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ONSOz

Sanki devam etmek, Yasamak; ciddiyetle yasamaksa, dogal olarak insan oglunda
tanri bulunmakta ise, duygulara bogulmak, acimak ve mutluluk, hi¢c olmayan
basitlere en ¢ok 6nem veren karisim, bu karisimda kendilerini kaybetmemeye
galisarak kalplerinde ve damarlarinda mutsuz sona kapilip amaglarina
ulagamayanlar, hem gansli hem de kahrolmusglar . Bazilari dinyay! tanrinin kadin
ylUzinin olusturduguna inanirlar ve yeryuzinin de anne olduguna. Gulzel cicekli
bitkileri ilag olarak kullanip, hastaliklh kalpleri guzelligin guclyle kurtarmaya
calisirlar. Acaba guzelligi biraz daha uzatabilsek hastaliklardan daha c¢abuk
kurtulabilir miydik? Kadinlar guzeldir. Ancak guzellik bir zaman sonra kaybolmaya
baslayinca, onlari da kaybetmekteyiz. Kadinlarin guzelliklerini biraz daha
uzatabilsek, menopozla birlikte ortaya c¢ikan hastaliklardan daha uzak kalabilir
miydik? Bu sirrin ¢ozimu belki de diyabetle olugan kalp damar hastaliklarina da
¢6zUm olabilecektir.

Tek gercek olan bilimi kullanarak, icindeki tanrisal glgcle birlikte ve
umudederek ¢alismamiza basladik. Menopozu, tanri verdiyse bir sebebi mutlaka
olmahdir. Ostrojen eksikligini menopozun komplikasyonu olarak gérip yanlis bir
deg@erlendirmeyle tedavi ettigimiz ve bu nedenle hastalikladan arindirmak yerine
kirletmis oldugumuz. Doga, aradigimiz cevabi, kadinlik hormonunda géstermekte,
Ostrojenin  sahip oldugu etkilere daha secici bakarsak, saghgr koruyup,
kardiyovaskller hastaliklarin 6nlnden Kkarsilayacak olsak, sadece vyararini
ayirabilsek ne guzel olurdu.

Gozleri agik olsa da mutlulugu géremeyen korler, bir soguk duman iginde
yasamin ne oldugunu unutarak yasadigini zannedenler i¢in Uzglinum.

Herseyi yapabilecek iken hi¢ olmayi isteyen, bakislarinda sert bir yargi,
olgunluk ve seffaflik olan- aci verir bu goézleri tagimak-, yasama olan susuzluklarini
yasama gicu ve istediyle dolduran. Bununla olusan insanlara dolu sevgi. Kalpleri
askla dolu, askin varh@iyla, sinirlari kaldirip, zamani eritmis, batinligu olusturan,
kiyamet kadar biyUk bir glgle kendilerini ortaya koyanlar. Hi¢ olsalar da kendilerini
sadece insanlarin gbézlerinde goérimekten bile vazgegebilenler. Ask igin
kendilerinden vazgecenler. Bir giilen ylze ve mutluluga herseyi feda edenler. Etrafa
gicekler actiripp bahar getirenler. Kizdigimda da sanki ugup gidenler. Isikli
kanatlariyla, gbkkusaginin renklerini karistiran, ugup giderken bile bizi aydinhginda
birakanlar. Oziir diliyorum, litfen hic gitmeyin, hayatin mutlulugu sizleri tanimakta
Mom, Sen, Lee Tanya, Pisagor ve ark., .

Bu dunya ikametimi Kazakistan' da, bilim dinyasin‘ da ki ikametimi ise her
bitkisi her canlisi hayat igeren Ankara Universitesi‘ nde sahip oldum. ) Ankara‘ da
doktora yapmak zor iki gézim olsa da. Turkiye'ye ve Turk halkina saygi ve sevgim
daima kalbimde. Yasamin getirdigi bu glzel ve aydinlik parca icin tanriya
sukranlarimi sunarim.
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1. GIRIS

GuUnUmuzde, kardiyovaskuler hastaliklar (KVH), 6lim nedenleri arasinda en énde
gelen faktdrlerden biridir (American Diabetes Association, 2005). Son yapilan klinik
calismalarda cinsiyet ve yasin kardiyovaskuler hastaliklarin patogenezinde biyuk bir
rol oynadigi gdsterilmistir. Postmenopozoal kadinlarda, overleri fonksiyonel olarak
¢alisan premenopozoal kadinlara oranla KVHIn goérilme sikhdinda bir artis
saptanmistir. Buna ek olarak dogal veya cerrahi yolla menopoza giren kadinlarda
Ostrojen tedavisinin, KVH gérulme riskini azaltiginin bazi  klinik ¢alismalarda
gOsterilmesi, cinsiyet hormonlarinin, dstrojenin, kardiyovaskiiler sistemde koruyucu
etkinliginin oldugu goérisini olusturmustur. Premenopozoal kadinlarda &strojenin
kardiyoprotektif etkileri arasinda lipoproteinlerin bilesiminde modilasyon (disuk
dansiteli lipoproteinlerde azalma, ylksek dansiteli lipoproteinlerde artma),
koaglilasyon mekanizmasinda degisiklik, intravaskuiler dokuda kollajen birikiminin
inhibisyonu, vaskiler diiz kas hlicrelerinde antiproliferatif etki, vazodilatasyon etkisi
gibi farkli mekanizmalarla roll olabilecegi ileri sirilmektedir (Mangelsdorf ve ark.,
1995). Ancak, diabetik premenopozoal kadinlarda postmenopozoal kadinlarda
oldugu gibi kardiyovaskuler hastalik riskinin artmasi, diabetik kadinlarda &strojenin
kardiyoprotektif mekanizmalardaki etkinliginin degisiklige ugradigini géstermektedir
(Barret-Connor ve ark., 2004). Buna ek olarak saglikli postmenopozoal kadinlarda
Ostrojen tedavisinin  kardiyovaskiler hastalik insidensini azalttiyi, diabetik
postmenopozoal kadinlarda ise ¢ok etkili olmadigi ve 6strojen tedavisinin endotel
badimli gevseme vyanitlarinda saglikli gruba oranla daha az etkin oldugu bazi
arastirmalarda goésterilmistir (Yamauchi ve ark., 1990, Kaseta ve ark.,1999). Ayrica
ovariektomize ve intakt hayvanlarda 6éstrojen tedavisi diabet gelisimini yaklasik %75
oraninda azaltmistir (Godsland, 2005). Bu gbézlemler disi cinsiyet hormonlarinin
vel/veya reseptdr aracili fonksiyonlarinin, diabetik bireylerde saglikh bireylere gére
farkh oldugunu gostermektedir. Ostrojenin, diabetik postmenopozoal kadinlarda
kardiyovaskuler sistem (zerindeki etkinliginin degismesine neden olan
mekanizmalari arastiran calismalar oldukga az sayidadir. Bilindigi gibi &strojen,
biyolojik etkilerini dstrojen reseptoérleri (ER) araciligi ile olusturmaktadir. ER’nin a ve

B olmak Uzere iki genotipi bulunmakta ve dokularda farkli dagihm goéstermektedir.



Dokularin dstrojene duyarlihdini etkileyen iki ana faktér, reseptoérlerin yapisi ve ko-
regulatorlerle etkilesmesidir (Gustafsson, 2003). Ancak O&strojen reseptoérlerinin
fizyolojik liganti 173 estradioliin her iki reseptore ayni afinite ile baglanmasi
dokularda oOstrojen reseptorlerinin yanitlarinin incelenmesini zorlastirmistir. Son
yillarda ERa agonisti PPT ve ERB agonisti DPN’nin bulunmasindan sonra bu
reseptorlerin  fonksiyonlari daha detayli olarak arastiriimaya baslanmigtir
(Montgomery ve ark., 2003). ER agonistlerinin farmakolojik dozlarda ©nceden
kastiriimis mezenter arterlerde gevsemeye neden oldugu gdsterilmistir (Shaw L ve
ark., 2001). Ancak gevsemenin farmakolojik dozlarda olusmasi biyolojik rolleri
hakkinda suphe yaratmigtir. Yanitverirliligin, hormonal duruma bagli olarak degistigi
bildiriimektedir. Ostrojenin vaskiiler ve diger dokularda, ER ekspresyonunu modiile
ettigi, ER bagimh yanitlarin ise hormonal durumla cok yakindan ilgili oldugu
saptanmistir (lhioonkhan ve ark., 2002). Ostrojenin vaskiler doku Uzerindeki
etkilerinde, fosfoinositol-3-kinaz (PI(3)K) Akt-kinaz yolaginin aracilik ederek, nitrik
oksit (NO) salinmasi ile birlikte gevsemeye neden oldugu gdsterilmistir (Kim ve
ark., 2006). Bunun 6tesinde ER’lerin Adrenerjik reseptorleri fosforile ederek kastirici
ajanlarin kontraktil yanitlari izerinde etkisi oldugu saptanmistir (Gonzalez-Arenas ve
arkg, 2006).

Calismamizda, 6strojen badimli vaskiler yanitlarin hormonal duruma goére
degisebildigini gézénlne alarak intakt, ovariektomize ve diabetik ve 6strojen tedavili
sicanlarda &strojen reseptor aracili etkilerinin, direkt NO ve (PI(3)K)-Akt-kinaz
indirekt olan Ar-a1, desensitizasyon yolaklarinin rollerinin akut ve uzun dénemdeki
etkilerinin arastiriimasi hedeflenmistir. Bu amagcla;

1. Deney hayvanlari kontrol, ovariektomi, diabet olmak Uzere ¢ ayri gruba
ayrilmigtir.

2. Ovariektomi ve diabet gruplar kendi iginde 0Ostrojen tedavili ve kontrol
olmak Uzere ikiye ayriimistir.

3. Her deney grubunda ER’lerin selektif ve non-selektif agonistlerinin, izole
edilen aortta endotel bagimli gevseme yanitlari arastiriimistir.

4. Her deney grubunda ER’lerin seletif ve non-selektif agonistlerinin izole
edilen mezenterik arterde fenilefrin gibi kastirici ajanlarin kontrakltil yanitlarini

desensitize edebilme glcu arastiriimigtir



1.1. Ostrojen

1.1.1. Ostrojenlerin yapisi ve sentezi

Kadinlarda &strojenik etkinlikten sorumlu asil hormon estradioldir (estradiol-17(3).
18 karbonlu bir steroiddir ve A halkasi aromatiktir (fenolik niteliktedir); 3 numarali
karbonda bir B-OH grubu igerir (Sekil 1.1). Estradiol, gravimetrik etki giici en
yuksek olan dogal d&strojendir. Vicutta kismen estrona donlstr. DOnlsim iki
yonlidlr; bu nedenle estron ayni zamanda estradioliin 6nculidir (preklrsord).
Estronun o6strojenik etki glcu, kitlesine gore estradiollinkinin yarisi kadardir. Diger
ostrojenik hormon estriolin Ostrojenik etkisi daha zayiftir; estradiol ve &strojenden

olusur (Kayaalp, 2009).

(17B)-estra-1,3,5(10)-triene-3,17-diol

Sekil 1.1. 17B-estradiol (scn Life Science Inc.Wuhan. 2009)
(http://www.uscnk.com/pic/20091218204616.jpg)

Kadinlarda ¢ogunlukla overlerde graaf folikullerinin granulosa hucrelerinde
sentez edilirler. Sentezi baslatan prekirsér maddeler teka hiicrelerinde yapilan
granulosa hicrelerine sunulan androjenik maddelerdir. Androstenedion, overlerde

estrona ve kismen de testesterona donusturilir. Testesteron ise ya 5-a-rediiktaz ile



5-a-hidrotestosterona ya da aromataz ile 17B-estradiol (E2)e (Sekil 1.1) cevrilir
(Nussey ve Whitehead, 2001). Plasenta, adrenal korteks, testislerde de Ostrojen
sentezi yapillmaktadir. Basta yag dokusu olmak Uzere karaciger, bobrek, akciger,
deri, beyin gibi bazi dokularda, adrenal korteks kaynakh androstenedion,

testesterondan, estron ve estradiol sentezlenmektedir (Beato M6 Klug J 2000).

Ostrojenler diger steroid hormonlora gére cok daha etkin bilesiklerdir, ufak
miktarlari ile etki olustururlar. Salgilanma, puberteden sonra 6n hipofiz tarafindan
salgilanan folikul stimtle edeci hormon (FSH), luteinlestirici hormon (LH), prolaktin,
hamilelik suresinde koryonik gonadotropin hormon kontrolu altindadir. GCocukluk
doéneminde estradiol salgilanmasi az miktarda iken puberte déneminde artmaktadir.
Gebelik sirasinda estradiol konsantrasyonu doguma kadar yikselip, dogumdan
sonra dordiinci gin normal seviyelerine geri donmektedir. Yaslanma ile estradiol
seviyesinde azalma gozlenmektedir. Menopoz sonrasinda ise estradiol
konsantrasyonu erkeklerde goézlenen dizeye kadar azalma goésterir(Saruhan ve
ark., 2010).

Bir giinde sentezlenen ve salgilanan estradiol miktari 0,5 mg’dan azdir. Bu
Ostrojenin hemen hemen tamami over kaynaklidir; salgilanma menstrual siklusa
paralel olarak siklik bir 6zellik gdsterir. Salgilanmanin biri ovulasyondan hemen
once, digeri luteal evrenin ortasinda olmak Uzere iki tepe degeri vardir (Ganong,
2002). Menstrual siklusun erken folikiler doneminde 36 mg/glin, ovulasyondan
hemen 6nce 380 ug/gun, luteal evrenin ortasinda 250 ug/giin oldugu saptanmistir.
Ostrojenik bir hormon olan estronun salgilanmasi genel olarak estradioliin

salgilanmasina benzer bir 6zellik gosterir (Ganong, 2002; Kayayalp, 2009).

1.1.2. Ostrojenin metabolizmasi

Ostrojenik hormonlar genellikle plazmada albumine ve seks hormonu baglayan
globulin (SHBG) adi verilen bir beta-globuline bagli olarak tasinmaktadir.
Estradioliin yaklagsik %70’ten fazlasi plazmada bagli durumdadir. Ostrojenin
SHBG’ye yuksek affinitesi olmasina karsin albuminin tasima kapasitesi ¢ok daha

fazladir(Ropponen ve ark., 2005). Karaciger hilcrelerinde estradiol ve estron



birbirine iki yénli bir reaksiyonla dénuastirarler. Estradiolin estrona déntsumana
yapan enzim 17-R-hidroksi-steroid dehidrojenaz enzimidir. Estron ve estradiollin
karaciger ve diger bazi dokularda olusan ilk ve en dnemli metaboliti estrioldir.
Estriol olusumunda rol alan enzim 16- alfa-hidroksilaz enzimidir. Bu doéniisim
ostrojenik etkinligin énemli 6lglide azalmasina neden olur (Iltaaho ve ark., 2008).
Ostrojenik hormonlar karacigerde silfiironik asit ve glukuronik asite konjlige edilerek
inaktif duruma getirilirler (Delafrogo ve ark., 2005). Bu konjugatlarin bir kismi safra
icinde bagirsaga atilir, enterik hepatik siklusa girerek tekrar karacigere gecerler.
Konjiigatlarin kalan kismi ise bébreklerden idrarla atilir. idrarla bir giinde atilan total
Ostrojen miktar iki menstrual siklus donemi arasinda 20-80 pg konsantrasyonlarinda
bulunmaktadir (Kayaalp, 2009).

1.1.3. Geligimsel etkileri

Ostrojen, kadinlarda projesteron ile birlikte, menopoza kadar, puberte sirasinda
kadina 6zgu sekonder seks karakteristiklerinin gelismesi ve daha sonra gelismenin
surdurtlmesi igin gereklidir. Bu iki etkiye gelisimsel etkiler denir. Ayrica menstruel
siklusun ndéroendokrin kontrolinde projesteron ile birlikte rol oynarlar. Ek olarak,
Ostrojene 6zgli ¢ok sayida etkileri vardir (Kayaalp, 2009). Gelisimsel etkilerin bir
kismi puberte sirasinda kadin genital kanalindaki yapilarin gelisip blyumesi ve
kadina 6zgl diger sekonder seks karakteristiklerinin gelismesi ile ilgilidir. Pubertede
uterusun blylumesinden 6strojenler sorumludur. Uterus kan akiminin, uterus kasinin
ve kasilma ile ilgili proteinlerin igeriginin artmasina yol acgarlar. Ostrojenlerin etkisi
altinda uterus kasi daha haraketli ve daha kolay uyarilabilir hale gelir. Ostrojenler
meme kanallarinda gelismeye neden olur. Puberte sirasinda gézlenen meme
blylmesinden ve ayrica meme baslarinin pigmentasyonundan blylk &lgide
Ostrojenler sorumludur (Colub ve ark., 2003). Kadinlara 6zgl vicut seklinin
olusumunda &strojenler rol alir. Ayrica 6strojenler yag dokusunun dagiliminda,
sesin, vicut killanmasinin kadina 6zgl o6zellikler géstermesinde rol alirlar.
Ostrojenler kadinlarda libidoyu arttirir, ayrica 6strojenler deney hayvanlarinda
noronlar Gzerindeki proliferasyonu ve kavsak sayilarini arttirarak impulsun iletimini
kolaylastirirlar. insanda alzheimer hastahi@inin ilerlemesini yavaslattigi bildirilmistir
(Ganong, 2002) .



1.1.4. Ostrojenin metabolik etkileri

Karacigerde lipoproteinlerin sentezini etkilerler. Antiaterosklerotik etkinlik gosteren
yuksek dansiteli lipoprotein (YDL)in ve ayrica c¢ok dislik dansiteli lipoprotein
(CDDLY'in sentezini ve plazma duzeyini artirirlar. CDDL dizeyinin artmasi kanda
trigliserid duizeyini ylkseltir. Ote yandan, 6strojenler aterojenik nitelikli olan diisiik
dansiteli lipoprotein (DDL) sentezini ve onun plazma dlzeyini azaltirlar ve buna
badli olarak plazmanin genel kolesterol dizeyini dusurlrler. Plazmada YDL/DDL
orani testosteron tarafindan azaltildigi halde, dstrojenler tarafindan arttirilir ve bu
etki, Ostrojenin antiaterosklerotik etkisini olusturur. Bu olayda 6strojenlerin damar
endotelinde, nitrik oksit (NO) sentezi ve NO saliverilmesini arttirmalarinin da katkisi
olabilir (Kayaalp, 2009). Ostrojenler, YDL diizeyini artirmalari sonucu dokulardan
karacigere kolesterol tasinmasini arttirmalari nedeniyle safra icerisinde kolesterol
itrahini hizlandirirlar. Sonug¢ olarak, safranin kolesterol doygunlugunu arttirirlar ve
kolesistopatiye zemin hazirlarlar. Uzun stre 0Ostrojenlerle tedavi edilen kadinlarda
kolesistektomi olusma insidensi 2.5 kez artmis bulunmustur. Ostrojenler hiicrelerde
protein sentezini artirirlar yani anabolik etki yaparlar. Ureme organlarinin dstrojenik
hormonlar tarafindan buydtilmesinde, hiicre cogalmasinin artmasi yaninda protein
sentezindeki artmaya badli olarak hlcre buyukliglindeki artmanin da katkisi vardir.
Ostrojenler bazal blylime hormonu salgilanmasini ve karaciger iGF-1 (insilin
benzer bilylme faktori-1) sentezini artirabilirler. Karacigerde, cesitli hormonlari
tasiyan a-ve B-globilinlerin (transkortin, TBG, SHBG gibi), iGF-1 baglayan
proteinler, metal tagiyan globulinler (seruloplazmin gibi) ve anjiotensinojenin
sentezini artirirlar. Buna karsilik albimin ve hepatoglobillin sentezini azaltirlar.
Karacigerde faktor I, VII, IX ve X gibi koagulasyon faktorlerinin sentezini artirirlar.
Antitrombin-Ill  sentezini azaltirlar ve plazma dlzeyini dusdrarler. Kanin
pihtilasmasini  kolaylastirirlar. Hlcrede, anti-inslinik etkileri nedeniyle glukoz
utilizasyonunu inhibe ederler, diabetik hastalarda insiline duyarliigi azaltirlar
(Segner ve ark., 1994). Bobrek tubuslarinda sodyum ve su reabsorpsiyonunu
artirirlar, su ve sodyum retansiyonu sonucu vicutta édem edgilimi olustururlar.
Bobreklerde renin sentezini artirabilirler. Ostrojenlerin én hipofizi direkt olarak inhibe
edebildikleri gibi hipotalamustaki ndronlarda kendilerine 6zgl reseptoérleri aktive

ederek indirekt yoldan da inhibisyon vyaptiklari saptanmigtir. Hipotalamustaki



noronlarin bu sekilde etkilenmesi ile, gonadotropin saliverici hormon salgilanmasi
azalir, hipotalamusun 6n hipofizinde FSH ve LH sentez eden hicreler lzerinde
yaptigi stimulasyon azalir. Kemik dokusunun metabolizmasina etkisi vardir ve
kizlarda linear olarak boyun uzamasini hizlandirir, kemik resorbsiyonunu
azaltir(Shaw ve ark., 2010).

1.1.5. Ostrojenin etki mekanizmasi

Ostrojenler biyolojik etkilerini ERa ve ERB olarak adlandirilan iki farkli nikleer
hormon reseptdr araciliiyla gergeklestirirler. Bu iki farkli dstrojen reseptdr alt tipleri
ligand bagimh transkripsiyon faktorl gibi hareket eder, dstrojenin etkisine aracilik
eden spesifik genlerin éstrojen yanit elementi denilen DNA segmentine baglanarak
transkripsiyonunu (mRNA Uretim) hizlandirir. Buna ek olarak her iki reseptor
izoformu, indirekt olarak aktivator protein ‘response’ elementlerine baglanarak c-Jun
c—Fos faktorleri ile gen ekspresyonunu dizenleyebilirler(Safe, S ve Kim, K., 2008).
Ayrica ER aktiviteleri non-kardiyovaskiiler hicrelerde bliiylime hormonlari tarafindan
da kontrol edilebilirler. Son olarak ERa ve ERB‘nin hiicre membraninda da yerlestigi
gOsterilmistir. Kemik dokusunda c-SRc gibi membran iliskili proteinler araciligiyla
fosforilasyon kaskatini baglatmasi ve endotel hicrelerinde PI3K aktivasyonuna
neden oldugunun saptanmasi bu goérisu destekleyen bulgulardir(Galluzzo ve ark.,
2009, Arnal ve ark 2010). Ostrojenlerin bu mekanizmalar disinda hiicre
membraninda bulunan G protein kenetli reseptér 30'a (GPR30) (Sekil 1.2)
baglandigi ileri siriilmektedir. Ostrojenlerin hiicresel fonksiyonlarinin  GPR30
aracihgiyla duzenlendigine iliskin gorugler olmasina karsin, bu proteinin 6strojen

reseptorleri ile iligkisi tam olarak aciklanamamigtir (Teng ve ark., 2008).



