansiteli lipoprotein
eklenmesi ile TNF- alfa mRNA ve protein ekspresyonu artmigtir (80). Ayni etkinin in
vivo olusup olusmadigi arastirildiginda LDL verilmesinden 24 saat sonra aorta ve
diger bayik damarlarda TNF- alfa immunreaktivitesi tespit edildi. Bu da bize lipidlerin
TNF- alfayr uyararak inflamatuar slre¢ bagslatip ateroskleroza neden olduklarini

gbsterir (80).

Yapmis oldugumuz deneyde kontrol grubunda tespit ettigimiz TNFa boyanmasini
raloksifen ve atorvastatin kullanimi ile baskiladik. Ozellikle atorvastatin kullaniminin
TNFa duzeylerini raloksifene gore daha iyi baskiladigini séyleyebiliriz. Her iki ilacin
birlikte kullaniminda additif bir etki gérilmedi ama yine de TNFa dizeylerinde azalma
tespit edildi. Statinlerin antiinflamatuar etkinliklerinin raloksifene kiyasla daha belirgin
oldugunu belirtebiliriz. Bulgularnimiz literatiirle  desteklenmektedir.  Ostrojenin
antioksidan 6zelligi TNFa 0Ozerinden olabilir (81) ancak raloksifenin etki
mekanizmasinin karmasikhgr etkinligini anlamak konusunda daha c¢ok g¢alismanin

yapilimasi gerekliligini doguruyor.

Statinlerin makrofajlarda biriken lipidlere ve makrofajlardan salinan sitokinlere direkt
etkisinin arastirildigi bir calismada, lipid birikiminin engellenemedigi ancak IL-1 beta,

IL-8 ve TNF- alfa sekresyonunu azalttigi bulundu (82)

Fonksiyonel Fas ligand agisindan defektif farelerde yapilan ¢galismada Aprahamian T
ve arkadaglan serum TNF-alfa ve interferon gamma seviyeleri azalmig, lenf
nodlarinda ise IL-4 ve IL-10 seviyeleri artmis bulunmustur (83). Yazarlar statinlerin



antiinflamatuar  aktivitelerinin - hem  ateroskleroz hem de otoimmunitenin
dizeltiimesinde kullanilabilecegdini vurgulamiglardir (83). Bizim de vurguladigimiz gibi
statinler antiinflamatuar etkinlikleri raloksifene gore daha yiksek olan ajanlardir.

Endotelin-1 (ET-1) NO gibi vaskiler endotelden salinip onu nétralize etme yéninde
etki gbsteren vazoaktif bir ajandir. Reseptorleri Uzerinden vazokonstriksiyon yapar.
Endotel disfonksiyonu aterosklerozun erken basamagini olusturur. Aterosklerotik
plagl olan hastalarda endotelin-1 seviyeleri, hlicre hasarina karsi verilen cevaptan

dolay! artmistir.

Bu tez calismamizda ET-1 seviyeleri ovariektomi sonrasinda yogun immunreaktivite
gostermistir. Ovariektomize ratlarda 6strodiolun ET-1 (zerine olan etkisini arastiran
calismalarda plasma ET-1 seviyeleri ovariektomi sonrasi artis gosterirken Gstradiol
verilmesi sonrasi dusUs gostermistir (116). Bizim c¢alismamizda da yogun
immuUnreaktivite gdstermis olan ET-1 seviyeleri raloksifen kullanimi ardindan
azalmistir. Raloksifen de 6&strojen reseptér B Uzerinden etki ederek endotel
disfonksiyonunu dizeltme yéninde hareket etmektedir. Endotelin-1 seviyelerinin oral
hormon tedavisinde ve raloksifen tedavisinde plasmada azaldigini destekleyen
calismalar mevcuttur (68). Ancak yine de yapilan ¢alismalarda raloksifenin ET-1
tzerine etkileri konusunda fikir birligi yoktur. Raloksifen tedavisinde plasmada
azaldigini kaydeden caligmalar kadar (68) 12 haftalik tedavi sonrasi ET-1

seviyelerinin degismedigini belirten ¢calismalar da mevcuttur (68).