N ' Ostrojen t
Ostrojen Tam ¢
Tam § IC1182,780 t F‘ >
IC1182,780 4 G-1¢

G154 T @
\ \ > ow>
OO 3
St

?r
Sitoplazma \ / EGFR| |

Sekil 1.2. GPR30 araciligi ile hicresel aktivasyon ve klasik Ostrojen reseptorler.
Reseptdr agonislteri ve antagonistleri (yukari ve asagiya dogru oklarla sirasiyla
gOsterilmistir). Belirtilen reseptorler Tam, Tamoksifen; G-1, GPR30-selektif agonist igin
gOsterilmistir. Nukleer 06strojen reseptorleri klasik olarak gen regillasyonunda aracilik
etmekle birlikte kinazlar aracihdi ile hizh sinyal vermesinde aracilik etmektedir. GPR30
predominant olarak endoplazmik retikulumda bulunmakta, hicre aktivasyonuna aracilik
etmektedir. EGFR baslangigtaki transaktivasyonunda MAPK, PI3K ve diger bazi hizli
hicresel olaylarin stimulasyonunda etkilidir. Bu etki, transkripsiyonel aktivasyonun sonucu
olabilir (Prossnitz, 2009).

1.2. Ostrojen reseptérleri

1.2.1. Ostrojen reseptérlerinin dokulardaki dagilimi

ERa ve ERP dokulardaki dagilimi belirgin bir sekilde farkhlik géstermektedir. ilk kez
sican dokularinda ERa ve ERPB mRNA’larinin farkli dagilimi gdésterilmigstir.



Epididimis, testis, over, bobrek ve adrenal bezlerde ERa mRNA’larinin ¢ok fazla
miktarda eksprese edildigi saptanmistir (Kuiper ve ark., 1997, Hejmej ve ark., 2005).
Daha az olmakla birlikte prostat bezi, mesane, karaciger, timusta da ERd’larin
varhgi saptanmistir. ERB mRNA'larinin en fazla eksprese edildigi dokular prostat
bezi ve overlerdir. Sican overlerinde ERB’lar en ¢ok granuloza hiicrelerinde, ERa ise
tekal ve interstisyal hicrelerde bulunmaktadir. ERa ve ERP’larin dagilimi ayni
dokuda gelisim surecine gore degisiklik géstermektedir. Buna 6rnek olarak, gelisme
surecinde uterus ve hipofiz bezinde ERf’larin, yetiskinlerin dokularinda ise ERa’nin
ekspresyonunun daha fazla olmasi verilebilir (Hiroi ve ark., 1999, Juengel ve ark.,
2006). Kalp dokusunda ER’lerin dagilimi hakkinda celigkili veriler vardir. Yenidodan
neonatal kardiyomiyosit htcrelerinin nikleuslarinda ERa ve ERP’lerin
ekspresyonu, ancak 17@estradiollin ilavesinden sonra saptanmistir (Grohe ve ark.,
1997). Bazi calismalarda yetiskin kalpte ERP’nin saptanamamasina karsin diger
calismalarda 6zellikle nikleusta ERB’nin yaygin olarak bulundugu daha az sayidaki
calismalarda ise sadece mitokondride bulundugu bildirilmistir (Jankowski ve ark.,
2001; Savolainen ve ark.., 2001; Yang ve ark., 2004). ER reseptorleri, 6strojenin
non-genomik ve genomik kardiyovaskiler etkilerine aracilik ederler. ERa ve
ERP’lerin protein ekspresyonlarinin geng ve yasl sicanlarin karotid arterlerinde ayni
dizeyde oldugu saptanmistir. Bununla beraber insan aterosklerotik arterlerinde ER
ekspresyonlarinin azaldi§i gosterilmistir (Nakamura ve ark., 2003). ERa ve ERB
dizeyleri, Ostrojen tarafindan farkli olarak dizenlemektedir. Bununla beraber
Ostrojen tedavisiyle, Ostrojen reseptorlerinin dlizenlenmesi dokuya ve tedavi
suresine bagl olabilir. Koyun endotel hicre kiltlrlerinde kisa slreli 2 saatlik
inkibasyon ERa’nin downregllasyonuna, 6 saatlik uzun sureli inkibasyon ise
ERdad’larin ekspresyonuna neden olmustur (lhionkhan ve ark., 2002). Uzun sureli
tedavi, ERB’lerin downregulasyonuna neden olmustur. Serebral kan damarlarinda
ERa proteinleri fizyolojik duzeyde, 17Bestradiol ile uzun sureli in vivo tedavisi ile
upregule olmustur. Kan damarlarinda ERa izoformlarinin, ovariektomize si¢anlarda,
disi ve ovariektomi ardindan Ostrojen ile tedavi edilen siganlara goére
ekspresyonunun daha az oldugu goriimustir (Stirone ve ark., 2003). ER’ler endotel
hiicrelerinde bulunmaktadir. insan aterosklerotik, endoteli hasarlanmis damarlarda
178 estradiol ile ERa ve ERB’nin azaldigi goérilmustir. Ve bu etki venlerde

saptanamamistir (Haas ve ark., 2007).
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Ovariektomi sonrasinda domuz endotel hiicrelerinde ERa’'nin up-regile oldugu ve
oral dstrojenik Urdnler ile tedavi sonrasinda downregulasyona ugradigi gosterilmistir.
ERPB’larda herhangi bir degisiklik gorilmemistir (Okano ve ark., 2006). Kadinlarda,
koroner arter hastaligi gelisimi ERa dizeylerindeki azalma ile birlikte gorlilmesine
karsin pre-ve-postmenopozoal kadinlardan alinan koroner arter érneklerinde ERa
ekspresyonu daha fazladir (Losordo ve ark., 1994). Kardiyovaskiler hastaliklara
ER’deki polimorfizmin eslik ettigi gdsterilmistir. ERa’daki polimorfizm, erkeklerde
sistolik kan basincinda artisa neden olmaktadir. ERPB’daki polimorfizm ise
hipertansyonlu kadinlarda sol ventrikiler duvarin kalinlagsmasina yol agmaktadir
(Ellis ve ark., 2004). ERP’lar1 ¢ikarilimis farelerde hipertansiyonun gelismesi ve
vaskuler fonksiyonun bozulmasi bu goérusu desteklemektedir (Zhu ve ark., 2002).
Deneysel ve klinik ¢calismalarda elde edilen sonuglar, lipid ve kolesterol dizeylerinin
kontrolliinde, vaskuler hicrelerin fonksiyonunda 6strojenin koruyucu roli oldugunu
gOstermektedir ve bu rolde ERa’nin etkisi baskindir. ERa gen polimorfizmi koroner
hastalidi olan postmenopozoal kadinlarda hormon yerine koyma tedavisi (HYT),
YDL duzeylerinin artmasina neden olmaktadir. Buna ek olarak ERB gen polimorfizmi
olan premenopozoal ve postmenopozoal kadinlarda HYT, LDL Kkolesterol

dizeylerinin azalmasina neden olmaktadir (Herrington ve ark., 2002)

1.2.2. Ostrojen reseptérlerinin yapisi

Nukleer reseptorler ligantlarin baglandigi (LBD) C-ucu, merkezde ve ylksek olglde
korunmus olan DNA-baglanma bolgesi (DBD) ve N-ucundan olusan dizenleyici
proteinlerdir. Bu farkli bélge icinde en az iki tane transkripsiyon aktivasyonu yapan
alt bdlge ya da fonksiyonel bdlge (AF-s) vardir. AF-1, N-ucunda AF-2 ise ligand
baglanma bdlgesi olan LBD de bulunur. Nikleer reseptdrlerin LBD ve DBD’leri,
yiuksek oranda korunan bdlgelerken, N-ucu hem uzunluk hem de reseptdrin tam
transkripsiyonel aktivitesi icin énemli olan primer dizilimi agisindan c¢esitlilik
gOstermektedir (Mangelsdorf ve ark., 1995; Beato ve ark., 2000; Edwards, 1999;
McKenna, O’'Malley, 2002; Kumar ve Thompson, 2003). N-ucu degisik protein
kinazlar tarafindan fosforillenen cgesitli Ser/Thr  bdlgeleri icermektedir.

Fosforilasyonlarin fizyolojik rolleri ¢ok iyi tanimlanmis olmamasina karsin bagka
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sinyal ileti yolaklariyla etkilestikleri ve AF-1 aktivitesini dizenledikleri 06ne
surtlmektedir (Weigel,1996; Lange ve ark., 2000; Rochette-Egly, 2003).

1 595

ERo N—__AB_ | C | D _F-¢C
AF-1 AF-2
DBD
- LBD

1 530
ERB N—_AB_ |C D] -C

18% 97%  30% 59% 18%
Sekil 1.3. Insan ER’lerinin sematik diagrami,ERa ve ERP. iki reseptér de alti

fonksiyonel domen igermektedir, DNA- bagli domen (DBD), ligand-badh domen (LBD),
ligand- bagimsiz fonksiyon aktivasyon AF-1 ve ligand- bagimli fonksiyon aktivasyon AF-2.
Iki reseptdr arasindaki benzerlik yizde olarak gosterilmistir (Shao ve Brown, 2004).

Nukleer reseptorler, karakteristik olarak hedeflenen genin baslangi¢
bolgesinde bulunan ve cis pozisyonunda aktif olan “hormon duyarli elementleri”
(HRE) taniyan dizilere-spesifik DNA-baglayan proteinlerdendir (Freedman, 1992;
Glass, 1994, Gronemeyer ve ark., 1995; Khorasanizadeh ve Rastinejad, 2001;).
Nukleer reseptorlerin en oOnemli 06zelligi, ligand ya da baska sinyallerin
aktivasyonlarina yanit olarak gerceklesen hedef genlerin ekspresyonlarini kontrol
etmektir. Omurgalilarin gogunda ERa ve ERB olmak Uzere iki tip 6strojen reseptori

vardir. ER’ler iki farkli gen tarafindan kodlanirlar (Kuiper ve ark.,1996;).

Bazi ER'lerin, fizyolojik rolleri tam olarak anlasilamamistir. iki ER alt tipindeki
DBD ve LBD’ler hem aminoasit dizilim diizeyinde hem de yapisal olarak ¢ok iyi
korunmus olmalarina karsin iki reseptor alt tipi arasindaki farklik ¢ok az homoloiji
gosteren N-uglarindan kaynaklanmaktadir ( Sekil 1.3). Farmakolojik ligandlar igin
DNA-baglama afiniteleri ve segcicilikleri farkl olsa da her iki ER alt tipi de
17Bestradiole benzer yanit vererek ayni hedef DNA dizilerini tanir ve baglarlar.
Bilinen hedef dokularda ERa ve ERP birlikte olusmasina karsin, bu alt tipler farkli

dokularda farkli dagihim ve fonksiyonel olarak farkllik gosterirler. Her iki alt tipin
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birlikte bulundugu yerlerde ERa, ERP’ye gbére daha gugli bir transkripsiyonel
aktivasyon olusturur. ERB’nin, ERa’nin fonksiyonunu yavaslatici bir rolt oldugu 6ne
surilmektedir (Mclnerney ve ark., 1998; Cowley ve Parker, 1999; Weihua ve ark.,
2000; Hall ve McDonnell, 1999).

1.2.3. ER genomik etki mekanizmasi ve fonksiyonu

Steroid hormonlarin gen transkripsiyonuna aracilik ettigi dugunilen temel yolak
yodun olarak arastirimaktadir. Steroid baglanmasi, reseptérlerin hedef hiicrelerde
protein saperonlarin ayrilmasiyla, konformasyonel degisikliklerle, dimerizasyon ve
hedef genlerdeki HRE'lere baglanma yoluyla aktive edilmektedir (Tsai ve O’Malley,
1994; Mangelsdorf ve ark., 1995; Beato ve ark., 2000; Edwards, 1999; McKenna,
O’Malley, 2002; Kumar ve Thompson, 2003). Hulcre tipine ya da reseptér sinifina
badli olarak, apo-reseptoérler sitoplazmada ya da baglanan liganda yanit olarak
hicre c¢ekirdegine dogru translokasyonda ya da ligandin neden oldugu ¢ekirdek igi
yerlesimlerindeki bir degisiklik sonucu yodun oranda cekirdekte bulunurlar. Bitlin
durumlarda steroid hormonun reseptorin  hedef genin promoter bdlgesine
baglanmasini uyardigi dasitnilmektedir. DNA-baglanmis reseptorler hedef genlerin
transkripsiyon hizlarini ko-aktivatér ya da Kko-represor proteinler yardimiyla
degistirirler. Ko-aktivatorlerin kendilerinin DNA baglama aktivitesi yoktur ve reseptor
ylUzeyindeki AF-1 ve AF-2 ile protein-protein etkilesimlerine neden olarak, kromatinin
yeniden yapilanmasini saglayan enzimatik protein komplekslerini olusturabilme ya
da RNA polimeraz II'nin prosedirinu baslatan kompleksin birlesmesini kolaylastiran
bir protein kdprusi faktért olabilme fonksiyonlari vardir (Sekil 1.4) (Edwards, 1999;
McKenna, O’Malley, 2002; Glass ve Rosenfeld, 2000; Feng ve ark.,1998; Heery ve
ark., 1997; Steinmetz ve ark., 2001).
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Sekil 1.4. Seksiiel steroidler, hipertansiyon ve yaslanmadaki vaskuler yanitlar (Qiao X
ve ark., 2008). Ostrojenin vaskiler genomik etkisi. Disilerde, dstrojen sitozolik ve niikleer
Ostrojen reseptorler endotel hiicrelere baglanirlar. Mitojen aktive eden protein kinaz (MAPK)
aktiflesir, gen transkripsiyonunu, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ekspresyonunu ve
endotel hicre buyume faktdrind stimlle eder. Buna ek olarak dstrojen vaskiler duz kastaki
sitozolik ve nikleer ER’leri aktive eder, MAPK aktivasyonunu olusturan buyime faktorinu
inhibe eder. Yash digilerde, plazma 6strojen miktarinin ya da ER’lerin afinitesinin azalmasi
endotel hicredeki eNOS ekspresyonunu azaltir, vaskiler diz kasin blylimesini tetikler ve
kardiyovaskuler hastalik riskini arttirir.
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1.2.4. ER’lerin non-genomik etki mekanizmasi

ER’lerin plazma membraninin lipid ve lipid olmayan farkh yapilari arasinda esit
miktarda oldugu éne sirilmektedir (Kim ve ark.,1999). Ostrojenin izole edilmis
plazma membranlarinda ve kaveola da hizli bir sekilde eNOS’u aktive edebildigi ve
ER’nin hicre gekirdegi ya da sitoplazmasi olmaksizin dstrojenin bu etkisine aracilik
ettigi ileri sOrdlmUstir. Fizyolojik konsantrasyonlarda &strojen doza bagimh bir
sekilde eNOS'u aktive etmektedir. Bu etki ER antagonisti ICI 182780 (ve tamoksifen
tarafindan bloke (Sekil 1.5) edilebilmektedir.

ER ve eNOS'u olmayan (negatif) hicrelerde yapilan deneylerde, eNOS
aktivasyonu icin ER’lerin bulunmasi gerektigi gosterilmistir. Bunun yani sira ER’lerin
LBD bélgesinin bu etki i¢in gerekli ve yeterli oldugu da gosterilmistir (Russell ve ark.,
2000a; Goetz ve ark., 1999; Kim ve ark.,1999; Simoncini ve ark., 2002; Simoncini ve
ark., 2003; Chen ve ark.,1999; Wyckoff ve ark., 2001). Bu sonuglar, ER’lerde
bulunan LBD bdélgesinin plazma membran lokalizasyonu ve baska hicre tiplerindeki
sinyal yolaklarinin aktivasyonuna aracilik eden hizli éstrojen etkisi icin gerekli ve

yeterli oldugunu gésteren bulgularla uyumludur.

Ostrojenin endotel hiicrelerindeki eNOS aktivasyonuna ve NO olusumuna PI-3
kinaz/Akt sinyal yolagdi aracilik eder (Clarkson ve ark., 1998; Adams ve ark., 1997,
Hodis ve ark., 2001). Fosfotidilinositol-3 kinaz (PI3K), p110 katalitik ve p85a
regulatér alt Unitelerinden olusan bir kinazdir ve membran lipidlerinden ikincil ulak
olan fosfotidilinozitol-3-fosfat (IP3)'1 olusturmaktadir. Cesitli deneysel uygulamalarda
ERa’nin PIP3K enziminin regullator alt Unitesi olan p85a’e direkt olarak baglandigi
ve agonist bagiml olarak etki gdsterdigi belirlenmistir. PI3K/Akt sinyal yolagina
yonelik olarak yapilan deneylerde de bu etkilesimin PI3K aktivasyonuna neden
oldugu ve Ser/Thr kinaz-Akt aracili olarak eNOS'u fosforileyip aktive ettigi
gOsterilmistir. ERa ve p85a arasindaki etkilesime aracilik eden protein topografyasi
(ylzey sekli), bigimi ve PI3K aktivasyonuna yol agan mekanizmalari net olarak
bilinmemektedir (Simoncini ve ark., 2000Simoncini ve ark., 2002; Simoncini ve

ark., 2003;). Src -/- farelerden elde edilen fibroblastlarda dstrojenin eNOS’u aktive
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edebilmesinde bozukluk oldugunun goésterilmesi endotel hiicrelerin membranlarinda
reseptor olmayan Src tirozin kinazin ERa/Src/PI3K kompleksinde diizenleyici bir roli
oldugunu géstermistir. iskemi/ reperfiizyon hasari olusturulduktan sonra, farelerden
alinan kremaster kaslarin damarlarindan elde edilen endotel hicrelerine dogru olan
I6kosit adezyonunda azalma gdzlenmesi, 6strojenin in vivo sartlardaki koruyucu
etkilerinde eNOS’u PI3K/Akt araciligiyla uyarmasinin roli oldugu belirlenmistir.
Ostrojenin bu etkisinin PI3K ve eNOS inhibitérleriyle geri gevrilebilmesi ve eNOS-/-
farelerde kendi kontrollerine gdre dstrojenin I6kosit adezyonu Uzerinde daha az etkili

olmasi bunu kanitlamaktadir (Prorock ve ark., 2003).

1.2.5. Ostrojen agonist ve antogonistleri

Bir cok farkli tipte ER antagonistleri bulunmaktadir (Hall ve Mcdonnel, 2005).
Kimyasal yapisi Sekil 1.5°de g0sterilen ICI182780 butin dokularda Ostrojen
etkilerini antagonize etmekte ve her iki 0strojen reseptdr alt tipine ayni glcte etki
gOstermektedir. Buna karsin selektif &strojen reseptdér modulatérleri (SERMS)
dokuya 6zgu etki gostermekte, doku tipine bagh olarak ya antagonist ya da agonist
olarak etki etmektedir. Buna ornek olarak tamoksifenin 6strojen bagimli meme
kanseri tedavisinde kullaniimasi gosterilebilir. Meme kanser hicrelerinde dstrojen
reseptor antagonisti olarak etki ederken, kemik yogunlugunu arttirarak kemik
dokusunda 6strojen agonisti olarak rol oynar (Love ve ark., 1992). Buna karsin 173-
estradiol gibi agonistler, ligand baglanma domende sekil degistirerek ko-aktivator
baglanmasini hizlandirlar. Buna karsin SERMS’lerin buyuk yan zincirleri agonistlerle
baglanmayi engeller. Bu yizden SERMS’lerin antagonist olarak etki etmesi AF2’nin
bloke edilmesine baglidir. Bazi dokularda AF1 aktif hale gelerek SERMS’ler agonist
olarak etki ederler. Bunlara ek olarak, dstrojen reseptor ligandlarin dokudan dokuya
farkh etki goéstermesinde ko-aktivatdér olarak adlandirilan, ER’lerle etkilesen

proteinlerin de roli vardir (Hall ve Mcdonnel, 2005).
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OH

Adi: PPT , ERa agonisti
Kimyasal adi: 4,4',4"-(4-Propyl-[1H]-pyrazole-1,3,5-triyl)trisphenol

oH
‘ CM
HO

Adi: Diarylpropionitrile . DPN, ERB agonisti
Kimyasal adi: 2,3-bis(4-Hydroxyphenyl)-propionitrile

CF3

HO

Adi: ICI182780 ER antagonisti
Kimyasal adi: 7a,17b-[9-[(4,4,5,5,5-Pentafluoropentyl)sulfinyllnonyl] estra-
1,3,5(10)-triene-3,17-diol

Sekil 1.5. Ostrojen reseptér agonistleri ve antagonisti

Non-selektif ER agonist 17(-estradiollin yani sira sentetik agonistler, 4,4',4"-
(4-Propyl-[1H]-pyrazole-1,3,5-triyl)trisphenol (PPT) ve 2,3-bis(4-Hydroxyphenyl)-
propionitrile (DPN) gelistiriimistir. Bu bilesikler ERa ve ERB’nin fonksiyonlarinin ve
dagihmlarinin  incelenmesinde o6nem tasimaktadir. PPT maddesi ERad'ya
baglanmada 410 kat daha fazla selektivite gostermektedir (Stauffer ve ark., 2000).
DPN ise ERB’ye daha fazla selektivite gosterir. Ancak bu selektivite, PPT kadar
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yuksek degildir (Meyers ve ark., 2001). Bu selektif agonistleri kullanarak dstrojen
reseptorlerinin vaskiler etkilerini arastiran arastirmalar ¢ok az sayidadir (Bolego ve
ark., 2006). Yapilan calismalarda bu agonistlerin nanomolar konsantrasyonda
kullaniimasi gercekten selektif olduklarini gostermektedir (Harrington ve ark., 2003).
Sadece selektif ERa agonist PPT, akut NO bagimh vazodilatasyon meydana
getirmistir. Benzer olarak disi fare mezenterik arterlerinde PPT gevsemeyi
arttirmasina karsin, erkek mezenter arterlerde bir etki gorilmemistir (Douglas ve
ark., 2008). Bu calismalar vaskuler fonksiyonda 6strojenin etkilerinde esas etkinin
ERa aracihdr oldugunu goéstermektedir. Ancak 06strojenin vaskiler etkilerinin
detaylica incelenmesi icin ER alt tipleri ile ilgili daha fazla sayida arastirma

yapilmasi gerekmektedir.

Ovariektomili rodentlerde, koroner ve serebral damar yataklarinda, aortada
kronik dstrojenin varliginda, endojen ya da 0Ostrojen yerine koyma tedavisi, endotel
badimli olarak vaskiler tonusta azalmaya neden olmustur. Bu azalmanin dstrojenin
endotel NO sentaz diizeylerini genomik olarak arttirmasi ve bunun sonucunda NO
Uretiminin artmasindan kaynaklandigi gosterilmistir. Ayni zamanda NO yapiminin
artisina bagh olarak dstrojenin akut etkilerinin dnemli bir roli oldugu bildirilmistir
(Stirone ve ark., 2005; McNeill ve ark.,1999). Ostrojenin vaskiiler reaktivite ve eNOS
dizeylerini arttirici etkisi, ERa c¢ikarilmis farelerde olmamasi dstrojenin bu etkilerine
blylk 6lciide ERa’'nin aracilik ettigini gostermektedir (Witter ve ark., 2003). Benzer
bulgular gizgili kas arteriollerinde de gosterilmistir. Akimla indiklenen vazodilatasyon
disi ratlarda erkek ratlara oranla daha fazla olusmus ve ovariektomili siganlarda
dstrojen tedavisi ile artmistir. Ostrojenin bu etkisinin, endotel NO saliminini

artmasina bagl oldugu deneysel olarak gosterilmistir.

Ostrojenin vaskiiler reaktivite Gzerindeki en énemli etkisi endotel fonksiyona
direkt olarak aracillk etmesidir. Ancak vyapilan c¢alismalarin ¢odu ylksek
konsantrasyonlardaki Ostrojenlerle yapildigr igin fizyolojik olmayan etkilerini
géstermektedir. insanlarda yapilan galismalar, endotel nitrik oksik sentaz bagimli
mekanizma ile vazodilatasyonu arttirdi§ini agikga géstermistir. Ostrojenin plazma
NO konsantrasyonlarinda artisa neden oldugu, dstrojen tedavisinden sonra reaktif

pipereminin artmasi ve benzer etkilerin menstrual siklus sirasinda goérilmesi bu
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etkilerin Ostrojenik etki oldugunu dogrulamaktadir. Postmenopozoal kadinlara
uygulanan akut dstrojen ve kronik dstrojen tedavilerinin akis aracili vazodilatasyonu
arttirdigi, fakat bu artisin  postmenopozoal dénemin ilk bes yilindaki kadinlarda
daha fazla oldugu gosterilmistir (Vitale ve ark., 2008; Sherwood ve ark., 2007). Buna
ek olarak 6nceden 6strojen tedavisi alan ve postmenopozoal dénemi 5 yildan fazla
olan kadinlarda &strojen tedavisinin, vazodilatasyonu, 6strojen tedavisi almayan
kadinlara oranla daha fazla arttirdigi saptanmistir. Bu bulgular endotel bagimli NO

saliniminda 8strojene gereksinim oldugunu goéstermektedir (Vitale ve ark., 2008).

Sinyal yolaklar Uzerindeki etkilere, steroid reseptorlerin veya bagka membran
reseptorlerinden hangilerinin aracilik ettigini agiga cikarmak icin ER genleri
cikarilmig fareler kullaniimaktadir. ERa ve ERP’leri gikariimis fareler, &strojenin
damar dokusundaki akut koruyucu etkilerini arastirmak icin kullaniimaktadir. Ne var
ki, bu farelerden alinan sonuglarin, farkli bir model olan ERKOcy Chapel Hill
farelerden (ERa’lari ¢ikariimig) elde edilen sonuclarla paralel olmamasi bu farelerde
tam ERdlarin  ¢ikarilamamasindan  kaynaklanabilecegini  digundurmusgtar.
ERKOcy'ler N-ucundaki AF-1 bdlgesi olmayan ancak DBD ve LBD (Sekil 1.3)
bolgelerine sahip ERa tasiyan 6zel farelerdir. Transfeksiyon deneylerinde 6strojen
aracili kan damarlarinda NO olusumuna ERa’nin bu 6zel formunun aracilik ettigi
gOsterilmistir (Pendaries, ve ark., 2002). ERKOcy farelerde 0Ostrojenin reme ve
uterus Uzerindeki etkilerinin  bUydk boélimi ortadan kaybolurken damar
hasarlanmalari Gzerindeki etkileri ise kismen korunmustur. Karotit arter hasari
olusturulmus farelerde 6strojenin damar diz kas hicrelerinin kalinlasmasini ve
¢ogalmasini inhibe ettigi ve endotelin yeniden olusumunu uyardi§i gosterilmistir.
ERKOcy farelerde 6strojenin damarin yeniden yapilanmasi Gizerindeki inhibitor etkisi
ortadan kaybolurken damar diz kas hucrelerinin proliferasyonu tzerindeki etkileri
ise korunmaktadir (Pendaries ve ark., 2002). Bu sonuglar ERp’lerin &strojenin
damar hasarlanmasi Uzerindeki koruyucu etkilerine aracilik ettigini gostermektedir.
Ostrojenin, ERB’lari tamamen c¢ikarilmis farelerde ve kontrol farelerde karotit
hasarlanmasi Uzerinde benzer etkiler olusturmasina karsin, ERKOcy ve ERPB’lari
birlikte cikariimis farelerin, ERKO¢y farelerdekine benzer fenotipte olmalari bu
sonugclarla ¢eliskilidir. ERad’lari tamamen g¢ikariimis ERKOsr farelerde olusturulan

karotit hasarlanmasinda Ostrojenin hem damar yapilanmasi Uzerindeki hem de
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damar diz kas hucrelerinin proliferasyonu Uzerindeki inhibitér etkileri tamamen
ortadan kaybolmustur (Pare ve ark., 2002). Sonu¢ olarak Ostrojenin damar
hasarlanmasindaki koruyucu etkisine ERd’larin tek baslarina aracilik ettigi
gosterilmektedir. Ancak ostrojen ERpB’leri ¢gikarilmig fareler, vaskiler damar diiz kas
hicrelerinin vazokonstriksiyonunu azaltici bir fenotip olusturur (Zhu ve ark., 2002b;
Abraham ve ark., 2003). Ostrojenin ERP’ler aracili olarak olusan hizl etkisine sinyal
yolaklardaki degigikliklerden veya genomik etkilerden hangilerinin aracilik ettigi
bilinmemektedir. Endotel hicre kiltlrlerindeki ERP’larin, dstrojenin eNOS
aktivasyonu aracili gergeklegsen genomik olmayan hizli etkilerine aracilik edebildigi
ve ERdlar gibi ERP’larin da plazma membranindan izole edilen kaveolada
bulundugu ve 6&strojenin eNOS'u aktive etmesine destek oldugu gosterilmistir
(Chambliss ve ark., 2002). ERp’larin eNOS aktivasyonuna aracilik eden destek
mekanizmas! henuz karakterize edilmemigtir. ERB’nin, PI3K/Akt sinyal yolagini
aktive eden PI3K'In alt Unitesi p85 da’ya baglanamamasi 6&strojenin  eNOS
aktivasyonuna ikinci bir yol olan MAP kinaz sinyal yolaginin aracilik ettigini
gOstermektedir. ER alt tiplerinin ve 6strojenin vaskuler dokudaki koruyucu etkisinin
tam olarak belirlenebilmesi icin daha fazla g¢alisma gerekmektedir (Park ve ark
2010).

Ostrojenin membrandaki ERa araciligiyla endotel hiicre fonksiyonlarina MAP
kinaz yolaklarinin aracilik ettigi anlasiimistir. Endotel hlcre kultlrlerinde &strojenin
MAP kinaz ailesinin antiapoptotik bir Gyesi olan p38f'i hizl bir sekilde aktive ettigi
g6sterilmistir. Ostrojenin p38B MAP kinazi aktive etmesi ile, MAPKAP-2 kinaz ve
hsp27’yi uyararak hucreleri, hipoksinin neden oldugu apopitozise karsi korumus
olur ve metabolik stresle uyarilan aktin iskelet aginin butanligind devam ettirir
(Razandi ve ark., 2000).

1.2.6. Ostrojenin vaskiiler etkileri

HYT, vaskiler ER’lerin baglanma 6zellikleri ve sayisini etkiledigi gibi, ER’lerin post-
reseptdr sinyal mekanizmalarini da degistirmektedir. Menopozda, ER’lerin sinyal

mekanizmasinda degisiklikler meydana gelmekte ve bu dedgigiklikler strojen ER
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etkilesimini etkileyerek 0Ostrojenin vaskuler etkilerini dnlemektedir. Deneysel
calismalar Ostrojenin vaskiler fonksiyonunda cinseyete bagl farkliliklarin oldugunu
gostermektedir. Erkek sicanlarda, disi sicanlara gore daha fazla vazokonstriksyon
gorulmesi bu goérusu desteklemektedir. Vazokonstriksiyon, ovariektomize siganlarda
disi sicanlara oranla daha yUksektir, ovariektomize siganlara dstrojen yerine koyma
tedavisi ise vaskuller kontraksiyon dizeylerini, disi sicanlar dizeyine duslrmesi
nedeniyle vaskiler fonksiyonda &strojenin direkt etkisi olabilecedi disindirmektedir
(Orshal ve Khalil, 2004).

Ostrojen vaskiiler etkilerini genomik ve non-genomik olarak olusturmaktadir
17B-estradiol (E2) endotel hucrelerdeki sitozolik-nikleer ER’leri aktive ederek
MAPK’nin fosforilasyonuna ve aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu aktivasyon
genomik etkileri baglatarak endotel hicrelerde blylime ve proliferasyonu stimile
etmektedir. Buna karsin E2 vaskiler diiz kas hicrelerinde MAPK aktivitesini inhibe
etmekte ve bu hicrelerin bliylimesini ve proliferasyonu azaltmaktadir ( Barchiesi F
ve ark., 2002) (Sekil 1.4). E2 ayni zamanda endotel ve vaskuler diz kas hucre
membranindaki ER’leri aktive ederek non-genomik etkilerin baslamasina neden

olmakta ve vazodilatasyon meydana gelmektedir (Crews ve Khalil, 1999).

1.2.6.1. Ostrojenin endotel iizerindeki etkileri

E2 badimli vazodilatasyonun buylk bir kismina endotel aracilik etmektedir. E2
postmenopozoal kadinlarin brakial arterlerinde akim araciigi vazodilatasyonu
stimule etmektedir (Bolego ve ark 2005). Spontan hipertansif disi sicanlarda (SHR)
endotel bagiml vaskiler gevsemeler, erkek siganlara oranla daha yuksektir (Santos
ve ark., 2010). Non-genomik vazodilatasyon olmak Uzere Ostrojenin vaskuler
koruyucu etkileri, ERa araciligiyla meydana gelmektedir (Luksha ve ark., 2005).
Ostrojen tedavisi aortadaki bazal nitrik oksit Gretiminin artigina neden olmakta ve
sadece fonksiyonel ERcd’larin ekspresyonununda artisa neden olmaktadir (Darblade
ve ark., 2002). ERP’larin ¢ikarildigi farelerde E2 bagimh vaskiler gevseme daha
fazladir. Buna ek olarak selektif ERa agonistleri, SHR ovariektomili siganlarda

endotel disfonksiyonunu dizeltmektedir (Widder ve ark., 2003, Pelzer ve ark.,
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2005.). ERpP’larin endotel hicre kaveolalarinda non-genomik etkilere aracilik ettigi
gésterilmistir (Chambliss ve ark., 2002). Ostrojenin neden oldugu endotel bagimli
vaskuler etkiler NO, prostasiklin, hiperpolarize edici faktorler gibi gevsetici
faktorlerde, bununla beraber endotelin gibi konstriktér faktorlerin sentezi/

salgilanmasi/ biyoaktivitesinde degisikliklere neden olur.

Premenopozoal kadinlarda erkeklere oranla toplam NO Uretiminin daha fazla
oldugu gérilmustir. Benzer gsekildeki sonuglar, deneysel hayvanlarda da
gosterilmistir. Ostrojenin neden oldugu NO uretimi, kismen ER aracili genomik
yolagin aktivasyonunda endotel nitrik oksit sentazin (eNOS) up-regllasyonundan
kaynaklanmaktadir(Duckles ve Miller 2010). ERa geni endotel hicrelerine transfer
edildiginde eNOS gen ekspresyonun arttigi gozlenmistir (Tan ve ark., 1999).
Endotel hiicrelerinde E2, ER’lerine baglanmasi hiicre ici [Ca®Tnun, eNOS
aktivitesine, NO salgilanmasinin artisina neden olmaktadir. E2’nin neden oldugu
[Ca®'Tnin artisi eNOS’un plazma membraninda niikleusun yakinlarindaki hiicre ici
bdlgelerinde gecici translokasyonuna neden olmaktadir. Uzun sureli E2 tedavisi ise
eNOS’un plazma membranina geri donmesini saglamaktadir. E2 ayni zamanda
MAPK (ERK/2) ve Pls-kinaz-Akt yolaginin (Sekil 1.6) aktivasyonuna yol agar, bu ise

eNOS'’un fosforilasyonunu ve aktivasyonunu tetiklemektedir (Haynes ve ark., 2000).

Ostrojen antioksidant 6zellik tasir, bu &ézellik NO biyoyararlaniminin artmasina
neden olmaktadir. E2’nin antioksidant etkisi NADPH oksidaz enziminin
ekspresyonunun inhibe edilmesine, superoksit, peroksinitrit ve peroksit gibi serbest
radikallerin olusumunun azalmasina neden olmaktadir. Bu ylzden &strojen eksikligi
NO biyoyararlanimini azaltmakta ve kan basincindaki artisa yol agmaktadir.
Ovariektomili sicanlarla yapilan calismalarda, kan basincindaki artisa, plazma
antioksidant dizeylerindeki azalma ve plazma lipoperoksitler ve vaskuler serbest
radikallerin artiginin eglik ettigi géralmustar. Bu etkiler E2 yerine koyma tedavisi ile
onlenmigtir.  Erkek  siganlardaki  suUperoksit dizeylerinin  disi  sigcanlarla
kargilastirildiginda daha ylksek oldugunun saptanmasi &strojenin antioksidant
etkilerinin bagka bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Soylemez ve ark, 2008).
Prostoglandin (PGl,) endotelden salinan bir vazodilatator maddedir ve arasidonik

asidin siklooksijenazlar (COX) tarafindan yikilmasiyla meydana gelmektedir.
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indometazin glglii bir COX inhibitéridiir, endotel badimli vazodilatasyonun
azalmasina neden olmaktadir. indometazin duyarl vaskiiler gevseme vyanitlari
cinsiyete bagli olarak farkhlik gostermektedir ve bu farkliigin  degisik COX
Urinlerinden kaynaklandigi bildiriimektedir. Endotel hicrelerinde &strojen COX;
ekspresyonunun up-regllasyonuna neden olmakta ve prostasiklin sentezinin
artisina neden olmaktadir (Egan ve ark., 2004). Ostrojen ayni zamanda sadece
ERpB’lar c¢ikariimis farelerde COX, kaynakli prostasiklin metabolitlerinin idrarla
atilimini  arttirmigtir.  E2 aracili  vazodilatasyon, endotel hiperpolarize faktor
salgilanmasiyla da olusabilmektedir. Mezenterik arterde, K* kanal blokerleri ile
ortadan kalkan etkili hiperpolarizasyon ve gevseme, disi sicanlarda daha fazla elde
edilmektedir. Bunun 6tesinde ACh ile olusan hiperpolarizyon yaniti, ovariektomize
hayvanlarda E2 yerine koyma tedavisi ile geri donmektedir. Bu da E2 azalmasi,
hiperpolarize faktériinun, vaskuler gevseme etkisinin E2 yetmezligi ile zayifladigini
gOstermektedir. Buna ek olarak E2, insanlarda endotel hlicredeki ekspresyonunu
degistirmekte ve endotel hicreler tarafindan TNF—a, TGF-B1, anjiotensin Il etkisi
sonucu endotelin1 (ET-1) sentezini inhibe etmektedir. SHR disi sicanlarda erkeklere
oranla endotel hiicrelerinde daha az miktarda ET1 salgilanmaktadir. ET-1 endotel
ET1 reseptorlerini aktive ederek gevsetici faktoérlerin salinimini stimule ederek
vazodilatasyona neden olmaktadir(Liu ve ark 2002). ET-1 vaskiler diz kas
hucrelerindeki ET, ve ET, reseptorlerini stimule ederek vazokonstruksyon
olusturmaktadir. Deoksikortikosteroit asetat (DOCA) tuzu, hipertansif sicanlarda ET-
1 mesenterik arterlerde erkek siganlarda disilere oranla daha fazla
vazokonstriksyona neden olmaktadir. Ovariektomili disi siganlarin mezenterik
arterlerinde ET-1 ve ET,, reseptorlerin mRNA ekspresyonunda artis saptanmistir. Ve
E2 tedavisi ile bu etki geri cevrilmistir. Buna ek olarak ET, agonisti IRL-1620,
ovariektomili sicanlarda, intakt ve Ostrojen tedavisi yapilmis ovariektomili sicanlara
oranla mezenterik arterlerde daha fazla vazokonstriksyona neden olmugtur. DOCA
tuzunun, hipertansif sicanlarda Ostrojenin ET-1 ve ET, ekspresyonuna ve bu
reseptdrlerin olusturdugu vaskiler yanitlarin azalmasina neden gésterilmistir (David
ve ark., 2001; Dubei ve ark., 2001). Bu etkinin bir bdlim L-tipi kalsiyum kanallarinin
ve hucre igindeki serbest kalsiyumun dizenlenmesine baghdir (Barbagallo ve ark.,
2001Minshall ve ark., 2002; Townsend ve ark., 2010).
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Sekil 1.6. Ostrojenin vaskiiler non-genomik etkileri (Qiao ve ark., 2008).Yetigkin
disilerde, 6str%jen endotel hilcrelerdeki Ostrojen reseptér (ER’ler) membran ylzeyine
baglanarak Ca®”umun endoplazmatik retikulumdan salinimini, mitojen aktive edici protein
kinaz (MAPK)/Akt yolagini, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivitesini ve nitrik oksit
(NO) Uretimini stimule etmektedir. NO guanilat siklazi (GC) aktive eder ve siklik guanozin
monofosfati arttirir (¢cGMP) bu da Ca®’umun inhibisyonu ile Ca®”umun ekstruzisyonunun
artmasina, vaskiler diz kasin (VDK) gevsemesine neden olmaktadir. Nikotinamid
dinukleotid adenin fosfat (NADPH), super oksit (Oy)lerin Uretiminin azalmasi ve NO
biyoyaktivitesinin artmasi Ostrojenin antioksidant etkisi sonucudur. Buna ek olarak &strojen
siklooksijenazlari aktive eder (COX; ) ve prostasiklin (PGI,) Uretimini arttirir ve sirasi ile
adenil siklaz aktive olur (AC) ve siklik adenozin monofosfat artar (. AMP) ve . GMP’e
benzeyen mekanizma aracihidi ile VDK relaksasyonu gerceklesir. ER’ler endotel aracili
hiperpolarize edici faktér (EDHF) salinimini arttirirlar, K™ kanallarini aktive eder ve ca*
kanallari aracihgi ile Ca® ‘umun girisini inhibe eder. Ostrojen VDK'daki ER’lere baglanarak
hiicre igi serbest Ca®'[ Ca®"], azaltir, Ca®* bagimli miyozin hafif zincir fosforilasyonunu ve
VDK kontraksiyonunu inhibe eder. Buna ek olarak 6strojen MAPK, protein kinaz C (PKC), a-
kinazi (y-K) inhibe eder, bunun sonucu, ca” miyofilament duyarli gictininin azalmasidir.
Yaslanmis disilerde plazma 6strojeninin azalmasi, endotel ve VDK ER’lerinin afinitesinin
azalmasi vaskuler relaksasiyonun azalmasina ve konstriksiyonu tetiklemesine, sonug¢ olarak
da kardiyovaskuler hastalik riskinin artmasina neden olur. Kesikli oklar inhibisyonu
isaretlemektedir.  L-arg=L-arjinin; L-Citr=L-Citrulin; AA=arasidonik asit; A=agonist;
R=resepttr, PLC=fosfolipaz C; PIP,=fosfotidilinositol 4,5 bifosfat; IP;=inositol 1,4,5-trifosfat;
DAG-diasilgliserol; MEK=MAPKkinaz;, SR=sarkoplazmik retikulum; CAM=kalmodulin;
MLCK=MLCkinaz; CaP=kalponin; MLC-P= fosforilenmis MLC; CaD=kaldesmon;
MLCP=MLC fosfataz
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1.2.7. Ostrojenin vaskiiler diiz kas iizerindeki etkileri

Kadinlarda vazokonstriksiyonun erkeklere goére daha disik olmasinin nedeni,
kismen plazma &strojen dlzeylerinin daha ylksek olmasiyla iligkilidir. Ayrica ER
miktarlarinin kadin arterlerinde daha fazla, vaskdler anjiotensin 1 reseptér mRNA
proteinlerinin daha az sayida olmasindan ve reseptdr aktivasyonundan sonrasindaki
kontraksiyon sinyal yolaginda farkli olmasindan kaynaklanabilmektedir (Brosnihan
ve ark., 2008). Vaskiiler diiz kas kasilmasinda [Ca®'I'nda artis, kalsiyum bagimli
miyozin hafif zincir fosforilasyonu ile tetiklenir ve Rho-kinaz, MAPK, protein kinaz C
aktivasyonu ile artmaktadir. Diiz kas hiicrelerinde, fenilefrin (Phe), [Ca*Tun
baslangicta intraselliiller depolardan gikmasini ve ekstraseliiler ortamdan [Ca®Tun
hicre icine girmesine neden olmaktadir. Fenilefrinin sebep oldugu diz kas
kontraksiyonunda gonadoektomize erkek siganlar ile disi siganlar arasinda fark
olmamasi, buna bagli olarak diiz kas kontraksiyonunda [Ca?'] salgilanma
mekanizmasi arasinda cinsiyet farki olmadigini gostermektedir (Crews ve Khalil,
1999). Buna ek olarak bazal fenilefrin araciigiyla saglanan [Ca?‘], ovariektomili
sicanlara oranla intakt disi sicanlarda daha fazladir ve bu fark &strojen tedavisi
gormus ovariektomili sicanlarda ortadan kalkmaktadir (Simonicini ve ark., 2002). Bu
da, biyik olasilikla &strojenin diiz kas Ca?* kanallarinin plazma membraninin
yogunluguna/ gegirgenligine etki etmesine baghdir. E2, K' kanallarinin
aktivasyonunu ve hiperpolarizasyonunu etkileyen Ca®"un, voltaj bagimli kanallardan
girmesini azaltmakta ya da direkt olarak Ca®* kanallari {izerinde etki etmektedir (Ma
ve ark., 2010). Buna ek olarak strojen, [Ca®] seviyesini Ca?* un plazmalemmal

Ca? pompaslyla disarlya pompalanmasini azaltabilir (Okabe ve ark., 1999).

RhoA ve onlarin downstream efektérii Rho-kinaz, diz kas kontraksiyonunu
artirabilmektedir. Buna ek olarak Rho-kinaz, diz kas hicrelerinin migrasyonunu ve
proliferasyonunu stimile edebilmektedir (Nuno ve ark., 2007). Bazi deneylerde,
Rho-kinaz inhibitéri Y27632’nin, erkek siganlarda digilere goére, ayni sekilde
ovariektomili siganlarda, intakt disi sicanlara gore ve ovariektomili sigcanlarda, HYT
alan siganlara goére daha fazla gevsettigini gostermiglerdir. Bu da, dstrojenin Rho-
kinazlarin vaskuiler fonksiyonu Uzerinde kadinlarda baskilayici bir roli oldugunu

gOstermektedir. PKC’nin diz kas damarlarda ekspresyonu/aktivitesi Uzerindeki
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vaskuler kontraksiyon degisikliklerinde, cinsiyetin katkisi olabilecegi
gosterilmektedir. Forbol esterleri erkek si¢canlarda disilere oranla daha fazla kasiima
olusturmaktadir. Buna ek olarak a ve y-PKC lerin erkek diz kas damarlarinda
disilere gére daha fazla bulundugu ve daha fazla vaskuler kontraksiyona neden

oldugu saptanmistir (Sovershayev ve ark., 2006).