Statin verdigimiz calisma grubumuzda da ET-1 imminreaktivitesinde raloksifen
benzeri bir azalma tespit ettik. Literatirde atorvastatinin cerivastatin gibi ET-1
mRNA’sinda azalmaya neden olmadigini gosteren calisma olmasina ragmen (117)
literatlrdeki diger calismalar atorvastatinin de ET-1 sentezini azalttigini gdsteren
calismalar mevcuttur (7). Her ki ilaci birlikte kullandigimizda ise ET-1
immanreaktivitesi tek tek kullanimdan daha az seviyelere inmistir. Diger markerlarda
g6remedigimiz bu additif etki fakli yolaklar Gzerinden etki ettigini distindirmekte ve

yeni ¢calismalarin yapilmasi gerektigini disindirmektedir.

Galismamizda eNOS, INOS, ET-1, gibi aterosklerozun damar yatagindaki endotel
disfonksiyonundan ve MCP-1, TNF-a gibi inflamatuar cevabin roliinden etkilendigini



g6steren markerlarda atorvastatin verilmis grupta daha belirgin bir azalma tespit ettik.
Raloksifen grubunda ise literattirde belirtilen éstrojenin etkilerini netlikle izleyemedik.
Kontrol grubunda eNOS immunoreaktivitesi iINOS aktivitesine oranla daha belirgin
ilken en yogun aktiviteyi ET-1 gOstermistir. TNF-a ve MCP-1 orta kuvvette
boyanmistir. Atorvastatin verilmesi ile tiOm markerlarda azalma saptanmistir.
Raloksifen grubunda ise bu belirgin azalma TNF-a ve ET-1 grubunda olmustur.
eNOS ve MCP-1 immunreaktivitesinde ise beklenilen degisiklik olusmamigtir.

Biz calismamizda ateroskleroza resistan oldugu belirtiimis ratlari kullandik. Ancak
daha o6nce bir ekip tarafindan 6nemine dikkat c¢ekilen yash ratlar segtik (93).
Ateroskleroz gelisiminde hiperlipidemi diginda endotel disfonksiyonu gibi ilk
basamaklari ve menopozal durumun etkisini incelemek istedigimiz igin bdyle bir tercih
yaptik. Elde etigimiz sonuclar belki de aterosklerozun ilk basamaklarinda endotel
disfonksiyonu ve inflamatuar cevabin varligina ragmen hiperlipideminin de g6z ardi
edilemeyecegini desteklemektedir. Ancak yine de menopozal durumun endotel

disfonksiyonu olusturdugunu ve ateroskleroza zemin hazirladigini belirtebiliriz.

Postmenopozal kadinlarda beraber kullanim bulan bu iki ila¢ grubu genellikle
menopozal durumun ilk yillarinda degil ilerleyen yaslarda birlikte kullaniimaktadir.
Oysaki ilerleyen yillarda ortaya ¢ikacak aterosklerozun ilk adimlari yillar dncesinden
atilmaktadir ve dolayisiyla engellenmesine yénelik adimlara da erken baglanmalidir.
iki ilacin birlikte kullanildigi calisma grubumuzda markerlarimizda genel olarak bir
azalma tespit ettik. Bu bulgular sonucunda farkli yolaklar kullanan bu iki ilacin birlikte

kullaniminin daha etkin olabilecegini disunebiliriz.

Tip bilimi ilerledikge bilgilerimiz degismekte ve yenilenmektedir. Yapilan ¢alismalar
bu ilerlemelere ve degisime isik tutmaktadir. Kadin saghginin énemli bir bélimun
kapsayan menopozal dbénemle ilgili olarak da her gegen gun yeni calismalar
yapilmakta ve sonuclari ufkumuzu agmaktadir. Biz de yaptigimiz bu tez calismasinin
bu dénemin ciddi bir saglik problemi olan ateroskleroz ve buna bagl kardiovaskiler
hastaliklardan korunma ve bu hastaliklarin tedavisine i1sik tutmasini ve soru isaretleri

uyandirarak yeni galismalara yol agmasini umuyoruz.



6. SONUC

Postmenopozal ddénem endotel disfonksiyonu olusturup ateroskleroza zemin
hazirlamaktadir.

Aterosklerozun ilk basamaklarinda endotel disfonksiyonu ve inflamatuar cevabin
varligina ragmen hiperlipideminin de géz ardi edilemeyeceginiaciktir. Postmenopozal
ateroskleroz gelisiminde &strojen reseptérleri ekspresyonundan badimsiz baska
mekanizmalarin daha fazla rolQ olabilir.