1.2.8. Ostrojenin vaskiiler inflamasyon iizerindeki etkisi

Ostrojen, vaskiiler inflamasyonu kontrol ederek vaskiiler hastaliklarin prognozunu
degistirebilmektedir. Ostrojen, ovariektomili siganlarda inflamasyonla iligkili genin
vaskuler ekspresyonunu, aorta segmentinde endotelde monosit adezyonunu
azaltmaktadir (Gao H ve ark., 2006). Buna ek olarak E2, ERa araciligiyla interferon-
Y1 (IFN-y) bloke ederek CD40 ve CDA40L proteinlerinin eksprese edilmesini ve
domuz aort endotel hicrelerinde adezyonu dnlemektedir (Geraldes P ve ark., 2006).
Bazi calismalarda ovariektomili yash disi sicanlarda dstrojen ile tedavi edilmis
sicanlara gore TNFa’nin dlzeyinin ve fenilefrinle olusan mezenterik arterin
duyarlihginin arttigr gézlenmistir. Buna ek olarak TNF-a antagonisti etanersept ya
da E2 uygulandiginda anjiotensin-ll, anjiotensin donudstlrici enzim ve AT1
reseptorlerinin vaskller ekspresyonu azalmaktadir. Bu da, TNF-a’nin &strojen
eksikliginde up-reglle oldugunu ve vaskuler anjiotensin-Il sistemini etkileyerek
vazokonstriksiyonu artirdigini  géstermektedir (Arenas ve ark., 2006). Ancak
ostrojenin farkh tlrevleri inflamatuvar prosese farkli sekilde etki etmektedir. Baska
bir calisma da E2nin inflamatuvar bagisiklik yonindeki yanitini Th1i ve
beraberindeki IFN-y Gretimini artirarak tetikleyebilecegi, bunun da aterom plaklarinin
stabilitesini bozabilecegdi ve HYT ile kardiyovaskuler hasarlarin artmasinda onemli

bir rolU olabilecedi ileri surtiimugtir (Simonicini ve ark.,2003).

1.3. Menopoz

Menopoz, kadinlarda Ureme sisteminde yaslanma ile mensturasyonun artik
gOrilmedigi, geri dénusimsuz fizyolojik bir slregtir. Klimakterik ise menopozun

baslangicindan, menopoz olustuktan sonraki 1 seneyi de kapsayan dénemdir. Bu
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dénem premenopozoal, menopozoal, postmenopozoal dénem olmak Uzere Ug ayri
déneme ayrilabilmektedir. Premenopozoal dénem, menopozdan 5-10 yil énce
vazomotor semptomlar ve dlzensiz menstruasyonla kendini gdstermektedir.
Menopoz, son mensturasyondan sonraki 12 ayir kapsamaktadir ve vazomotor
semptomlar devam etmektedir, vajinal kuruluk ve dispronia gibi Urogenital
semptomlar meydana gelmektedir (Indhavivadhana ve ark., 2010). Gunimizde
yasam suresinin uzamasina bagli olarak kadinlar hayatlarinin bayik bir kismini
(yaklasik 1/3) menopozoal donemde yani hipodstrojenik olarak surdurmektedirler.
Menopoza girme yas! ortalama olarak 50-51 yaslaridir. Menopoza giris belirtileri ise
45 ve 47 vyaslar arasinda goriulmektedir. Menopoza giris yasi sigara i¢cme,
histerektomi, otoimmin hastaliklar, ylksek yerlerde yasama, kemoterapi ve
radyasyon tedavisi gibi gesitli faktorlere bagl olarak dismektedir (Sowers ve ark.,
2010) .

1.31. Menopozun klinik etkileri

Menopoz overlerin gonadotropin stimulasyonuna duyarliiginin kaybolmasinin
ardindan folikller fonksiyonun bozulmasi ve azalmasiyla iligkili bir sonugtur.
Overdeki oositler kadinlarin yasami boyunca atreziye ugramaktadir. Folikuller hem
yapisal hem de sayisal olarak menastan 20-25 yil sonra énemli bir azalmaya
ugramaktadirlar. Bu olay premenopoz déneminde menstrual siklus uzunlugunun
anovulasyon, folikillerin diizensiz olgunlagsmasina bagl olarak degismesine neden
olmaktadir. Bu surede, hormonal degisiklik blatin dizensiz kanamalarin sebebi
degildir. Pelvik patolojileri (uterus polibi, fibroidi, endometriyal hiperplazi,
endometriyal kanser) bu donemde baskin olarak goérilen olaylardir, bu ytzden
endometriyal ornekler alinarak bu olasiliklarin olup olmadigi arastirmalidir(Mossa ve
ark., 2010).

50 yas kadinlar menopoz dénemine yakin olduklari icin, hamilelik olasihigini
gozardi etmektedirler. Ancak fertilite azalmasina karsin gebelik hala gorulebilmekte
ve 40-44 yaslarindaki kadinlarda istenmeyen gebelik oraninin oldukga yuksek
oldugu gosterilmektedir. Bu ytzden bu yas grubu kadinlarin kontraseptif yontemleri

kullanmaya devam etmesi gerekmektedir (Orshal ve Khalil, 2004).
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Pelvik patolojisi olmayan ve ovulasyonu devam eden premenopozoal
surecteki kadinlarda menstrual siklus sdresinin  kisalmasi en sik rastlanan
degisikliktir. Menstrual siklustin folikiiler fazi fonksiyonel folikillerinin sayisinin
azalmasina bagli olarak kisalmaktadir. Menstrual siklusiin FSH'un stimile ettigi,
siklusun ilk déneminde folikll sayisi azaldidi icin bu slre kisalmakta, buna karsin
ovulasyon meydana geldikten sonra luteal faz 14 gln olarak sabit kalmaktadir (Kaas
ve ark., 2010).

Daha sonra folikiller gonadotropin stimulasyonuna daha direngli hale
geldiklerinde FSH ve LH duzeyleri ylkselmektedir. Sonrasinda overlerde stromal
stimulasyon olusmakta, estron dizeylerinde artig, estradiol dizeylerinde azalma
meydana gelmektedir. inhibin diizeyleri de yiikselen FSH diizeylerine bagh olarak
negatif geri bildiim mekanismasi ile azalmaktadir, bunun sonucunda menopoz
doéneminde foliklllerin fonksiyonel kaybi ve plazma 6strojen dizeylerinde dramatik
azalma goérulmektedir. Postmenopozoal donemde plazma 6strojenin kaynagi over
stromasi ve androstenodenionun adrenal bezlerden sekresyonudur ve bu periferik
dolasimda estrona donuUstirilmektedir. Menopozda testesteron dizeylerinde de
azalma gorulmektedir ancak bu azalma 17f-estradiolde goériilen azalma gibi degildir.
Premenopozoal ve menopozoal kadinlarda uzun sureli Ostrojen salgilanmasi
endometriyal kanserin bir 6ncisl olan endometriyal hiperplaziye neden olmaktadir
(Kayaalp 2009).

Androjenlerden 06strojenlerin  sentezlenmesi, yag dokusu, kas, karaciger,
kemik, kemik iligi, fibroblast, kil koki gibi cesitli dokularda meydana gelmektedir.
Andojenlerden Ostrojenlerin donisimu adipoz dokuda meydana gelmektedir. Bu
olay, 6zellikle plazma 06strojen dizeyleri yiiksek olan obez kadinlarda daha fazladir
ve bu kadinlarda vazomotor semptom gikayetleri zayif kadinlara oranla daha az

meydana gelmektedir (Monninkhof ve ark., 2009).

Menopozda en fazla gérinen semptom sicak basmasidir. Sicak basmalari
premenopozoal ve postmenopozoal kadinlarin yaklasik %75inde meydana
gelmektedir. Bazi durumlarda bir kag¢ yildan fazla strebilmektedir. Genellikle bir kag

dakika icerisinde sona ermekte, frekansi ise saatte birden, bir ka¢ gline kadar
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degisiklik gdstermektedir Menopoz, uyku bozukluklari, duygusal degisiklikler, hafiza
boslukluklari gibi hayat kalitesini etkileyen bozukluklara da neden olmaktadir. Sicak
basmasi umbilikal alanda baslayip basa dogru hareket eden, sicaklik hissi, ve
sonrasinda vicudun ust kismi ve basta terlemenin meydana gelmesi olarak tarif
edilmektedir. Diger kardiyolojik veye norolojik semptomlar (palpitasyon, sersemilik,
vertigo) sicak basmasiyla birlikte olabilir, bu ylzden klimakterik semptomlari

siniflandirmak ¢ok zordur(Tuomikoski ve ark., 2010).

1.3.2. Osteoporoz ve menopoz

Menopozda kemik mineral dansitesi hizli bir sekilde, kemik rezorbsiyonunun
azalmasina badli olarak dismektedir. Bu dusus, trabekiler kemikte kortikal
kemiklere gore daha fazladir, 6zellikle vertebra koksial ve radial kisimlarda meydana
gelmektedir. Kemik kaybi menopoz olustuktan sonra bir ka¢ yil igerisinde, %20
oraninda yukselmektedir (Lyritis ve ark., 2010). Menopozda kemik gerginliginde
azalma meydana gelmekte, kirik riski artmaktadir. Menopoza girerken kemik kitlesi
distk olan kadinlarda meydana gelen osteoporoz daha siddetli olmaktadir.
Osteoporozun siddetini etkileyen faktérler arasinda koyu ten, sigara igme, hareketsiz
yasam sayilabilir. Osteoklastlar 6strojen reseptorleri igerdigi icin 6strojen tedavisinin
osteoporoza karsi koruyucu etkinligi oldugu ileri sirilmektedir. Kemik yogunluk
Olciml osteoporozun ¢ok kullanilan Klinik bir belirtecidir. Eger kemik yogunluk
Olcimu normal de@erlerden dusuk ise kirik riski artar. Kirik riskini dlisuk ostrojen
dizeyleri, disi cinsiyette diisik androjen dlzeyleri, sigara icme, fiziksel hareketsizlik,
dusik beden agirhgi, gines Isigina az maruz kalma arttirmaktadir. Batin
postmenopozoal kadinlarda kemik yogunluk olgcimianin belli araliklarla yapilmasi
gerekmektedir (Ahn ve ark., 2010).

1.3.3. Kardiyovaskuler hastaliklar ve menopoz

Menopoz doneminde ateroskleroz ve tromboza yol agan metabolik degigiklikler
meydana gelmektedir. Lipid ve lipoproteinlerin yapisinda menopozla birlikte
aterosklerotik yonde degisiklikler meydana gelmektedir (Godsland ve Stevenson,
1995). Dislk dansiteli lipoprotein  (DDL), total Kkolesterol, trigliserit

konsantrasyonlarinda artis olugsmaktadir. DDL kolestrol dizeylerinde ise belirgin bir
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azalma vardir. Ozellikle kardiyovaskiiler hastalik risk faktdrlerden biri olan YDL2

fraksiyonunda azalma ¢ok daha fazladir (Kayaalp, 2009).

Kardiyovaskiler hastaliklarin patojenezinde énemli bir risk faktoérl olan instlin
rezistansi, menopoz doéneminde over fonksiyonlarinin azalmasina bagh olarak
gorulmektedir (Walton ve ark., 1993). Menopozun erken déneminde plazma instilin
konsantrasyonu ve insulin duyarliginda hemen bir degisiklik gérinmemesine karsin,
insulin sekresyonu ve eliminasyonunda 6nemli degisiklikler meydana gelmektedir.
Pankreatik insilin salgilanmasinda bir azalma olusmasina karsin plazma yarilanma
omrunin artmasina bagh olarak insulin eliminasyonunda da azalma ile
dengelenmektedir. insulin duyarliiyinda zamana bagh olarak azalma meydana
gelmektedir (Proudler ve ark., 1992). Glukoz testlerinde insilin yanitlarinin artmasi
ile paraleldir. Kardiyovaskiler hastaliklarin diger énemli bir risk faktéri olan, santral
tipte obezite de menopozla birlikte siklikla gérilmektedir. Santral abdominal bdlgede
android yag depolanmasi genellikle yad glukoz insllin metabolizmasindaki
metabolik bozukluklara baglidir. Menopoz olustuktan yillar sonra insilin rezistansi
goreceli olarak artarak lipid ve lipoproteinlerde ek degisikliklere neden olmakta ve
aterosklerozun ilerlemesine yol agmaktadir. Kisaca menopoz kendi metabolik

sendromunun olusmasina neden olmaktadir (Spencer ve ark., 1997).

Serum fibrinojen, antitrombin ve plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1) gibi
koagulasyon faktorleri menopozdan sonra anlamh bir sekilde artmaktadir.
Postmenopozoal kadinlarda ayrica kardiyovaskuler riskin artmasina eslik eden
faktor VII aktivitesinde artis gézlenmektedir. Menopozu takiben fibrinolitik aktivitede
bir azalma go6zlenirken koagulan aktivitede, ¢ok az bir artis ya da hic¢ bir degisiklik
gb6zlenmemektedir. Bu ylzden postmenopozoal kadinlarda koagllasyon ve

fibrinolizis arasindaki denge koagulasyona dogru kayar (Winkler, 1992).

Vaskuler disfonksiyon aterosklerozun erken gostergelerinden biridir. Menopoz
sirasinda vaskiler endotel fonksiyonu bozuldudu bir ¢ok calisma ile gdsterilmigtir.
Premenopozoal donemde oOstrojen eNOS dizeylerini ve sonrasinda NO
salgilanmasini arttirarak damarlarda vazodilatasyona neden olur. NO ayni zamanda

Ostrojen vazokonstriktor etkili endotelin-1 salinimini azaltmakta ve kan basinci,
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platelet fonksiyonlarinin dizenlenmesinde, vaskiler diz kas proliferasyonu ve
adezyon molekullerinin ekspresyonunun inhibisyonunda rol almaktadir. Menopoz
doneminde ise dstrojen eksikligine bagh olarak bu etkiler azalmaktadir (Stevenson
ve ark., 2009).

1.3.4. Santral sinir sistemi ve menopoz

Ostrojen ile hafiza arasindaki iliski cok ilging bir konudur. Yaslanmaya bagli olarak
bazi hafiza yeteneklerinde azalma olusmaktadir ve &strojen eksikligi de bu olaya
katkida bulunmaktadir (Sherwin, 1997; Resnick ve ark., 1997). Bu vyuzden
postmenopozoal 6strojen tedavisinin hafiza yeteneklerini dnleyebilecedi ya da
yavaglatabilecegi gorusiu bazi arastirmacilarca savunulmaktadir (Rossouw ve ark.,
2002; Anderson ve ark., 2004). Ancak bu alandaki c¢alismalarda hafiza
yeteneklerinin test edilmesinde bazi zorluklarin olmasi &strojenin etkilerinin agik¢a
belirlenmesini zorlastirmaktadir (Andersen ve ark., 1999). Onceki yillarda hafiza
testlerindeki performanslarda Ostrojen tedavisinin daha dnceden &strojen tedavisi
almayan postmenopozoal kadinlara gére daha iyi oldugu gosterilmistir. ileri yaslarda
gorulme sikligi artan alzheimer hastaligi kadinlarda daha fazla goérilmektedir.
Onceki calismalarda 6strojen tedavisinin alzheimer hastaliginin gelisme riskini
azalttigi gosterilmistir. Ancak Ostrojen tedavisinin alzheimer hastaligi gelismis
hastalarda hafiza fonksiyonlarda herhangi bir iyilesme sagladigi gosterilememistir.
Premenopoz déneminde hormon dizeylerindeki direkt etkiler ve dstrojen iligkili uyku
bozukluklari vazomotor semptomlara bagl olarak sik sik depresif semptomlar
gorulmektedir. Ancak bu yas ddoneminde gdriulen major depresyonun sebebinin
menopozun etkilerinden meydana gelip gelmedidini objektif olarak saptamak

mumkin olmamaktadir (Tang ve ark., 1996; Kawas ve ark., 1997).

1.3.5. Menopoz ve kanser

Premenopozoal ve erken postmenopozoal kadinlarda endometriyal kanser gortilme
riski artmaktadir. Bunun nedeni polikistik over sendromu, kisirlik gibi endojen
Ostrojen duzeylerinin yliksek olmasi gibi durumlar ve buna bagli olarak gelisen

endometriyal hiperplazidir. Bir ¢ok olayda histerektomi sirasinda, histolojik derece
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disuk ve minimal miyometriyal invazyon goériimektedir. Endometriyal kanser 1000
postmenopozoal kadinin yaklasik olarak 6’sinda goérllmektedir. Postmenopozoal
kadinlarda endometriyal kansere gore daha sik gorilen kanser tipi, meme
kanseridir. Meme kanseri ile Ostrojen arasinda bir iliski oldugu dusunutlmektedir

(Simonicini ve ark., 2003).

Erken yastaki gebelik ve menstrual hormonal degisikliklerin durdurmasi ile
meme kanseri riskinin azaldigi gozlenmigtir (Diana, 2009). Bati yasam tarzi
surduren toplumlarda, kolon kanseri erkek ve kadinlarda kanserin yol actigi
olimlerin 1/3’'0n0 olusturmaktadir. Kolon kanser riski hareketsiz yasam tarzi,
doymus yag asit agirlikh beslenme, alkol tuketimi, sigara icme gibi faktorlerle
artmaktadir.  Ostrojenin  kolon kanseri gelisiminde koruyucu roli oldugu
bildiriimektedir, ancak henlz bu goérlis kesinlik kazanmamistir. Bu gorusi
destekleyen bulgular, normal kolon kanserinde her iki cinsiyette ER baskin olmak
Uzere her iki ER’lerin saptanmasi ve kolon kanseri olan kadinlarda ERB duzeylerinin
azalmasi olarak gdsterilebilir. Ayrica klinik ¢alismalarla da bu géris desteklenmistir,
WHI klinik ¢galismasinda devamli HYT, kolon kanser riskini azaltmistir (Gambaciani
ve ark., 2003).

1.4. Hormon yerine koyma tedavisi (HYT)

HYT oral, transdermal, enjektabl ve vajinal olmak lzere farkli uygulama yollariyla
kullaniimaktadir. Transdermal uygulama yolu pet, jel, sprey, losyonlar, vajinal
urdnler ise ovul, krem ve halkalari igermektedir. Yiksek doz oral preparatlarin
potansiyel risklerinin daha fazla oldugu g6z 6nline alinarak dusik doz ve farkh
yollardan kullanilan preparatlar ginUmuzde daha yaygin olarak kullaniimaktadir.
Ornek olarak vajinal yoldan kullanilan estradiol asetat halkasi sistemik yoldan
kullanilan estradiol dozunu saglamaktadir. Oral yoldan kullaniimayan preparatlarda
Ostrojenler karacigerde ilk gegis etkisine ugramamaktadirlar. Bu ytzden lipid
pithtilasma faktérleri inflamasyon belirteglerinde degisiklik olusturmamaktadir. Bu
yuzden de bu tip kullanimda &strojen ile olusan olasi riskler ve yan etkiler daha az

meydana gelmektedir. Son bulgular transdermal preparatlarda oral 6strojen
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kullaniminda gériilen ven6z tromboembolizm risk artisinin olmadigini géstermistir
(Koledova ve Khalil, 2007).

HYT'nde surekli (glnlik olarak Ostrojen ve progesteron alinmasi) ya da ardisik
(gunlik olarak ostrojen ve belli bazi glinlerde progesteron alinmasi) olarak iki farkh

kullanim sekli bulunmaktadir (Simonicini ve ark., 2000).

Bu tedaviye baslamadan dnce her hastanin mamogram, kolonoskopi, smear, kemik
yogunlugu gibi tetkiklerinin yapilmasi gereklidir. HYT kullanimina baslamadan dnce
hastanin gegmisinde kardiyovaskuler hastalik (hipertansiyon, koroner arter hastaligi,
inme, tromboflebit, tromboembolizm) koagilasyon bozukluklari ve ailesinde ya da
kendisinde meme ve over kanseri olup olmadigr mutlaka arastirilmalidir (Koledova
ve Khalil, 2007).

1.4.1. HYT’nin tarihgesi

Ostrojen ve etkilerinin bulunmasi, menopoz ile ilgili semptom ve hastaliklarin

tedavisinde kullanmasinin tarihgesi asagidaki tabloda 6zetlenmistir.

Slrec Olay

1920-1939 Ostrojen etkilerinin bulunmasi (1928)
Estradioliin sentezlenmesi (1938)
1940-1949 Premarinin kegfi (1942)

Ostrojen ve osteoporoz arasindaki iliskinin saptanmasi

1950-1959 Menopozda gorilen sicak basmasi tedavisinde &strojen
kullaniimasi (yaygin degildi)

1960-1969 Wilsonlar HYT’nin ‘menopoz trajedisini’ 6nledigini one
surdu

Oral kontraseptiflerin menstruasyon diizenlenmesinde ve
gebelikten korunmada kullaniimasi

Ostrojenin  erkeklerdeki kardiyovaskller hastaliklarda
koruyucu etkisinin klinik olarak arastiriimaya baglanmasi
1970-1979 Erkekler  Gzerindeki denemelerin  pihtilasma ve
kardiyovaskiler hastaliklar nedeni ile durdurulmasi
HYT’nin, pithtilagsma, inme gibi yan etkilerinin saptanmasi
Ostrojenin  endometriyal kanser riskini arttirdiginin
saptanmasi




33

1980-1989 HYT'nin kardiyovaskuler hastaliklari 6nledigine yonelik
epidemiyolojik bir ¢cok ¢alismanin yapiimasi

1990-1994 Bir cok grup kalp hastaliklarinin énlemesi igin her kadina
HYT uygulanmasini tavsiye etti

FDA uzman danisma komitesi rakipsiz HYT'nin kalp
hastaliklarini  dnlemek icin  kullanmasini  oybirligiyle
onayladi (hi¢ harekete gegmedi)

PEPI HYT ve kalp hastaliklari riski calismalarini baslatti
Hulley HERS calismalar igin finansman elde etti (ilk
katilimcilar 1993)

WHI calismasina NIH sponsorluk etti

Premarin ABD’de en yaygin sekilde recete edilen ilag
oldu (1990-1995)

1995-1999 PromPro adli ilkk kombine HYT pilli tanitildi

PEPI sonuclari LDL ve YDL kolesterol gelisimlerini kabul
etti

HERS (1998) HYT'nin, erken dénemde kalp hastaliklarini
arttirdigini agikladi

2002-2003 WHI rakipsiz 6strojene ulasimin saglanmasini devam
etmekte

FDA her postmenopozoal 06strojen tlrlne, projestinle
kombine ya da projestinsiz siyah kutu etiketlendirmesini

emretti.
2004-2006 WHI rakipsiz 06strojene ulagsiminin saglanmasindan
vazgecti
Sekil 1.7. HYT’nin tarihgesi. Tablo Barrett connor 2003 tarafindan yapilmistir (Kanaya,

AM.,ve ark., 2003)Son yillarda &strojen eksikligine baglh olarak ortaya ¢ikan
postmenopozoal kadinlara, azalan hormon duzeylerini tamamlamak Uzere genellikle
Ostrojen  yerine koyma tedavisi ve hormon yerine koyma tedavisi
(Ostrojen+Projesteron) gibi tedaviler sik regete ediimekteydi. HYT, menopozla iligkili
olan semptomlari tedavi etme amaciyla 1940-1960 yillari arasinda ¢ok sik olarak
kullanilan bir tedavi yontemidir (Michalowski, Nelson, 2002; Beer, 2007; Stearns ve
ark., 2002 The Writing Group for the PEPI Trial. 1995). Onceleri HYT
postmenopozoal semptomlari kisa sureli tedavi etmek igin recetelendiriimeye
baslanmisti (Sekil 1.7), bununla birlikte bazi koruyucu yararlari oldugu goésterilmeye
baglandi (Stearns ve ark.,2002). Kadinlarda yikselen osteoporoz riskinin, kalp
hastaliklarinin ve yasa bagl baska rahatsizliklarin 6nlendigdi gorildi. HYT daha iyi
anlasilinca, menopoza girmemis kadiinlarda da kullanilmaya baslandi. Bu yaygin
kullanilma sebebi ile National Institutes of Health (NIH) 1993'te Women’s Health
Initiative (WHI) arastirmalarini baslatti. Kurul, 2002’de HYT’sini, gelisen over

kanseri, CHRT’le gelisen bir takim meme kanseri, kalp krizi, felg ve kan pihtilagsmasi
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gibi risklerin artmasi, riskin yarari astigi dislncesiyle durdurdu. Sonrasinda HYT,
postmenopozoal kadinlara daha az recete ediimeye baslandi. Glnimizde
menopozun semptomlari ve menopozla iligkili hastaliklarin tedavisinde HYT’nin roll
hakkinda c¢eligkili dusunceler 6ne surulmektedir. Deneysel preklinik calismalar
HYT'nin kardiyovaskiler hastalik, osteoporoz ve hafiza fonksiyonlari ile ilgili
koruyucu etkinligi oldugunu gosterirken ¢ok 6lcekli WHI ve HERS gibi blyuk dlgekli
klinik calismalarda s6zu edilen koruyucu etkinlikler tam olarak saptanamamigtir.
Buna ek olarak HYT tedavisinin 6zellikle meme kanseri ve endometriyal kanser
olmak Uzere over, kolon, karaciger gibi bazi kanser riskini arttirdiyi saptanmistir.
Ancak menopozda ¢ok yaygin olarak gorulen yasam kalitesini ¢ok ciddi bir sekilde
bozulmasina neden olan vazomotor semptomlarin tedavisinde HYT’nin koruyucu
etkinligi FDA tarafindan da 2003 yilinda kabul edilerek HYT endikasyonu olarak
onaylanmistir. Bu endikasyon cergevesinde HYT, menopoz baslangicindan itibaren
alinmali ve semptomlar kontrol altina alinincaya kadar kullaniimaldir. Vazomotor
semptomlarin tedavisinde bitlin sistemik preparatlar kullanilabilmektedir (Koledova
ve Khalil, 2007). Sistemik ve lokal preparatlari ile uygulanan 6strojen tedavisi vajinal
semptomlari ve vajinal atrofinin (vajinal kuruluk, atrofik vajinit, disparoni) tedavisinde
kullaniimaktadir. Eger vajinal semptomlar hafif ise lokal preparatlarin kullaniimasi
tercih edilmelidir. HRT ayni zamanda disparoniden kaynaklanan seksuel
disfonksiyon tedavisinde de kullanilabilmektedir. Libidonun azalmasindan
kaynaklanan seksiel disfonksiyonun tedavisinde HYT 6neriimemelidir. Ostrojen
tedavisi osteoporozun o6nlenmesinde onaylanmasina karsin ilk secenek olarak
onerilmemektedir. Uzun sureli kullanim (5 yildan fazla), menopoz semptomlarinin
yaninda kemik kitlesinde azalma olan kadinlarda bir se¢cenek olabilir. Ancak &strojen
tedavisinin uzun sure kullaniminin yan etkileri arttiracagi da g6z 6ndne alinmalidir.
Osteoporoz tedavisinde HYT, bifosfonatlar gibi osteoporoz tedavisinde kullanilan
ilaclarla etkin bir cevap elde edilmemis olmasi durumunda tercih edilmelidir
(Kanaya, A.M.,ve ark., 2003)

1.4.2. Kanser

0,625 mg/kg 6strojen standart dozunda 3 seneden uzun tedavi, uterus kanser riski

insidensini 5 kat arttirdigi, 10 sene kullanilirsa bu insidensin 10 kat arttigi
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gosterilmistir. Eger tedavi kesilirse risk artisi birkag yil daha devam etmektedir
(Koledova ve Khalil, 2007). Bu yuzden 0strojen tedavisi, uterusu bulunan
postmenopozoal kadinlarda dnerilmemektedir. Uterusu bulunan kadinlarda dstrojen
tedavisinin, progesteron tedavisi ile kombinasyonu onerilmesine karsin, tedavinin
yarari tam olarak gosterilememigtir. Esterojen ve progesteron tedavisi 3-5 yil
arasinda devam edecek olursa meme kanseri riskinin arttigi gosterilmistir. Ozellikle
Ostrojen reseptdr pozitif meme kanseri hikayesi olan kadinlarda kesinlikle HYT

kullaniimamaktadir (Kayalp, 2009).

Premenstrual depresif bozuklugu olan kadinlarda HYT, depresyonun daha da
derinlesmesine neden olmaktadir. 65 yas Uzeri kadinlarda HYT'ne baglanmasi
unutkanlik riskini arttirmaktadir, bu ylizden unutkanligi azaltmak ya da dnlemek igin

onerilmemektedir(Koledova ve Khalil, 2007).

HYT‘ne menopozun erken donemlerinde baslanirsa mortalitenin % 10
oraninda azaldigi WHI ¢alismasinda goésterilmistir. Ancak 60 yas Uzeri kadinlarda ya
da  menopoz gectikten birkag sene sonra HYT'nin baslandigi durumlarda
mortalitenin arttigi gdsterilmistir. Bu ylzden HYT, premenopozoal kadinlarda

onerilmektedir, 60 yas tUzerine dnerilmemektedir (Holcomb, 2009).

WHI ve HERS Kklinik ¢alismalari dstrojen kullananlarda tip 2 diabet gelisme
riskinin azaldigini gostermistir. Plasebo ile karsilastirildiginda tip 2 diabet gortlme
sikhdinin %21 oraninda azaldigi saptanmistir. Yine bu arastirmalarinin sonucuna
bagl olarak HYT kullanan tip 2 diabetli kadinlarda glisemik kontroli saglamak icin
daha disuk dozlarda antidiabetik ilag kullanimi énerilmektedir. Bununla beraber
HYT'nin tip 2 diabet riskini azaltmak icin uygun bir tedavi olmadigi o6zellikle
vurgulanmaktadir ve tip 2 diabetik kadinlarda kardiyovaskiler hastalik riski daha
fazla oldugu igin bu tip hastalarda HYT kullaniminda ¢ok dikkatli olunmalidir. Erken
yasta menopoza giren kadinlarda meme kanseri riski ayni yastaki menopoza
girmeyen kadinlara gére daha az olmasina karsin, osteoporoz ve kardiyovaskuler
hastalik riskini arttirdigi gosterilmigtir. Bu tip kadinlarda HYT, osteoporoz ve koroner

hastaliklari dénlemede  koruyucu etkilerinin oldugu dustnulerek, baska tedavi
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yontemleri uygun degilse ortalama menopoz yasindan 5 yil sonraya kadar devam
edilebilir (Utian ve Boggs, 1999).

1.4.3. HYT ve kalp hastaliklari

Manson ve Martin c¢alismalarinda &strojenin - menopoza giren kadinlarda
kardiyovaskuler hastalik riskini % 35-50 araliginda azalttigini gostermiglerdir. Ama
tersine Grady ve arkadaslarinin yaptiklari klinik ¢alismanin sonuglarinin, bu
bulgularla celigkili oldugu gérulmustir (Grady ve ark., 1995). Roussouw ve
arkadaslari, 1 yil slreyle estrogen ve projestin replasman tedavisi uygulanmasinin,
oncesinde altta yatan kalp ve damar hastaligi olan, menopoza giren hastalarda non-
fatal miyokardiyal infarkt riskinin artmasiyla iligkisi oldugunu ispatlamistir (Roussouw
ve ark.,2002). Arastirma sonucunda projestin ve dstrojen kombinasyonunun, kalp ve
damar hastaliklarinda yararli olmadigi gosterilmigtir. Ayni durum, alzheimerli
hastalarda belirtiimis ve sadece 0Ostrojen tedavili kadinlarda kognitif fonksiyonun

arttigi saptanmistir.

Son calismalar 0strojenin gogus, uterus, testis, kemik, bébrek kanserlerinin
nedeni olabilecegini kanitlamistir. Gebelik sirasinda, &strojenlerin  reproduktif
organlar Uzerindeki toksitesi nedeniyle uygulanmamasi vurgulanmistir. Menopoza
giren kadinlarda 6strojen uygulandiktan sonra riskin 5-15 kat arttigi saptanmistir.
Bu riski azaltmak icin, projestinle kombine verilen dstrojen miktarinin azaltilarak 3 yil
sureyle verilmesi, kadinlarin bazilarinda meme kanserini %24 oraninda arttirdigini
Rossow ve ark., 2002'de, belirtmistir. Uterusu cikartilan kadinlarda ise sadece

Ostrojen terapisi uygulandiktan sonra bu riskin %23 oraninda azaldigi saptanmistir.

Ostrojenin  asil  kullanim alani  menopoz ve oral kontraseptif
kombinasyonlaridir. Kemik dokusunun dagiimasinda koruyuculuk, drogenital
sistemin atrofisinin 6nlenmesi, vazomotor belirtilerin kaldiriimasi 6strojenin menopoz

tedavisindeki endikasyonlaridir (Kayaalp, 2009).

Ustimeyle degisen sicak basmasi, uygunsuz yerde terleme, parestezi
vazomotor belirtilerdir. Belchetz'in 1994°’teki arastirmasina goére en etkin tedavi
Ostrojen tedavisidir. Yine de yan etkileri nedeniyle tartisilmasi gereken bir tedavidir
(Belchetz ve ark., 1994).
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Osteoporoz, kemik kaybi ile birlikte gériilen bir hastaliktir. Ozellikle bilek ve
kalca bolgelerindeki kemikler daha ¢ok hasara duyarlidir, kemik fraksiyonlanmasi,
kemiklerin incelmesi, hasara daha duyarl olmasi séz konusudur. Ostrojenle birlikte
yardimci olarak Ca ve D vitaminlerinin verilmesi, genc kadinlarda egzersiz yapilmasi

kemik agirhgini arttirmada yardimci olmaktadir(Belchetz ve ark., 1994).

Vajinal kuruma, Urogenital atrofi: Menopoza giren kadinlarin gojunda yasam
kalitesini bozan disparoni, genital bélgede 6dem ve sisme, agrili idrar yapma, idrar
kacirma, daha sik iseme istegi gibi Urogenital bozukluklarda &strojen, kullanilabilen

ve tek tercih edilen ilactir (Kayaalp, 2007).

Ostrojen yerine koyma tedavisinin (EYT) tanimlanamayan vajinal kanamalar,
aktif karaciger hastaliklar, kronik karaciger fonksiyon bozuklugu, embolili ya da
embolisiz vendz trombus, meme ve endometriyum kanseri gibi énemli yan etkileri
gorinmektedir. Nobetli hastaliklar, hipertansiyon, uterus leiomyoma (uterus
miyomu), ailesel hiperkolesterolemi migren tromboflebit endometriyozis safra kesesi
hastaliklar dstrojen yerine koyma tedavisinin uygulanamayacagi durumlardir (Isik
ve ark., 2010):

En ¢ok kullanilan ilaglar arasinda konjuge Ostrojen preparatlari yer almaktadir;
bunlara genellikle kalsiyum preparatlari da eklenmektedir. Ostrojen, dénglisel olarak
kullanilsa da, fizyolojik yararinin olmamasi ile birlikte, hastanin da uyum sorununu
gindeme getirmektedir. Progestin de dongusel ya da sirekli olarak
kullanilabilmektedir (Koledova ve Khalil, 2007).

1.5. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM) hiperglisemi, yad karbonhidrat metabolizmasinda
degisiklikler ve vaskuiler hastalik komplikasyonlarinda risk artisi ile karakterize bir
sendromlar toplulugudur. Diabet klinik agidan tip 1 DM (insdlin bagimli; IDDM) ve tip
2 DM olarak ikiye ayriimaktadir (insulin bagiml olmayan diabet; NIDDM) (Alberti ve
Zimmet, 1998;). Yeni verilerle, diabetik hasta sayisi 125 milyondan fazladir. Ve 2010
yilinda bu sayinin 220 milyona yaklasacagdi tahmin edilmektedir. Bazi arastiricilar

2025 yihinda goérulme sikhginin ikiye katlanacagini beklemektedirler. Bu artigin
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Ozellikle tip 2 diabette olacadi dustniulmektedir. Tip 2 diabet sayisindaki artisin
sadece genetik nedenlerden kaynaklanmamasi, yasam suresinin artmasi, obezite,
hareketsiz yasam, disik dogum agirhgi gibi bazi faktorlerin roliinin bulundugunu

dustndirmektedir.

Diabetin en 6nemli nedenlerden biri dolasimdaki insilin eksikligi ya da
periferik dokularin insilline yanit verme yetenedinin (instlin rezistansi) azalmasidir
(Davis ve ark., 2002). Bu hormonal bozukluk karbonhidrat, yag, aminoasit ve keton
metabolizmasinda bir takim degisikliklere yol agmaktadir. Diabetin en belirgin
Ozelligi ise hiperglisemi olusmasidir. Hipergliseminin dagurilmesi tip 1 ve tip 2
diabet tedavisinin temelini olusturmaktadir. Tip 2 diabet tedavisinde ilk olarak
¢ogunlukla oral hipoglisemik ilaglar tercih edilmektedir. Ancak diabet suresi uzadik¢a
hipergliseminin kontrol altina alinabilmesi igin insulin kullaniimasi gerekebilir
(Kayaalp, 2009).

Klinikte diabetiklerde kan sekerinin optimal dizeyde kontrol altina alindigi
hastalarda bile diabete bagh cesitli komplikasyonlar gérulebilmektedir. Bu
komplikasyonlari nérolojik (periferik ve otonomik néropati), kardiovaskuler (mikro ve
makroanjiopati,  ateroskleroz,  konjestif kalp  yetmezligi, hipertansiyon),
gastrointestinal (gastropati), Urolojik (nefropati), oftalmik (retinopati), hematolojik
(platelet agregasyonu, glikozilenmis hemoglobin dlizeyinin artmasi) ve Ureme
sistemi (impotens) bozukluklari seklinde siniflara ayirmak mimkindir (Kayaalp
2009) Diabetiklerde uzun doénemde c¢ikan komplikasyonlarin patolojisinin
arastirlmasinda deneysel hayvan modellerinden siklikla yararlaniimaktadir. Bu
amagla streptozotosin ya da aloksan gibi kimyasal maddeler deneysel diabet
olusturmak icin yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu kimyasallarin yetiskin sican ya da
farelere enjeksyonu Klinikte instline bagimh tip 1 diabeti taklik ederken, yeni
rodentlere uygulanmasi insiline bagimh olmayan tip 2 diabet olusumunu

saglamaktadir.
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1.5.1. Diabetteki mikro- ve makrovaskiiler hastaliklar

Diabet ve eslik eden komplikasyonlar, gunimuzin en biyuk saglik problemlerinden
biridir. Kardiyovaskuler hastaliklar diabetik bireylerde yogun glisemik kontrol altinda
bile 6nemli bir risk faktériddr. Diabetik hastalarinin %75’i  kardiyovaskiler
hastaliklarindan Olmektedir. Tip 1 ve tip 2 diabetik hastalarda koroner kalp
hastaliklari, periferik vaskiler hastaliklar ve inme olarak Uzere makrovaskuiler
hastaliklarin olusma riski artmaktadir. Diabetik kardiyovaskiler komplikasyonlar
ateroskleroz gelisimini hizlandirmaktadir ve diabetik olmayanlara gére daha yogun
ve daha erken yasta aterosklerozun olusmasina neden olmaktadir. Diabetik
hastalarda aterosklerozun gelisiminde klinik ve deneysel ¢alismalarda saptanildigi
gibi ilk basamak olan endotel disfonksiyon daha kolay olugsmaktadir. Endotel
disfonksiyon (Sekil 1.12) endotel bagimli gevseme yanitlarinin bozulmasi ve
proliferatif prokoagulasyon, proinflamatuar faktorlerin artmasi ile eslik eden endotel
aktivasyon ile karakterize bir durumdur. Endotel disfonksiyonun insilin rezistans ile
¢ok yakin iligkisi oldugunun saptanmasi diabetik hastalarda hiperglisemiye bagl
olarak olustugunu goéstermektedir. Ancak endotel disfonksiyon ile hiperglisemi
arasindaki  biyokimyasal ve hicresel baglantilar tam olarak acikliga
kavusturulamamistir. Diabette endotel disfonksiyonda rol alan mediyatorler arasinda
NO, reaktif oksijen turleri, prostasiklin yetersizligi, endotelin sayilabilir (Nathan ve
ark., 2001).

Diabetik mikrovaskuler komplikasyonlar polyol yoladi, enzimatik glikozilasyon
ve non-enzimatik glikozilasyon olarak G¢ farkh mekanizma ile olugsmaktadir.
Vaskuler dokular insdlin varligina ihtiyac duymadan glukozu hiicre igerisine alabilme
yetenegine sahiptirler. Bu dokulardaki glukoz konsantrasyonu tam olarak plazma
konsantrasyonuna egittir. Hucrelerdeki yukselen glukoz seviyesi elimine edilerek
hiicre hasarini olusturur (Munzel ve ark., 2008). Insiilin yoklugunda veya fazla
glukoz varliginda bozularak enzimatik glikozilasyon olusur. Saglikl bireylerde hicre
icine giren glukoz Krebs siklusu araciligi ile enerjiye (ATP), karbondioksit ve suya
donlsturdlir. Bu reaksiyondaki ilk adim glukozun 6 numarali karbon atomuna
hekzokinaz aracihgi ile fosfat baglanarak glukoz-6-fosfat baglanmasidir. insiilin

eksikliginde bu enzim aktive olamadigi icin hiicre igcinde biriken fazla glukoz farkl
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yollardan metabolize edilmeye c¢alisilir. Bu yolaklardan bir tanesi enzimatik
glikasyondur. Bu yolakta glukoz insilinden bagimsiz olarak iglev goren iki farkli
enzim aktive olmaktadir. Bunlardan birincisi farkli bir hekzokinaz enzimi ile glukoz, 1
nolu karbon atomu iizerinden fosforillenerek, glukoz-1-fosfat haline getirilir. ikinci
enzim ise kan damarlarini olusturan bazal membran hicrelerindeki proteinlerin
aminoasit zincirlerine glukoz-6- fosfati transfer eden glikozil transferaz enzimidir
(Ganong, 2002).

1.5.2. Diabetes mellitusta gozlenen endotel disfonksiyon

Tip 1 ve tip 2 diabetik hastalarda siklikla rastlanan diabetik mikrovaskuler hastaliklar
ile endotel disfonksiyon arasinda yakin bir iliski oldugu pek c¢ok c¢alisma ile
gOsterilmistir  (Schalkwijk ve ark., 2000). Endotel fonksiyonunun c¢ok farkl
yontemlerle farkli damar yataklarinda o&lgulmesinden dolayl, diabette gdzlenen
endotel disfonksiyonu ile ilgili veriler gok karmasiktir (Sekil 1.8, ). Ayrica diabetik
endotel disfonksiyon diabette mikro albuminemi olup olmadigi, hipergliseminin
derecesi ve suresi gibi faktorlere de bagli olarak degismektedir (Minzel T. Ve ark.,
2008). Diabette ortaya cikan endotel disfonksiyonunun farkli mekanizmalari ile
ortaya ciktig1 ileriye sUrlGlmektedir (Kayaalp 2009). Bunlardan birincisi
hiperglisemidir.  Hiperglisemiye uzun sure maruz kalmanin  diabetik
komplikasyonlarin gelisiminde en 6nemli faktor oldugu saptanmistir. Hiperglisemi
damar dokusunda ¢ok sayida hicresel degisiklije neden olmaktadir (Brownlee ve
ark., 2001). Deneysel calismalar en azindan bes farkli (Sekil 1.9) mekanizmanin
hipergliseminin neden oldugu patolojik degisiklikten sorumlu oldugunu gdstermistir
(Nathan ve ark., 2001; Brownlee ve ark., 2001).
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Sekil 1.8 Endotel disfonksiyonu mekanizmasi(Miinzel T. Ve ark., 2008)

Endotel disfonksiyonun temelini olusturan mekanizma, vaskiler NO biyoyararlaniminin azalmasidir.
Kardiyovaskuler risk faktorleri olarak sayilan hipertansiyon, diabetes mellitus, sigara icme, yas,
menopoz, ailenin kardiyovaskiler dykusu, hiperkolesterolemi, NADPH oksidaz, ksantin oksidaz (XO)
gibi vaskuler stperoksit enzimlerin Gretimi, bagdl olmayan nitrik oksit sentaz (eNOS) ¢ok fazla miktarda
NO’yu metabolize edecek siiperoksit (Oz") Uretir. Sonucunda da inflamatuar hiicreleri olan makrofajlar,
notrofiller ve buna ek olan intima proliferasyonu, vaskuler duvarin adezyonu ve infiltrasyonu s6z
konusu olur.

1. Protein ve lipitlerin non-enzimatik glikozilasyonu: Bu Urlnler proteinlerin
seker, aldehitlerinin karbonil gruplarinin proteinlerdeki serbest aminoasitlerin N-
terminalleri ile kondensasyon reaksiyonuna girmesiyle meydana gelmektedir.
Boylelikle protein shift bazi haline gegmekte ve fruktozaminde oldugu gibi Amadori
drdnleri haline c¢evrilmektedir. Buna &rnek olarak glikozillenmis hemoglobin
verilebilir. Olusan glikozillenmis Urtnlerin geri donlistimsiz kimyasal bir reaksiyona
girmesi ile AGE (advanced glycosylation end-products) denilen drinler meydana
gelmektedir. Bu Urlnler, glikozillenmis ara urlnlerle dogrudan ya da ileri ¢apraz

baglanmaya yol acan serbest radikallerle reaksiyona girerek hicresel fonksiyonlari
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bozmaktadirlar. Hipergliseminin diizeyi ve slresi bu reaksiyonlarin en o6nemli

belirleyicilerdir. Yavas ‘turnover’ hizlari olan proteinler glikozillenmeye adaydirlar.

2. Protein kinaz C (PKC) aktivasyonu: Bliyime faktorlerinin ekspresyonlarini
degistirmektedir. PKC aktivasyonu, dogrudan ya da dolayli olarak vaskiler
gecirgenliginin artmasi, endotelin 1 sentezinin artmasi ya da endotel eNOS aktivitesi
azalmasi, kan akiminda meydana gelen degisiklikler, tip IV kolojen ve fibrinonektin
Uretimindeki artis ve sonrasinda bazal membranda incelme, fibrinolizisin bozulmasi
ve bir NADPH oksidaz enzimi ile oksidatif stresin artmasi sayilabilir. En az 11
izoforma sahip olan enzim ailesinden, vaskuler dokuda PKC-B Il izoformu yaygin
olarak bulunmaktadir. Diabetik hayvanlarda oral yoldan verilen bir PKC-
inhibitérindn diabetle indiklenen anormalliklerden TGF-p1 tip 4 kollajen ve
fibrinoliktin mRNA seviyelerindeki artigi 6nledigi, glomeruler filtrasyon hizini arttirdigi
ve albumin atihmini kismen azalttiginin goésteriimesi, bu bulgularla paralellik

g6stermektedir (ishii ve ark., 1996).