Statin grubu ilaglarin ise antiinflamatuar etkilerini &strojen reseptérleri lzerinden
gbstermedikleri sonucuna variimistir

Atorvastatin kullanimi ile inflamatuar markerlarda belirgin azalma saptanmigtir, anti-
inflamatuar  etkinligi  raloksifenden daha belirgindir.  Ateroskleroz  gelisim
basamaklarina daha etkin bir katilimi mevcuttur.

Raloksifen kullanimi ile olugsan damar yatadi dedisiklikleri 6strojenin kendisinin
g6stermekte  oldugu koruyucu Ozelligi tasimamaktadir. Raloksifenin  etki
mekanizmasinin netlestiriimesi igin ¢calismalara ihtiyag vardir.

Raloksifenin ve diger Ostrojen benzeri preparatlarin monosit gbgt Uzerine etkileri ile
ilgili daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.

Ostrojenin antioksidan &zelligi TNFa (izerinden olabilir ancak raloksifenin etki
mekanizmasinin karmasikhgr etkinligini anlamak konusunda daha c¢ok c¢alismanin
yapiimasi gerekliligini doguruyor.

Bu bulgular sonucunda farkl yolaklar kullanan bu iki ilacin birlikte kullaniminin daha
etkin  olabilecegini duslUnebiliriz  ancak yeni c¢alismalarla desteklenmesi
gerekmektedir.



7. RESIMLER:
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Resimia: HE ile boyanmis kontrol grubu Resimib: HE ile boyanmis Atorvastatin
grubu

Resimic: HE ile boyanmis Raloksifen grubu Resim1id: HE ile boyanmis Ralok-Atorv grubu



Resim2a: immiinohistokimyasal olarak Resim2b: immiinohistokimyasal olarak
boyanmis ER a kontrol grubu boyanmis ER o Atorvastatin grubu

Resim2c: immiinohistokimyasal olarak Resim2d: immiinohistokimyasal olarak
boyanmis ER a Raloksifen grubu boyanmis ER o Ralok-Atorv grubu



Resim3a: immiinohistokimyasal olarak
boyanmis ER B kontrol grubu

Resim3b: immiinohistokimyasal olarak
boyanmis ER B Atorvastatin grubu

Resim3c: immiinohistokimyasal olarak
boyanmis ER p Raloksifen grubu

Resim3d: immiinohistokimyasal olarak
boyanmis ER p Ralok-Atorv grubu



Resim4a: immiinohistokimyasal olarak
boyanmig iNOS kontrol grubu

Resim4c: immiinohistokimyasal olarak
boyanmig iNOS Raloksifen grubu

Resim4b: immiinohistokimyasal olarak
boyanmis iNOS Atorvastatin grubu

Resim4d: immiinohistokimyasal olarak
boyanmig iNOS Ralok-Atorv grubu



Resim5a: immiinohistokimyasal olarak Resim5b: immiinohistokimyasal olarak
boyanmis eNOS kontrol grubu boyanmis eNOS Atorvastatin grubu

Resim5c: immiinohistokimyasal olarak Resim5d: immiinohistokimyasal olarak
boyanmig eNOS Raloksifen grubu boyanmig eNOS Ralok-Atorv grubu



Resim6a: immiinohistokimyasal olarak
boyanmis TNF o kontrol grubu

Resim6c: immiinohistokimyasal olarak
boyanmis TNF a Raloksifen grubu

Resim6b: immiinohistokimyasal olarak
boyanmisg TNF a Atorvastatin grubu

Resim6d: immiinohistokimyasal olarak
boyanmis TNF o Ralok-Atorv grubu



Resim7a: immiinohistokimyasal olarak
boyanmis ET-1 kontrol grubu

Resim7b: immiinohistokimyasal olarak
boyanmig ET-1 Atorvastatin grubu

Resim7c: immiinohistokimyasal olarak
boyanmis ET-1 Raloksifen grubu

Resim7d: immiinohistokimyasal olarak
boyanmig ET-1 Ralok-Atorv grubu



Resim8a: immiinohistokimyasal olarak Resim8b: immiinohistokimyasal olarak
boyanmis MCP-1 kontrol grubu boyanmis MCP-1 Atorvastatin grubu

Resim8c: immiinohistokimyasal olarak Resim8d: immiinohistokimyasal olarak
boyanmigs MCP-1 Raloksifen grubu boyanmig MCP-1 Ralok-Atorv grubu
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