1. Hekzamin yolagi: intraseliiler glukozun asiri artmasi, glukoz
hekzamin yolaginin aktive olmasina yol agmaktadir. Hekzamin yolaginin
vaskiler sistem Uzerindeki etkileri, fruktoz-6-fosfatin, glukozamin ve glukoz-
6-fosfat aminotransferaz enzimleri ile glukozamin-6-fosfata dénismesi ile
baglantilidir (Nerlich ve ark., 1998). Hipergliseminin aorta endotel
hicrelerinde hekzamin-6-fosfat miktarlarinda bir artisa yol agtigi, bunun da
hicre icinde N-asetilglukozaminin glukoz konsantrasyonlarini arttirdigi

gosterilmistir(Nerlich ve ark., 1998).

2. Hiperglisemi cesitli yolaklar araciigi ile oksidatif stresi
arttirmaktadir. Oksidatif stres olusumunda en 6nemli mekanizmalarindan biri,
mitokondriyal tagima zincirini etkileyerek stperoksit radikalinin asiri yapimina

neden olmasidir(Nerlich ve ark., 1998).

3. Hiperglisemi monosit, adiposit gibi cesitli hicre tiplerinden

sitokin salgilanmasini arttirarak inflamasyonun hizlanmasina neden
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olmaktadir. Hipergliseminin neden oldugu oksidatif stres de inflamasyonun

artmasini kolaylastirmaktadir (Nerlich ve ark., 1998).

Hiperglisemi

NAD(P)H oksidaz/
Mitokondriyal O, ~

OONO

(BASKA DA ROS VE RNS' lerle birlikte)

Sekil 1.9 Diabetes Mellitus’'ta endotel disfonksiyon (Xu ve ark., 2001;)

(1) Hiperglisemi, (2) yag asitleri, (3) inflamasyon ve (4) insllin rezistansi tek basina ya da
birlikte diabetteki endotelyal disfonksiyona neden olabilmektedir. Aterosklerozis, enzimatik ve
non-enzimatik protein/lipid glikozilasyon, protein kinaz C aktivasyonu, inflamasyon ve ROS
uretimi iceren diabetik komplikasyonlar, hiperglisemiye uzun slire maruz kalmanin yarattigi
major sonugclardir. Dislipidemi, artmis serbest yag asitleri, inflamasyon ve insulin rezistansi
gibi diger faktoérler endotel disfonksiyonun sebebidir. RNS reaktif nitrojen tlrevlerini
isaretlemektedir; EDCF endotel olugturan COX- bagdimli vazokonstriktor faktor; AGE, ileri
glikozillenmis son Urtinler ve PKC: Protein kinaz C.
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Diabette goérilen endotel disfonksiyondan sadece hipergliseminin sorumiu
olmadigi gosterilmistir. Serbest yag asitlerinin (SYA) artmasi, inflamasyon, inslin
rezistansi gibi diger faktorler de endotel disfonksiyona neden olmaktadir. Tip 1 ve tip
2 diabetes mellitusta SYA miktarlarinda bir artis goriimektedir (Alexandersen ve
ark.,2006). SYAllerinin artisinin insdlin rezistansina yol agtigi ve vaskiler
disfonksiyon ile siki bir baglantisi oldugu gésterilmistir. insiilin rezistansi olan, obez
ve tip 2 diabetes mellitusta artan serbest yagd asitlerinin fosfotidilinositol-3-kinaz
aracih bir mekanizma ile NO salinimini azalttigi gosterilmigtir. SYA’leri NO
biyoyararlanimini da azaltmaktadir. Diabetes mellitusta oksidatif stresin artmasi, NO
biyoyararlanimini azaltarak, reaktif oksijen radikallerinin olusumunu arttirarak, lipid
protein aminoasit ve DNA'ya baglanarak, oksidatif hasara yol agmaktadir. Ozellikle
superoksit radikallerin NO’e baglanarak peroksinitrit olusturmasi 6nemli bir
basamaktir. Peroksinitrit toksik bir madde olup, vazokonstriktor etkiye sahiptir.
Gerek in vivo gerek in vitro modellerde SYA inflzyonunun insilin rezistansi ve
endotel disfonksiyonuna yol agtigi gdsterilmistir. Bu blyUk bir olasilikla SYA’lerinin
serbest oksijen radikallerinin yapimini arttirmasi  ve bu radikallerin NO
biyoyararlanimini baskilamasindan kaynaklanmaktadir (Alexandersen ve ark.,2006).
Tip 2 diabet ve obezite gibi metabolik bozukluklar, inflamasyon ile birlikte
gorulmektedir. Diabetik bireylerde proinflamatuar sitokinlerden timér nekrozis
faktor-a (TNF-a), C-reaktif protein (CRP), interlokin-6 (IL-6), plazminojen aktivator
inhibitor-1 (PAI-1) gibi faktorlerin plazmada arttigi gosterilmistir (Clarke ve ark.,
2002, Hsia ve ark 2006). inflamasyonun artmasina neden olan mekanizmalardan
biri, uzun sureli asiri beslenmenin oksidatif strese yol acmasi ve TNF-a, IL-6 gibi
sitokinlerin, insilinin  metabolik sinyal iletimini baskilayarak inflamasyonu
arttirmasidir(Clarke ve ark., 2002, Hsia ve ark 2006).

Endotel hicrelerde insulin reseptorleri eksprese edilmektedir. Insilin
reseptdrleri membrana bagli reseptdr ailesine ait olup intrinsik tirozin kinaz
aktivitesine sahiptir. insiilin, endotel fonksiyonlarin fizyolojik olarak diizenlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. Daha 6nce belirtildigi gibi NO salgilanmasini Pl;K Akt
yolagini aktive ederek ve eNOS’'un serin fosforilasyonunu stimile ederek
arttirmaktadir. Buna ek olarak NO bagimli vazodilatatér etki insilinin vazokonstriktor

etkili endotelin-1 salinimini arttirmasi ile kontrol edilmektedir (Minzel ve ark., 2008).
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Yapilan calismalarda endotelin-1 reseptdr blokajini insulinin vazodilatator etkisinin
arttirdiginin  gosterilmesi  bu bulgulari desteklemektedir. insilin rezistansinda
Plskinaz sinyal yolagi bozulmasina karsin diger insdlin sinyal yolaklarinda
Ras/mitojen aktivate protein kinaz badimli yolaklar etkilenmemektedir. Buna ek
olarak metabolik insulin rezistansinda normoglisemiyi saglamak igin insulin
salgilanmasinda artig meydana gelmektedir. Bunun sonucunda PI;K sinyal yolagi
azalmasina karsin Ras/mitojen aktivate protein kinaz yolaginda asiri bir artis
meydana gelmekte ve endotelin-1 salgilanmasini arttirarak endotel disfonksiyonuna
yol agmaktadir. insiilin rezistansi ve hiperinsiilinemi olan hastalarda endotelin-1
sekresyonunun azalmasi bu bulgularla parallellik géstermektedir (Xu ve ark., 2001,
Hsia ve ark 2006).

- kesme (shear)
— stresi

pulsatil
geri

m
—\\ asetilkolin

L-arjinin

cGMP-bagimh kinaz (cGK-I)

C 32+
1 konstriksiyon
Relaksasyon
Sekil 1.10 Vaskiler tonusunun endotelle reglle edilmesi. (Minzel ve ark., 2008).

Endotel nitrik oksit sentaz (eNOS) iki basamakli olarak, L-arjinin amino asit oksidasyonu sonucu L-
sitrulin formasyonu ile NO'yu sentezlemektedir. NO’nun kan akimina salinimi sonucu vazokonstriktor
faktorler olan serotonin ve tromboksan salinimini ve platelet agregasyonunu inhibe etmektedir. NO
ortama difflize eder ve soluble Guanilat siklazi (ZSGC) aktive eder. Sonugta ikinci ulak cGMP, cGMP-
bagimh kinazi aktive eder, o da intraselliiler Ca** konsantrasyonunda azalmaya neden olup, sonucu
vazorelaksasyondur. NO saliniminin fizyolojik stimulasyonu stresi azaltir ve gerginligi kontrol eder.
Klinikte intraarterial inflizyon endotel fonksiyonunu degerlendirmek amaci ile uygulanir. Brakial artere
infuze edilen asetilkolin (ACh) doza-bagimli gevsemeye neden olur. Koroner arterdeki yanit
(vazodilatasyon ve vazokonstriksiyon versiyonu) endotelin fonksiyonel integritesine gugli baglidir.
Kardiyovaskuler risk faktori ve endotel disfonksiyon belirtisi olarak ACh ortamdaki muskarinik (M)
reseptorleri stimile eder ve vazokonstriksiyona neden olur, Nitrogliserin (NTG).
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Sekil 1.11 Vaskller hastaliklardaki endotelyal disfonksiyonun altinda yatan

mekanizmalar (Miinzel ve ark.,2008).

ik risk faktori olarak blylk miktarda stperoksit (Oy) Ureten NADPH oksidaz enziminin
superoksit tarafindan dretilmesi. Siiperoksit hizli bir sekilde, ylksek reaktifli peroksinitrit
(ONOQ) olugmasi ile sonlanan NO etkilesmesi. Peroksinitrit bir kag farkli yolla vaskdler
disfonksiyona neden olmaktadir. Prostasiklin sentazin (PGI2-S) tirozin nitrasyonuna, sonug
olarak da PGI2'In Uretiminin azamasina sebep olmaktadir. Buna ek olarak peroksinitrit
¢o6zunebilen guanilat siklazin (sGC) guglu inhibitoridir, bunun sonucu olarak NO sinyalinin
inhibisiyona neden olmaktadir. ONOO- BH4'G BH3 radikali olarak adlandirilan okside
etmektedir. Bu da BH, azalmasi sonucu eNOS’un bagh olmamasina neden olmaktadir. Bu
da antiaterosklerotik eNOS’un NO’nun Uretmesi slperoksit-Ureten proaterosklerotik enzimin
Uretilmesine dénusebilir. Askorbinik asit de BH; ve BH, donisimind azaltarak eNOS’un
tekrar baglanmasini saglamaktadir.

Vaskuler endotel fonksiyonun duzenlemesinde en dnemli faktor NO’dur. NO,
gaz formunda bir preradikal molekuldir ve eNOS (Sekil 1.11) araciligr ile
sentezlenmektedir. Endotel hiicrelerinde slperoksit radikalleri tarafindan inaktive
edilmektedir. Bu ylzden NO biyoaktivitesinin NOS tarafindan NO dretimi ile
superoksit Uretimi arasindaki oran belirlemektedir (Borissova ve ark., 2002, Munzel
ve ark., 2008).
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Hiperglisemi ve diabetin NO salinimi ve sentezi lzerindeki etkileri pek ¢ok
calismayla arastinimistir. NO biyoaktivitesinin NOS aktivitesindeki bozukluk ya da
salgilanan NO’nun yikiminin artmasina bagl olarak azaldigi gosterilmigtir. Endotel
bagdimli gevsemenin azaldigi bir ¢cok diabet modelinde gdsterilmigtir. Protein kinaz
yolaginin  aktivasyonu = eNOS’un  posttranslasyon = modifikasyonun,  NO
ekspresyonunun downregulasyonu, eNOS’un S-nitrolizasyonu diabetik endotel

disfonksiyonundan sorumlu tutulan mekanizmalardir (Munzel ve ark.,2008).

Koruyucu faktorler

Antikoagulant, antitrombotik, fibrinolitik Endotelial disfonksiyon pro-
fenotiple endotelial hiicre homeostazi koagulasyonla, pro-trombozisle,
pro-inflamasyonla, insulin rezistansi

ile karakterize edilmektedir.

Sekil 1.12 Diabetes mellitustaki asil endotel disfonksiyon (Xu ve ark., 2001;)Endotel
endokrin ve parakrin kompleks organi, vaskiler homeostazinda 6énemli bir roli vardir. Kan
ve vaskller duvar arasindaki basit fizik bariyer rolinin 6tesinde, antikoagulan, antiplatelet,
vaskuler hucrelerinin fibrinolitik fenotipine devam ettirmeye aracilik etmekle, endotel artik,
normal vaskuller homeostazinin énemli bir komponenti olarak tanimlanmaktadir. Endotel
kaynakli homeostaz vazoprotektif faktérlerin (6rnegin NO/endotel olusturan gevsetici faktor,
prostasiklin, bradikinin ve endotel kékenli hiperpolarize edici faktér {EDHF}) ve hasar
olusturan maddelerin (6rnegin, endotelin [ET], ROS, endotel kokenli COX-bagimli
vazokonstriktor faktor [EDCF], anjiotensin 1l [Angll] ) salinmasi ile bagdasmaktadir. Endotele
saldir, vazoprotektif ve hasar olusturan faktorler arasindaki dengeyi bozar, endotel
gecirgenligini arttirmas ile, platelet agregasionu , l6kosit adezyonu ve sitokin Gretiminin
artmasi ile prosesileri tetikler ya da aterosklerozu kotilestirir.
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1.6. Menopoz diabet ve kardiyovaskiler hastaliklar ve HYT

Menopoz, uzamis hayat beklentisiyle beraber, orta yas olayi olarak algilanmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii, dniimiizdeki 25 yilda diabetik insan sayisinin 130 milyondan
300 milyona cikacagini ileri sirmektedir. DM, postmenopozoal dénemde en sik
gorulen kronik hastaliklardan biridir. Menopoz, fizyolojik bir olay olsa da Gstrojen
yoklugu Dbelirtileri hayat kalitesini dusurebilmektedir. Vazomotor semptomlar,
urogenital semptomlar, sekslel disfonksiyon, psikolojik semptomlar, dermatolojik
degisimler hormon replasman tedavisi ile ortadan kalkabilmektedir. Bununla beraber
HYT meme kanseri, endometriyal kanser, inme, vendz tromboz riskini
artirabilmektedir. Salpeter ve arkadaslarinin yaptigi bir klinik ¢alismada, HYT nin
diabetik olmayan kadinlarda insilin rezistansi, abdominal obezite, kan basinci,
adezyon molekileri ve prokoagulan faktérleri azalttigi, diabetik kadinlarda ise aglik
glukozu ve insilin rezistansini azalttigi sonucuna varilmistir. Bu da, non-diabetik
hastalarin, diabetiklere gére HYT'den daha fazla yarar sagladigini géstermektedir.
Diabet, kardiyovaskiler hastaliklar icin major risk faktéridir. Ayrica diabetik
kadinlarda menopoz sonrasi koroner kalp hastaligl insidansi anlamli sekilde
artmaktadir.Diabetik menopozal kadinlarda HYT'nin 6nerilmesinde segici

olunmalidir.

Endotelyal ERa protein duzeylerinde glukoz seviyesinin degisiminin katkisi
bulunmamaktadir. Normal glukoz seviyesinde fizyolojik konsantrasyondaki
disaridan uygulanan estradiol endotelyal ERo. seviyesini arttirmaktadir. ilging olarak,
yuksek glukoz (30,5 mM) konsantrasyonunda disaridan estradiol uygulanmasi ERa
seviyesini dusurmektedir. ERco/’lardaki etki gibi disaridan uygulanan estradiol
fizyolojik konsantrasyonda ERp seviyesini degistirip degismedigi bilinmemektedir.
Yuksek glukoz konsantrasyonu ERp seviyesini arttirmaktadir. ERa ve ERp yuksek
glukoz ortaminda fizyolojik glukoz ortamindakine ters olarak estradiolden
etkilenmektedir (Chakrabarti ve Davidge, 2009).

Ostrojen eksikligi, menopozun klimakterik semptomplara neden olan birincil

sebebidir. Ayni zamanda androjenin de postmenopozoal diabetik kadinlarda koroner
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arter hastaligi riskinin artmasina katki sagladigi gosterilmistir (Korytkowski ve ark.,
2005).

Menopoz pankreatik insulin salgillanmasi, eliminasyonun azalmasi, sonug
olarak insilin seviyelerinin degismesiyle karakterizedir. insiilin rezistansi yasla
beraber dogru orantili olarak artsa da postmenopozoal kadinlarda tip 2 diabet
gelismesinde o6ncuddr. Tip 2 DM insidansi HYT tedavili kadinlarda tedavi
almayanlara gbére kismen daha azdir (Kanaya ve ark., 2003). Kernohan ve
arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada, disuk doz (glnlik 1 mg 17beta estradiol ve
0,5 mg noretisteron) kombine tedavisinin, tip 2 diabetik kadinlarda glukoz hemostazi
Uzerine etkileri test edilmis ve glukoz klirensinin degil, aghk glukozunun azaldigi
sonucuna varilmistir (Kernohan ve ark., 2007). Bir ¢ok ¢calismada, oral, transdermal
ya da subkutan yolla verilen estradiolin insulin duyarhigini arttirdid1 gosterilmistir
(Cagnacci ve ark., 1992; Mazess ve ark., 1987) . Disuk doz estradiollin, insUlin
duyarhihgd: Uzerinde yararl etkisi varken gunluk 0,625 mg konjuge 6strojenin etkisi
nétrdiir (Lobo ve ark., 1994). Bir ¢ok ¢alismada gunlik 1,25 mg yuksek doz 6éstrojen
kullaniminin instlin duyarhhidr Gzerinde hasar verici etkisi vardir (Ajabar ve ark.,
1972; Notelovitz ve ark., 1974). Kisa dénem 6&strojen alimini, daha belirgin olarak
yuksek dozlarda, insllin sekresyonun azalmasi, insilin rezistansinin olusmasi,
glukoz toleransinin bozulmasi, glukagon antagonizmini anlamini kapsar. Asil uzun
dénem etkisi ise glukoza verilen pankreatik insulin cevabinin korunmasidir
(Gotzland 2005). Kombine tedavilerde progesteron g¢esidi insilin duyarlii§ina etki
etmektedir. Medroksiprogesteron asetat, levonogesterol insulin rezistansini
bozmaktadir (Lindheim ve ark., 1993; Godsland ve ark., 1993.). Noretisteron nétral
etkilidir. Ama didrogesteron ve estradiol kombine tedavisi menopoza bagli insilin
sekresyon, eliminasyon ve duyarliliginindaki degisiklikleri geriye g¢evirmektedir
(Godsland ve ark., 2004; Dansuk ve ark., 2005). Borisova ve ark didrogesteron ve
transdermal &strojen tedavisini tip 2 diabette énermektedirler (Borissova ve ark.,
2002). 2001’de yapilan Glasgow Universitesinde yapilan calismada tip 2 diabetik
postmenopozoal kadinlarda ftrigliserit seviyesindeki %22’lik dislsu transdermal
estradiol ve oral noretisteron kombine tedavisi ile saglamiglardir (Perera ve ark.,

2001). Buna karsin, tek basina oral konjlige Ostrojen replasmani trigliserit
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seviyesinde %25'lik artisla sonuglanacaktir (Women’s Health Initiative Steering
Committee, 2004).

Postmenopozoal 6strojen eksikligi, osteoporoz igin risk faktortidir. HYT non-
diabetiklerde osteoporozu énlemektedir. Buna karsin d6zellikle tip 2 diabetikler igin
kesin bir veri yoktur. HERS HYT‘nin kardiovaskiler hastaliklarda ikincil koruma
Uzerindeki etkilerini arastirmistir ve arastirmalarinin sonucunda koroner kalp
hastaligi olan postmenopozoal kadinlarda tedavinin kardiyovaskiler hastalik riskini
tamamen azaltmadigi goralmustir (Petitti.). Bunlar arasinda en ¢ok kabul gdéren
gorigler dstrojenin iki yonll etkisinin olmasi ve yasa gore etkilerinin degismesidir.
HYTedavisi alan kadinlarda kardiyovaskuler hastaliklarin daha erken meydana
gelmesinde HYT’nin prokoagllan etkilerinin de roli olabilecegi dustnmelidir
(Kaseta ve ark., 1999). 2002'de Glasgow Universitesinde yapilan bir ¢alismada,
HYT'nin tip 2 diabetik postmenopozoal kadinlarda vaskiler relaksasyonda yararli
oldugu soylenirken ( Perera ve Khoo, 2005), Howard ve arkadaslarina goére
postmenopozoal abnormal glukoz toleransi olan kadinlarda HYT’nin aterosklerozu
kotllestirdigi gosterilmistir (Margolis ve ark., 2004). HYT'nin diabetik kadinlarda
kardiyovaskiler korumada etkisiz oldugunu gdsteren baska calismalar da vardir
(Cunha ve ark., 2001; Scott ve ark., 2004). inme diabetiklerde sik gérilen bir
durumdur. Bati Ulkelerinde serebrovaskiler hastaliklar en yilksek ikinci 6lim
sebebidir. Postmenopozoal HYT, inme igin, iyi tanimlanmis, badimsiz bir risk
faktortdir (Rossouw ve ark., 2007). Hem diabet hem HYT trombo-embolizm riskini
artirmaktadir (Perera ve ark., 2001; Tsai ve ark., 2002; Canonico ve ark 2008).

Transdermal HYT daha az riskli olabilir (Canonico ve ark 2008).

Ostrojenin gesidi, verilis yolu, dozu ve verilis siiresi altta yatan risk faktérleri,
tedavi hedefleri ve hasta istekleri dusindlerek ayarlanmali, tartisiimal ve karar
verilmelidir. Endojen 6strojen premenopozoal kadinlarda kardiyovaskiler hastaliga
karsi korur, buna karsin HYT'nin KVH’tan korunmadaki rolti heniiz kesinlesmemistir
(Rees ve ark., 2009).
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2. GEREG VE YONTEM

2.1. Geregler
21.1. Deneysel ara¢ ve geregler

e %95 O,, %5 CO, gaz karisimi igeren tupler

¢ 10 ml hacimli, ¢ift duvarli, izole organ banyosu

¢ Accu-Chek Go (Roche), kan glukoz élgucis

e Apendorf tlpler

e Bilgisayar kontrolli data kaydedici

e Cerrahi makaslar ve pensler

¢ Cesitli hacimdeki otomatik mikropipetler (P5, P10, P20, P200, P1000 )
e Duyarl terazi (Mettler H10)

o  Glukofilm, trigliserid ve kolesterol 6lgim gubuklari (Roche)
o Izometrik “transduser” (Force Displacement)

e K;EDTAlikan tupleri

e Kronometre

o Kurutma kagitlari ve gazli bez

o Manyetik karistiricilar

¢ Multi myograf (610M, Danish Myo Technology, Aarhus,Danimarka)
e Pipet uglari

e Polietilen enjektor (5 ml)

e Santrifiij aleti (Sorvall, SS-3 Auto)

e Soguk Isikh Lup (Leica)

o Seker 6lgiim cihazi (Accutrend)

e Trigliserid ve Kolesterol 6lgme aleti (Accutrend)

o Tuberkdlin enjektoru

o Ustten kefeli terazi

o Vorteks

e Biopac Systems, Inc. Model MP30 , kayit cihazi

e May GTA 0303 General Transducer Amplifier



Reflotron Plus (Roche Diagnostic GMBH Manheim)
Mettler Toledo MD220 ph meter

Reflotron Triglycerides Tests (Roche)

Reflotron HDL Tests (Roche)

Reflotron Cholesterol Tests (Roche)

Eliza Reader

Estradiol EIA kit (Cayman Chemical)

21.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Streptozotosin (SIGMA)
L-Fenilefrin hidroklorir (SIGMA)
Asetilkolin hidroklorur (SIGMA)
Potasyum klorir (MERCK)
17B-estradiol (SIGMA)
PPT(Tokris)

DPN (Tokris)

EDTA (SIGMA)

L-Nitro Arjinin Metil Ester (SIGMA)
Askorbik asit (SIGMA)

Krebs Cozeltisi
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Deney sirasinda kullanilan kimyasal maddeler, stok ¢ozeltileri biciminde saklanmis

ve bu c¢ozeltiler distile suda ¢ézllerek hazirlanmistir.

Krebs Cozeltisi; NaCl 118(mM/l), KCI 4.7(mM/l), NaH,PO,
25(mM/l), MgS0QO,4.7H,0 1.2(mM/l), Glukoz11.2 (mM/l), CaCl, 2.5 (mM/1).

2.2. Yontemler

1.2(mM/l), NaHCOs;

Deney hayvani yetigtirme Unitesinden elde edilen Wistar digi ve erkek siganlar,

ciftlestiriimek Uzere kafeslere yerlestiriimis ve dogan yavrulardan disi olanlari,

deneye alinmak (zere digerlerinden ayrilmistir. Bu hayvanlardan 12-13 haftalik

olanlar (yaklasik 200 g agirliginda) deney gruplarini olusturmak tzere alinmigtir. Bu
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calisma Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Etik kurulu karari no 1052745, 8ocak
2007 izini ile yapilmistir.

2.21.  Overlerin ¢ikariimasi

Ketamin+ksilazin (40 ve 20 mg/kg i.p.) (Bolego et al., 1999) anestezisi altindaki disi
siganlarin operasyon bdlgesindeki tuyleri temizlenerek batikonlanmis ve yan
yatirilan siganlar “palpasyon sonrasi’nda over hizasi belirlenerek 0,5 santimetre
boyutunda yan abdominal kavite agilmis ve over ve tubdller saptanmigtir. TUbdllerin
proksimal ve distal uglari klamplenip overler izole edilmistir (O). Acikta kalan tabdil
uclari ise 4/0 kromik katgut ile ligate edilmistir. Ameliyat bilateral olarak yapilmistir.
Operasyon sonrasinda, yan abdominal kavite ve cilt dokusu dikilmistir, enfeksiyonu
onlemek amaciyla batikon uygulamasi yapilmistir. Operasyon sirasinda kullanilan

tim cerrahi malzeme, operasyon 6ncesinde ve sonrasinda sterilize edilmistir.

2.2.2. Diabet olusturulmasi

Ovariektomi uygulamasindan 1 hafta sonra, sicanlardan bazilarina sitrat
tamponununda (pH 4,5 HCI) ¢6zliimus 45 mg/kg dozunda streptozotosin (STZ)
kuyruk veninden intravendz olarak uygulanmistir. STZ enjeksiyonunu izleyen 3.
gunde, sicanlarin kuyruk venlerinden alinan kan orneklerinde kan glukoz duzeyleri
glukometre (Accutrend) kullanilarak ol¢cuimuagstir. Kan glukoz duzeyleri 250 mg/dl

Uzerinde olan siganlar diabetik kabul edilmistir.

2.23. Deney gruplari

Deneyler igin siganlar 8 haftalik ve 16 haftalik olarak alti gruba ayrilmistir:
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8 haftalik deney gruplar

Kontrol grup (K; n=10)

Ovariektomize grup (O; n=13)
Diabetik grup (D; n=7)

Ovariektomize diabetik grup (OD; n=8)

Ostrojen tedavili ovariektomize grup (OE; n=11)

AN O o

Ostrojen tedavili ovariektomize diabetik grup (ODE; n=7)

16 haftalik deney gruplar
1. Kontrol grup (K; n=6)
Ovariektomize grup (O; n=5)
Diabetik grup (D; n=7)
Ovariektomize diabetik grup (OD; n=7)

Ostrojen tedavili ovariektomize grup (OE; n=5)

AN e

Ostrojen tedavili ovariektomize diabetik grup (ODE; n=5)

Toplam hayvan sayisi=91

Yem ya da su kisitlamasi yapiimaksizin, 8-16 hafta streyle sicanlarin haftalik
yem ve su tlketimleri ve beden agirliklari Ol¢iimustir. Siganlarin kan glukoz

dizeyleri iki haftada bir élgtimustir.

17B-estradiol (E2) tedavisi, sabah 9.00-10.00 saatleri arasinda intramuskuler
olarak uygulanmistir (0,625 mg/kg). Gruplara uygulanan 17B-estradiol (E2) tedauvisi,
OVX operasyonunun ardindan her iki haftada bir olmak Uzere deney siiresi sonuna
kadar devam edilmistir. Deney slresi sonunda, sicanlarin beden agirliklari ve kan
sekerleri kuyruk veninden olcllip, sakrifiye edilmeden 6nce ketamin ile anestezi

uygulanmistir.

2.2.4. Plazma orneklerinin alinmasi

Anestezi uygulanan siganlarin gégus kafesleri agilarak, kalplerinden alinan yaklasik

5er ml'lik kan, KsEDTA'l tlplerde toplanmis ve tupler 5000 rpm hizda 5 dakika
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boyunca santrifuj edilerek, plazmalari ependorflara alinmistir. Esit miktarlarda
ependorflara alinan plazmalar, sivi nitrojende dondurulan ve biyokimyasal analizler

yapilincaya kadar bekletilen plazmalar -80°C’lik derin dondurucuda saklanmistir.

2.2.5. Biyokimyasal deneyler

2.2.5.2. Plazma total kolesterol ve trigliserid estradiol

konsantrasyonlari

Plazma total kolesterol ve ftrigliserid YDL konsantrasyonlari, Reflotron &lgim
cubuklari kullanilarak, “Accutrend” cihaziyla dl¢ilmuistir. Kan glukozkonsantrasyonu
Accu-Chek Go cihaziyla ol¢iimustir. Plazma total Ostrojen, Estradiol EIA kit

kullanilarak, “Elisa reader ” aletiyle 6lgimlenmigtir

2.2.6. Sigan torakik aortasinin izolasyonu

Go6gus kafesleri acilan siganlarin kanlari alindiktan sonra, kalpleri ¢ikariimis ve
torakik aortalari izole edilmistir. izole aortalar, oksijenlendirilmis Krebs Cozeltisi'nin
bulundugu petri igine alinarak yag ve bag dokularindan temizlenmigtir. 4 mm’lik
halkalar halinde kesilen aortalarin her deneyde ayni segment kullaniimasina dikkat
edilmistir. Aortalarin bir bolumi biyokimyasal analizler igin ayrildiktan sonra kalan
kisimlar, bir ucu énceden 2 g’'lik agirlik asilarak bu agirligin olugturdugu gerimin
saptandigi “izometrik transduser’a, bir ucu da doku tutucu kancaya tespit edilecek
bicimde, icinde Standart Krebs Cdzeltisi bulunan, organ banyosu i¢cine konmustur.
Deney suresince organ banyosunun sicakliginin 37 C olmasi saglanmis ve ¢ozelti
%95 O, - %5 CO, iceren gaz karisimi ile havalandiriimistir. Preparat, ortama uyum
saglamasi igin, 2 g’k agirhgin olusturdugu gerim dizeyine kadar kastirilmis ve 1
saat boyunca, her 15 dakikada bir ortam sivisi yenilenecek bi¢cimde inkiibasyona
birakilmistir. Tim o6lglimler Biopac Systems, Inc. Model MP30 kayit cihazi ve May
GTA 0303 General Transducer Amplifier cihazi aracili§i ile bilgisayarli sisteme kayit

edilmistir. Bu calismalar 8 haftalik deney gruplainda yapilmistir.
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2.27. Sigan mezenterik arterinin izolasyonu

Sicanlar karbon dioksit ile sakrifiye edilerek goglis kafesleri acimis ve kanlari
alinmistir.  Mezenterik arter dallanmasini saptayabilmek ve bununla birlikte
mezenterik arterleri venlerden ayrilabilmek icin torakik-abdominal inen aorta hatt
izlenmistir. Bdylece mezenterik dallanmanin baslangi¢c yeri saptanmistir. Tim
mezenterler barsak dokusu alinmaksizin izole edilmistir. Oksijenlendiriimis Standart
Krebs Cdzeltisi'nin bulundugu petri icine alinanan mezenterik dokunun yag ve bag
dokularindan izolasyonu “Soguk Isikli Lup (Leica)” altinda yapilmistir. Parafinli
petrideki mezenterik doku stirekli olarak her 10 dakikada bir %95 0,-%5 CO, iceren
gaz karigimi ile havalandirilan taze Krebs ¢ozeltisi ile degistiriimistir. Yaklasik olarak
1.7 mm uzunlugundaki mezenter preparati icinden 40 pm c¢apindaki 1. Tel
gegcirilerek multi myograf(610M, Danish Myo Technology, Aarhus,Danimarka) banyo
icine alinarak sabitlenir. Daha sonra 1. tele paralel olacak sekilde 2. bir tel de
gegcirilirek banyonun “transducer” tarafina sabitlenir. Ardindan mikrometrik vida
yardimiyla sabitlenmis iki telin birbirinden ayrilmasi saglanmistir. Deney siresince
organ banyosunun sicakhgi 37° C olmasi saglanarak ve g¢ozelti siirekli olarak %95
O, - %5 CO, iceren gaz karisimi ile havalandiriimigtir. Damarlara gerekli gerim

uygulanmadan 6nce dokunun temiz

leme ve sisteme takilma slresinde maruz kaldigl stresi en aza indirgemek icin
preparatlar 40 dakika inklbe edilmistir. Bu slre sonunda preparatlar 100 mmHg’lik
basinca karsilik gelen gerime toplam 2’ser dakikallk 4 adimda kastiriimistir. 20
dakika boyunca, her 10 dakikada bir Krebs solusyonu degistirilerek inkliibasyona
birakilmistir. Preparatlar stabilize olduktan sonra KCI (80 mM) ve fenilefrin (1 pM)
karigsimiyla uyandirilmistir. Her deney sonrasi preparatlar, bazal degere ulastiktan
sonra 10 dakika sire ile dinlenmeye birakilmigtir. Tim &lglimler Biopac Systems,
Inc. Model MP30 kayit cihazi 1 araciligi ile bilgisayarli sisteme kayit edilmigtir. Bu

calismalar 16 haftalik deney gruplainda yapilmistir.
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2.3. Deneysel Protokol

2.3.1. Kasilma yanitlariyla ilgili deneyler

Bir saatlik inkiibasyon suresinin ardindan, tek doz fenilefrinle (1uM) aortik doku
uyandiriimigtir. Uyandirma dozunun ardindan doku bazal seviye gelene kadar
beklenerek kumdulatif fenilefrin doz-yanit (0.01-10 yM) verirligi incelenmistir. Elde
edilen doz-yanit egrilerinden maksimum kasilmanin %60’inin gergeklestigi doz
(ECs0) saptanmis ve bu doz, sonraki deneylerde, 6n kasilma sadlamak amaciyla
kullaniimigtir. Deney sonunda, yarim saatlik dinlenme suresi boyunca, her 10
dakikada bir dokunun icinde bulundugu c¢oézelti degistirilerek, bazal tonus

saglanmigtir.

Mezenterik arter doku bir saatlik inkiibasyon suresinin ardindan preparatlar
stabilize olduktan sonra, tek doz KCI (80 mM) ve fenilefrin (1 uM) karisimiyla
uyandiriimistir. Uyandirma dozunun ardindan doku bazal seviye gelene kadar

beklenerek kiimdlatif fenilefrin doz-yanit (0.01-10 uM) verirligi incelenmistir.

Mezenterik arterde ER agonistlerin fenilefrinle elde edilen kasiima sinyal-ileti
mekanizmasindaki olusturdugu degisiklikleri saptamak igin damar preparatlari
selektif olmayan ER agonistleri 17B-estradiol (0.1 uM), ER a-agonisti PPT (0.1uM)
ve ERp- agonisti DPN (.1uM) ile 15 dakika inkube edilmigtir. Ardindan preparatlarda

kimalatif fenilefrin doz-yanit (0.01-10 pM) verirligi incelenmistir.

2.3.2. Gevseme yanitlaniyla ilgili deneyler

Aortik preparatlarda endotel varligini saptamak icin tek doz fenilefrin (ECgo dozu) ile
kastirilan damarlara tek doz ACh (1uM) uygulanarak damar gevsemeleri kontrol
edilmistir. ACh gevsemelerinin %70 oldugu preparatlar endotel hasarinin olmadigi

kabul edilerek “endotel bagiml yanitverirlilik” deneylerine alinmistir.
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17B-estradioliin endotel aracili gevseme yanitverirliligini incelemek igin endotel
hasari olmayan preparatlar tek doz fenilefrin (ECg) ile kastiriimistir. Ardindan 17f3-

estradiolle (0.1 pmol- 0.11uM) kiimdulatif doz- yanit verirlilikler degerlendirilmigtir.

17B-estradiolle elde edilen endotel bagimli gevsemelerin sinyal-ileti
mekanizmasindaki degisiklikleri saptamak icin damar preparatlari selektif olmayan
NOS inhibitéri L-NAME (0.1 uM) ile 20 dakika inklibe edilmistir. Ardindan
preparatlar fenilefrinin ECgo dozu ile kastirilarak 17p-estradiolle (0.1 pmol- 0.01uM)
kimalatif doz-yanit verirlilikler incelenmistir. Aorta preparatinda farkli &strojen
reseptor agonistleri (PPT ve DPN) kullanilarak endotel bagimli gevsemeleri ve
sinyal ileti mekanizmalarindaki degisiklikler de degerlendirilmistir. Tek doz fenilefrin
(ECeo) ile kastirilan preparatlar ER a-agonisti PPT (0.1 pmol- 0.1uM) ve ERB-

agonisti DPN (0.1 pmol- 0.1uM) ile elde edilen gevseme yanitlari incelenmisgtir.

2.4. Hesaplamalar ve istatistiksel Analizler

Grup isimleri, kontrol (K), ovariektomize (O) diabetik (D), diabetik ovariektomize
(OD), ostrojen tedavili ovariektomize (OE), 6strojen tedavili diabetik ovariektomize
(ODE) olarak kisaltilmistir. Calisma sonucu elde edilen bulgular ortalamalar +
standart hatalariyla birlikte gdsterilmistir. Damar yanitlarinin degerlendiriimesinde
deney gruplarinin birbirinden farklarinin istatistiksel analizi, tekrarlanan élgtimler igin
iki yonli ANOVA ve sonrasinda Student Newman-Keuls ya da Bonferroni-
posttestleri uygulanmistir. istatistiksel analizler *P<0.05, **P<0.01 ve ***P<0.001

anlamlilik dizeylerinde degerlendirilmistir.

Dokularin, kullanilan agoniste karsi duyarliiginin belirlenmesi amaciyla
kimulatif  konsantrasyon-yanit  edrilerine  uygulanan dogrusal regresyon
analizlerinden pD, de@erleri hesaplanmigtir. Agonistlerin maksimal gevseme
yanitlari ve agonistlerin pD, degerleri arasindaki farkin anlamlilik derecesinin
belirlenmesi icin tek yonld ANOVA ve sonrasinda Bonferroni-post testi
uygulanmistir. Deney sonuglari istatistiksel analiz ve grafik gosterimlleri igin

Graphpad Prism 5 Demo programi kullaniimigtir.
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3. BULGULAR

3.1. Beden ve Organ Agirhiklari

3.1.1. Beden agirhigi

8 hafta sonunda kontrol (K), ovariektomize (O), diabetik (D), ovariektomize diabetik
(OD), ostrojen tedavili ovariektomize (OE) ve 6strojen tedavili ovariektomize diabetik
(ODE) gruplardan alinan beden agirligi degerleri Sekil 3.2 de gosterilmistir. K,
19315,5 (9); O, 244+47,2 (13); D, 200+27 (5); OD, 199+14 (7); OE, 238+15,9 (10);
ODE, 199+14(7). 8 hafta sonunda. ovariektomize ve 6strojen tedavili gruplarin diger
gruplara gbre belirgin oranda arttigi saptanmistir.16 hafta sonunda ise K,
216,7+4,22 (6); O, 230+6,32 (5); D 201,6+4,35(7); OD 178,2+7,2 (6); OE
256,7+10,85 (6); ODE 218,8+12,91 (4) 16 hafta sonunda &strojen tedavili
ovariektomizeli grubun diger gruplara gére belirgin oranda arttigi ve ovariektomizeli

diabetik grubun diger gruplara goére belirgin oranda azaldigi saptanmistir.
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Sekil 3.2 Tdm gruplarin 8(A) ve 16 (B) hafta sonundaki beden agirhdi ortalalamalari+

standart hata olarak gdsterilmigtir. Kontrol gruba gore istatistiksel farkhhklar *, p< 0.5,
**p<0.01, derecesinde gosterilmistir.
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3.1.2. Uterus agirhgi

8 hafta sonunda kontrol (K), ovariektomize (O), diabetik (D), ovariektomize diabetik
(OD), ostrojen tedavili ovariektomize (OE) ve dstrojen tedavili ovariektomize diabetik
(ODE) gruplardan alinan uterus agirliklarinin beden agirhigina oranlanmasiyla
(UA/BA) elde edilen degerler Sekil 3.3 de gosterilmigtir. Oranlar, Ortalama + SD
olarak tanimlanmis ve n sayilari parantez iginde verilmigtir. K, 0,25+£0,02 (9); O,
0,06+0,005 (12); D, 0,09+0,03 (5); OD, 0,080,016 (7); OE, 0,1+0,02 (10); ODE,
0,1+£0,05 (7). 8 hafta sonunda ovariektomize ve &strojen tedavili gruplarin diger
gruplara goére belirgin oranda arttigi saptanmistir. Beklendigi gibi ovariektomi yapilan
batin gruplarda UA/BA orani kontrol gruba goére belirgin olarak azalmistir. Ancak
Ostrojen tedavili gruplarda UA/BA orani kontrollere bir dl¢clide yaklasmis olsa da

tedavi uterus blyukliguni kismen dizeltmistir.
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Sekil 3.3 8 hafta sonunda tim gruplarin UA/BA (uterus agirliklarinin beden agirligina

oranlanmasi) ortalalamalari + standart hata olarak gdsterilmigtir. Kontrol gruba gore
istatistiksel farkliliklar **p<0.01, ***, p<0.001 derecesinde gdsterilmistir.
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3.1.3. Kalp agirhgi

8 hafta sonunda kontrol (K), ovariektomize (O), diabetik (D), ovariektomize diabetik
(OD), ostrojen tedavili ovariektomize (OE) ve dstrojen tedavili ovariektomize diabetik
(ODE) gruplardan alinan kalp agirliklarinin beden agirligina oranlanmasiyla (KA/BA)
elde edilen degerler Sekil 3.4 de gdésterilmigtir. Oranlar, Ortalama + SD olarak
tanimlanmis ve n sayilari parantez i¢inde verilmistir. K, 0,40+0,03(4); O, 0,33+0,005
(12); D, 0,38+0,03(5); OD, 0,40+0,016(7); OE, 0,33+0,005 (10); ODE, 0,46 +0,04(5).
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Sekil 3.4 Tam gruplarin 8 hafta sonundaki KA/BA (kalp agirliklarinin beden agirhigina

oranlanmasi)ortalalamalari + standart hata olarak gosterilmistir. Kontrol gruba gére herhangi
bir istatistiksel farklilik gézlenmemisgtir.



63

3.1.4. Karaciger agirhigi

8 hafta sonunda kontrol (K), ovariektomize (O), diabetik (D), ovariektomize diabetik
(OD), ostrojen tedavili ovariektomize (OE) ve dstrojen tedavili ovariektomize diabetik
(ODE) gruplardan alinan karaciger agirliklarinin beden agirhigina oranlanmasiyla
(KCA/BA) elde edilen degerler Sekil 3.5 de gdsterilmigtir. Oranlar, Ortalama £ SD
olarak tanimlanmis ve n sayilari parantez icinde verilmistir. K, 0,03861+0,0027 (9);
O, 0,034+ 0,00065 (11); D, 0,042 + 0,0040 (4); OD, 0,048+ 0,0061 (6); OE,
0,046+0,0025 (10); ODE, 0,044 +0,0075 (7). Gruplar arasinda KCA/BA oranlarinda

istatistiksel farklilik bulunmamistir.

0.06

0.02
0.00
Sekil 3.5 Tdm gruplarin 8 hafta sonundaki KCA/BA (karaciger agirliklarinin beden

agirhdina oranlanmasi) ortalalamalar + standart hata olarak gdsterilmistir. Kontrol gruba
goOre istatistiksel farkhlik bulunmamistir.
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3.2. Biyokimyasal Bulgular

3.21. Plazma glukoz diizeyi

8 hafta sonunda kontrol (K), ovariektomize (O), diabetik (D), ovariektomize diabetik

(OD), 6strojen tedavili ovariektomize (OE) ve 6strojen tedavili ovariektomize diabetik

(ODE) gruplardan alinan kanlarda Sekil 3.6 de gosterilmistir. Oranlar, Ortalama +

SD olarak tanimlanmis ve n sayilari parantez iginde verilmistir. K, 78+1.4 (7); O,
97+3.2 (13); D, 450146 (5); OD, 360+28 (8); OE, 100t4.4 (10); ODE, 32077 (6).

Diabetik, Ovariektomize diabetik ve dstrojen tedavili ovariektomize diabetik gruplarin

plazma glukoz duzeyleri diger gruplara goére belirgin olarak ytiksek bulunmustur.
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Sekil 3.6
gOsterilmigtir.
gOsterilmigtir.
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Tdm gruplarin plazma glukoz dizeyleri ortalama + standart hata olarak
Kontrol gruba gdre istatistiksel farkhlklar, ***p<0.001 duzeylerinde
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3.2.2. Plazma 6strojen duzeyi

8 hafta sonunda Kontrol (K), Overektomize (O), Diabetik (D), Overektomize diabetik
(OD), ostrojen tedavili overektomize (OE) ve 6strojen tedavili overektomize diabetik
(ODE) gruplardan alinan kanlardan olcllen &strojen dizeyleri Sekil 3.7 de
gOsterilmistir. Oranlar, Ortalama * SD olarak tanimlanmis ve n sayilari parantez
icinde verilmistir. K, 76,819.8 (4); O, 22.25+2.25 (4); D, 66.0£14.43 (4); OD,
30.0£2.88 (5); OE, 57.51£9.77 (4); ODE, 48+4.89 (5). Kontrol, Diabetik ve dstrojen
tedavili ovariektomize gruplarin plazma 6&strojen dizeyleri diger gruplara goére

belirgin olarak ylksek bulunmustur.
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Sekil 3.7 Tam gruplarin plazma estradiol dizeyleri ortalama * standart hata olarak

gosterilmistir. Kontrol gruba goére olan istatistiksel farkhliklar **p<0.01, dlzeylerinde
gOsterilmistir.
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3.2.3. Plazma trigliserid duzeyi

8 hafta sonunda kontrol (K), ovariektomize (O), diabetik (D), ovariektomize diabetik
(OD), ostrojen tedavili ovariektomize (OE) ve estradiol tedavili ovariektomize
diabetik (ODE) gruplardan alinan kanlardan 6lgulen trigiliserid duzeyleri Sekil 3.8 de
gOsterilmistir. Oranlar, Ortalama * SD olarak tanimlanmis ve n sayilari parantez
icinde verilmigtir. K, 73+7,93(3); O, 56,419, (13); D, 103,2+14,89(4); OD,
81,4+11,83(5); OE, 158,5+11,06(4); ODE, 180,8+24,86(5). Ostrajen tedavili
ovariektomili diabetik grubun plazma trigliserid dizeyleri 6strojen tedavisi almayan
diger tim gruplardan yiiksek bulunmustur. Ostrojen tedavili ovariektomili (OE)
grubun trigliserid dizeyleri de ovariektomili (O) gruba gére anlamli olarak artmistir.

Ostrojen tedavisi trigliserid diizeylerini arttirmaktadir.
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Sekil 3.8 Tdm gruplarin plazma ftrigliserid diizeyleri ortalama + standart hata olarak

gOsterilmistir. Kontrol gruba goére olan istatistiksel farkliliklar *p< 0.5, **p<0.01 diizeylerinde
gOsterilmigtir
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3.24. Plazma YDL-kolesterol diizeyi

8 hafta sonunda kontrol (K), ovariektomize (O), diabetik (D), ovariektomize diabetik
(OD), ostrojen tedavili ovariektomize (OE) ve estradiol tedavili ovariektomize
diabetik (ODE) gruplardan alinan kanlardan o&l¢ilen YDL-kolesteroltrigiliserid
dizeyleri Sekil 3.9 de gdsterilmistir. Oranlar, Ortalama + SD olarak tanimlanmig ve n
sayilari parantez icinde verilmistir. K, 48.2+2.42(7); O, 42.3+2.3(7); D, 29.4+1.9(7);
OD, 28+2.67(4); OE, 50.3+2.15(7); ODE, 41.8+2.82(7). Ostrojen tedavisi almayan
diabetik gruplarda (D ve OD gruplari) YDL kolesterol duzeyleri diger gruplara goére
anlaml olarak disuk bulunmustur. Ovariektomi YDL-kolesterol dizeyleri lzerinde
etkisizdir ve &strodiol tedavisi diabetin neden oldugu YDL-kolesteroldeki dismeyi

hemen hemen kontrol dizeylere getirmektedir.
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Sekil 3.9 Tdm gruplarin plazma YDL duzeyleri ortalama * standart hata olarak

*kk

gOsterilmistir. Kontrol gruba goére olan istatistiksel farkliliklar
gOsterilmigtir

p<0.001 duzeylerinde
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3.2.5. Plazma total kolesterol duzeyi

8 hafta sonunda kontrol (K), ovariektomize (O), diabetik (D), ovariektomize diabetik
(OD), ostrojen tedavili ovariektomize (OE) ve estradiol tedavili ovariektomize
diabetik (ODE) gruplardan alinan kanlardan o&l¢ilen YDL-kolesteroltrigiliserid
dizeyleri Sekil 3.10 de gdsterilmigtir. Oranlar, Ortalama + SD olarak tanimlanmis ve
n sayilari parantez icinde verilmigtir. K, 63+6,2(5); O, 63+4,4(5); D, 70,50+£17.03(4);
OD, 60+7,2(5); OE, 71+3,8(5); ODE, 75+6,9(5). Total kolesterol diuzeyleri gruplar

arasida istatistiksel farklilik gdéstermemektedir.
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Sekil 3.10 Tdm gruplarin plazma total kolesterol diizeyleri ortalama * standart hata

olarak gdsterilmigtir. Kontrol gruba goére istatistiksel farkhilik bulunmamistir.
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3.3. izole Sigan Aort Preparatindaki Doz-Yanitverirlilik Deneyleri

3.3.1. ERa-reseptor agonisti PPT ve ERB-reseptor agonisti DPN’nin

178 estradiolle karsilastirilan gevseme yanitlari

Kontrol (K), ovariektomize (O), diabetik (D), ovariektomize diabetik (OD), &strojen
tedavili ovariektomize (OE) ve d&strojen tedavili ovariektomize diabetik (ODE)
sicanlardan alinan aortik preparatlarda tek doz fenilefrinle kastiriip PPT ve DPN ile
gevsetilmistir. PPT ve DPN’ nin gevseme yanitlari 17 estradiolle birlikte verilerek
dogal agoniste goére Ustlnliklerinin olup olmadigi degerlendirilmistir. Her grupta 3
agonistin gevseme profillerinin istatististikleri 173 estradiol ve PPT'ye gore
karsilastirimistir. Ote yandan 178 estradiol tedavisinin degisen yanitverirlilikleri ne
Olclde etkiledigi de degerlendiriimigtir. Bdylece hem tedavinin etkinligi hem de
agonistlerin  Ustanltga ile ilgili sonuclar birbirilerine veya dogal agoniste gore

Ustunltkleri degerlendirebilecegimiz veriler elde edilmigtir.
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3.3.1.1. Kontrol gruplarda PPT ve DPN’nin 178 estradiolle

karsilastirilan gevseme yanitlari

Fenilefrinle kastirilan aort preparatinda ERa- agonisti PPT ve ERB- agonisti DPN ile
elde edilen kimdalatif doz-yanit egrileri Sekil 3.11° de gdsterilmistir Sirasiyla %
maksimal yanit verirlilik olarak bulunmustur. Degerleri K, 24+0,96, K-PPT
29,6210,54 ve K-DPN 1710.36. Dogal agonistin verdigi maksimal yanita gére diger
agonistlerin olusturdugu yanitverirlilikler doz-yanit grafigine gémulmustir (bar
grafikleri). Birgcok dozda PPT ile elde edilen gevsemenin hem dogal agoniste hem de
DPN’ye gore belirgin olarak daha fazla oldugu bulunmustur. Kontrol aortasinda
PPT’nin en fazla (% 123.4+ 3) DPN’nin (%70.83+1.52) ise en az yanit olusturan

agonist oldugu saptanmistir.
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Sekil 3.11 Kontrol aort preparatinda 17f3 estradiolle gére PPT ve DPN ile elde edilen
gevsemelere iliskin doz-yanit egrileri. Grup isimlerinin yanindaki parantezler (n) sayisini
gostermektedir. *p< 0.5, *** p<0.001; Kontrol gruba gore farkliliklari géstermektedir.



71

3.3.1.2. Ovariektomize gruplarda PPT ve DPN'nin 17
estradiolle karsilastirilan gevseme yanitlari

Fenilefrinle kastirilan ovariektomize aort preparatinda ERa- agonisti PPT ve Er§-
agonisti DPN ile elde edilen kumulatif doz-yanit egrileri Sekil 3.12" de gdsterilmistir
Sirasiyla % maksimal yanit verirlilik degerleri, O, 16,6+0,42, O-PPT 18+0,53 ve O-
DPN 6,7+1.0. Dogal agonistin verdigi maksimal yanita gore diger agonsitlerin
olusturdugu yanitverirlilikler doz-yanit grafigine gomuilmustir (bar grafikleri).
Beklendigi gibi ovariektomize gruptan elde edilen maksimal gevseme yanitlarinin
kontrollere gore yari yariya azaldi§i belirlenmistir. Ote yandan, PPT (% 108.3+3.23)
ile elde edilen maksimal gevseme yanitlari dogal agoniste gore belirgin farklilik
gostermemektedir. DPN (%58,17+6.02) ile elde edilen maksimal yanit ise dogal

agoniste gore belirgin oranda azalmistir.
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Sekil 3.12 Ovariektomize grubun aort preparatinda 17§ estradiolle gére PPT ve DPN
ile elde edilen gevsemelere iligkin doz-yanit egrileri. Grup isimleri yanindaki parantezler (n)
sayisini gostermektedir. **p<0.01, ***p<0.001; Kontrol gruba gore farkliliklari géstermektedir.
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3.3.1.3. Diabetik gruplarda PPT ve DPN’nin 178 estradiolle

karsilastirilan gevseme yanitlari

Fenilefrinle kastirilan diabetik preparatlarda ERa- agonisti PPT ve Er3- agonisti DPN
ile elde edilen kimulatif doz-yanit egrileri Sekil 3.13’ de gdsterilmistir Sirasiyla %
maksimal yanit verirlilik degerleri, D, 16,0+1.08, D-PPT 19,64+0,94 ve D-DPN
12,0£1.41. Dogal agonistin verdigi maksimal yanita gdre diger agonistlerin
olusturdugu yanitverirlilikler olarak doz-yanit grafigine gémulmustar (bar grafikleri).
Diabetik grupta da maksimal gevseme vyanitlari kontrollere oranla yari yariya
azalmistir. Ote yandan, PPT (%122.7+ 5.89) ile elde edilen maksimal gevseme
yanitlari dogal agoniste gore bir dlgiide artmis goriinse de bu artis istatistiksel bir
anlamhilik géstermemektedir. DPN’ nin (%75+8.84) bu grupta da en az gevseme

olusturan agonist oldugu saptanmistir.
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Sekil 3.13 Diabetik aort preparatinda 17 estradiolle gére PPT ve DPN ile elde edilen
gevsemelere iliskin doz-yanit egrileri. Grup isimlerinin yanindaki parantezler (n) sayisini
gostermektedir **p<0.01,*** p<0.001; Kontrol gruba gore farkllk, lari géstermektedir.
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3.3.1.4. Ovariektomize diabetik gruplarda PPT ve DPN’nin 178

estradiolle karsilagtirilan gevseme yanitlari

Fenilefrinle kastirilan ovariektomize diabetik grubun aort preparatinda ERa- agonisti
PPT ve ERB- agonisti DPN ile elde edilen kimulatif doz-yanit egrileri Sekil 3.14’ de
gOsterilmistir Sirasiyla %maksimal yanit verirlilik degerleri, OD, 8,5+0.64 , OD-PPT
9,0£0,5 ve OD-DPN 7,0+0.78. Dogal agonistin verdigi maksimal yanita gére diger
agonistlerin olusturdugu yanitverirlilikler doz-yanit grafigine gdmualmustir (bar
grafikleri). OD grupta maksimal gevseme yanitlari K’ ye oranla belirgin olarak; O ya
da D grubuna gore ise yari yariya azaldi§i saptanarak ovariektomi ve diabetin
birlikte bulunmasi gevseme yanitlarinin bozulmasi agisindan sinerjistik bir etki
olusturmustur. Ote yandan, DPN ile elde edilen maksimal gevseme yanitlari PPT’ ye
gore bazi dozlarda istatistiksel olarak farkli bulunsa da her ¢ agonistin birbirlerine
gore belirgin bir Ustinligl bulunmamaktadir. PPT (105.9+6.44) ve DPN
(82.35+9.17)).
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Sekil 3.14 Ovariektomize Diabetik gruplarin aort preparatinda 17 estradiolle gére
PPT ve DPN ile elde edilen gevsemelere iliskin doz-yanit egrileri. Grup isimlerinin yanindaki
parantezler (n) sayisini géstermektedir. K- grubuna gére farkliliklar bulunmamaktadir
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3.3.1.5. 178 estradiol tedavili ovariektomize gruplarda PPT ve

DPN’nin 178 estradiolle karsilastirilan gevgseme yanitlari

Fenilefrinle kastirilan 17 estradiol tedavili ovariektomize grubun aort preparatinda
ERa- agonisti PPT ve ERB- agonisti DPN ile elde edilen kimdulatif doz-yanit egrileri
Sekil 3.15 de gosterilmistir Sirasiyla % maksimal yanit verirlilik degerleri, OD,
16+0.93, OD-PPT 18,20+1,14 ve OD-DPN 17,0+0.71. PPT (113.847.16) ve DPN
(106.3+4.46) maksimal yanitlari dogal agoniste gore farklihk géstermemektedir (Bar
grafikleri). Tedaviden sonra PPT ve 173 estradiol yanit verirliliklerinin tedavi
ediimemis O grubuna gdre neredeyse ayni diizeyde oldugu bulunmustur. Ote
yandan DPN ile elde edilen maksimal gevseme yaniti, kontrollerde DPN ile elde
edilen yanitlar ayni diizeydedir. Ne var ki, DPN kontrollerde en az yaniti olusturan
agonist oldugundan tedavi edilen ovariektomize grupta DPN yanitindaki dizelme

diger agonistler gézéniine alindiginda énemli bir etkinlik olusturmamaktadir.
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Sekil 3.15 1783 estradiol tedavili ovariektomize grubun aort preparatinda 17 estradiole

gore PPT ve DPN ile elde edilen gevsemelere iliskin doz-yanit egrileri. Grup isimlerinin
yanindaki parantezler (n) sayisini géstermektedir. ***p<0.001; Kontrol gruba gore farkhliklari
gOstermektedir.
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3.3.1.6. 178 estradiol tedavili ovariektomize diabetik gruplarda PPT

ve DPN’nin 17 estradiolle karsilagtirmali gevseme yanitlari

Fenilefrinle kastinlan 173 estradiol tedavili ovariektomize diabetik grubun aort
preparatinda ERa-agonisti PPT ve Er3- agonisti DPN ile elde edilen kiimulatif doz-
yanit egrileri Sekil 3.16° da gdsterilmistir Sirasiyla maksimal yanit verirlilikler, ODE
20+£0.816, ODE-PPT 19,14+3,4 ve ODE-DPN 10,6+1.22. Dogal agoniste gére PPT
(101.1£4.29) ve DPN (113.1£0.88)'nin olusturdugu maksimal yanitverirlikler
arasinda farkhlik yoktur (bar grafikleri). Tedavi sonrasinda ODE grubunda 178
estradiol, PPT ve DPN ile elde edilen yanitverirlilikler tedavi ediimeyen O ve D

gruplarina goére belirgin farklilik géstermemektedir.
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Sekil 3.16 178 estradiol tedavili ovariektomize diabetik grubun aort preparatinda 173
estradiole gore PPT ve DPN ile elde edilen gevsemelere iliskin doz-yanit egrileri Grup
isimlerinin yanindaki parantezler (n) sayisini gostermektedir. *p< 0.5, ***p<0.001; Kontrol
gruba gore farkliliklari goéstermektedir.
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3.3.2. ER’ler agonistleri 178 estradiol, PPT, DPN aracili gevsemeler

Kontrol (K), ovariektomize (O), diabetik (D), ovariektomize diabetik (OD), &strojen
tedavili ovariektomize (OE) ve 0Ostrojen tedavili ovariektomize diabetik (ODE)
sicanlardan alinan aortik preparatlarda tek doz fenilefrinle kastirilip Erof3 agonisti
17B-estradiol, Era. agonisti-PPT ve Erf3 agonisti DPN ile gevsetilmistir. Era3 agonisti
17B-estradiol olusturan yizde maksimal aortik gevsemeler yiz olarak kabul
edilmistir. PPT ve DPN olusturan ylzde maksimal aortik gevsemeler 173-estradiole
gore oranlanarak Sekil 3.17°'de gosterilmistir. Her grup kendisi igerisinde
karsilastirilmistir. Yizde maksimal aortik gevsemeler ortalama * standart hata
olarak sirasiyla K;; % 24+0.96, O; %16.6+0.42; D; %16+1.08, %OD; 8.5+0.44, OE,
%16+0.93, ODE, %20+0.82. K grubunda PPT olusturan gevseme 17(3-estradiolle
olusturulan gevsemeye gore %20 oraninda daha fazla, DPN de %15 oraninda az
olusmustur. O grubunda PPT ve 17B-estradiol yaklasik K 17B-estradiol grubuna
gore %30 azalmada benzerlik gostermistir ve DPN ile olugsan gevseme %65
oraninda azalmistir. D grubunun maksimal gevsemeleri 173-estradiol K'ye oranla
yaklasik % 25; PPT, 17B-estradiol ve DPN ile %50 oraninda azalmistir. OD
grubunda K’e oranla 17p-estradiol, PPT ve DPN ile %65 oranda maksimal azalma
go6zlenmistir. Ovariektomize disi sicanlarina uygulanan 06strojen tedavisinden sonra
yanitlar K dizeyine donmemistir, selektif ve non selektif agonistler kendi aralarinda
benzerlik gdstermistir. ODE K'ye goére %10;17B-estradiol, %5; PPT %50 DPN

oraninda azalmistir.
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Sekil 3.17 Tdm gruplardan alinan aortik preparatlari o, reseptér agonisti fenilefrinle
kastirilarak ER a ve B--reseptdr agonisti 17 estradiol, ER a agonisti -PPT ve ERp- reseptor
agonisti -- DPN (0.1 pmol-0.1 pM) gevsemeleri incelenmistir. Maksimal bir doza verilen
gevseme yaniti ortalama + standart hata seklinde verilmistir. 17 estradiol gére her grupta
kendi igerisinde olusan istatistiksel farkhliklar *p< 0.5, **p<0.01, ***p<0.001 dizeylerinde

gOsterilmigtir.
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3.3.3. Kontrol grubunda L-NAME varliginda 178 estradiol

gevsemeleri

178 estradiolin damar endotelinde nitrik oksit aracili gevseme mekanizmasini
gOsterebilmek icin kontrol sigan aortik preparatlari 20 dakika L-NAME (0.1 uM) ile
inkiibe edilmis ve tek doz fenilefrinle kastirihp 173 estradiolle gevsetilmistir.
Maksimal aortik gevsemeler sirasiyla K; % 24 + 0.96, K-L-NAME, %5.26 + 2.033. L-
NAME inklibasyonu sonrasinda kontrol gruplardaki gevsemelerin yaklasik %80 inin
ortadan kaybolmasi 173 estradioliin gevsemelerinin aortik preparatlarda NO aracili

olarak gercgeklestigi gosterilmistir.

110
—= K(6)
—=— K+L-Name (3)
100
%)
g
o 90
[«})
o
S
80
7914 -12 -10 -8 -6

log [E;] (M)

Sekil 3.18 Kontrol aortik preparatlarda 17f estradiolle L-NAME inkiibasyonu dncesi ve
sonrasinda elde edilen % gevsemeler. Gruplar arasindaki istatistiksel farkhliklar ***p<0.001
dizeyinde goésterilmistir.
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3.3.4. Kontrol grubunda L-NAME varliginda PPT gevsemeleri

PPT damar endotelinde nitrik oksit aracili gevseme mekanizmasini gosterebilmek
icin kontrol sican aortik preparatlari 20 dakika L-NAME (0.1 uM) ile inkiibe edilmis
ve tek doz fenilefrinle kastirilip PPT ile gevsetilmistir. Maksimal aortik gevsemeler
sirasiyla K; % 29.22 + 0.96, K-L-NAME, %9.57 + 1.70 L-NAME inkubasyonu
sonrasinda kontrol gruplardaki gevsemelerin yaklasik %80 inin ortadan kaybolmasi
PPT gevsemelerinin aortik preparatlarda NO aracili olarak gergeklestigi

gOsterilmistir.

110
—— K(6)
—— K+L-Name (3)
100
*k% %%k
© 90
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70
6914 -12 -10 -8 -6

log [PPT] (M)

Sekil 3.19 Kontrol aortik preparatlarda PPT ile L-NAME inkiibasyonu oncesi ve
sonrasinda elde edilen % gevsemeler. Gruplar arasindaki istatistiksel farkhlklar **p<0.01,
***p<0.001 dizeylerinde gosterilmistir.
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3.3.5. Kontrol grubunda L-NAME varliginda DPN gevsemeleri

DPNnin damar endotelinde nitrik oksit aracii gevseme mekanizmasini
goOsterebilmek icin kontrol sigan aortik preparatlari 20 dakika L-NAME (0.1 uM) ile
inkiibe edilmis ve tek doz fenilefrinle kastirilip DPN ile gevsetilmistir. Maksimal aortik
gevsemeler sirasiyla K; % 17.00 £+ 0.36, K-L-NAME, %10.32 + 1.99 L-NAME
inkiibasyonu sonrasinda kontrol gruplardaki gevsemelerin yaklasik %50 inin ortadan
kaybolmasi DPN gevsemelerinin aortik preparatlarda NO aracili olarak gerceklestigi

gOsterilmistir.

110
—- K (6)
—— K+L-Name (3)
100 *kk
q, *k%k
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@ 90
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log [DPN] (M)

Sekil 3.20 Kontrol aortik preparatlarda DPN L-NAME inkibasyonu ©ncesi ve
sonrasinda elde edilen % gevsemeler. Gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar ***p<0.001
dizeyinde goésterilmistir.
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3.4.izole Sigan Mezenterik Arter Preparatindaki Doz-Yanitverirlilik

Deneyleri

3.4.1. Mezenterik arterde fenilefrin doz-yanit verirlilikleri

Batin gruplarin mezenter arter preparatlarindaki a4-reseptér agonisti fenilefrinle
kimulatif doz-yanit verirlilikleri incelenmistir Sekil 3.21 Diabetik grubun doz-yanit
egrisinin sola dogru (pD.:Diabet, 6.62; Kontrol, 6, 32) belirgin olarak kaydigi
bulunmustur. Diabetik ovariektomize grubun doz-yanit egrisinin ise belirgin olarak
saga dogru kaydigi (6.13) ve 17f estradiol tedavisi sonrasinda ise bu kaymanin
dizeldigi saptanmistir (6.38). Ovariektomize grubun doz-yanit egrisi sola dogru
belirgin bir kayma gostermese de (6.40) 178 estradiol tedavisi sonrasinda bu

kaymanin belirginlestigi belirlenmistir (6.52).

K (6) 6,32 + 0,06

100 o (5) 6,40+ 0,04 # $
D (7) 6,62+ 0,04 ***
oD (7) 6,13 + 0,04 #iH#
OE (5) 6,52 £ 0,05 $$$
ODE (5) 6,38 £ 0,05 #; $$

8§ s0
g
K —=— OD
O —=— OE
D —= ODE
0
-85 -80 -75 -70 65 -6.0 -55 -50 -45 -40
log [fenilefrin] (M)
Sekil 3.21 Mezenter arter preparatinda a1-reseptor agonisti fenilefrinle elde edilen doz-

yanit edrileri. Fenilefrine iliskin pD2 degerleri ve istatistiksel farkhliklar grafik icine
gémulmugtdr. Deney sayilari grup kisaltmalarinin yaninda parantez iginde gdsterilmistir.
istatistiksel farkliliklar kontrol (*), diabet (#) ve diabetik-ovariektomize gruba ($) gére
tanimlanarak anlamlilik dereceleri *p< 0.5, **p<0.01, ***p<0.00, 1 seklinde belirtiimistir.
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3.411. Kontrol grupta 178 estradiol, PPT ve DPN varliginda

fenilefrin doz-yanit verirlilikleri

Kontrol grubun mezenter arter preparatlari 0.1uM’ ar 173 estradiol, PPT ve DPN’le
15 dakika inklbe edilerek as-reseptor agonisti fenilefrinle doz-yanit verirlilikleri
incelenmistir Sekil 3.22. inkiibasyon sonrasinda 17 estradiol ve PPT doz-yanit
egrileri belirgin olarak saga kayarken maksimal yanitverirlilikler arasinda herhangi
bir farkhlik gézlenmemistir. 173 estradiol ve PPT inkUbasyonuyla elde edilen
fenilefrin doz-yanit egrilerinin pD2 degerlerinin kontrollere gore istatistiksel olarak

farkl oldugu bulunmustur.

100

X K (6) 6,32 + 0,06

g 50| (*PPT(E) 58+ 0,18*

= K+DPN (6)  6,29%0,16

g K+E2 (5) 5,80 +0,11%*

ES

0 . - K —— K+DPN
—— K+PPT —— K+E,

90 -85 -80 -75 -70 -6.5 -6.0 -55 -50 -45 -4.0
log [fenilefrin] (M)

Sekil 3.22 Kontrol mezenter arter preparatinda 173 estradiol, PPT ve DPN
inklibasyonu ardindan as-reseptor agonisti fenilefrinle elde edilen doz-yanit egrilerine iliskin
pD, degerleri ve istatistiksel farkliliklar grafik igine gdmuilmustir. Deney sayilar (n) grup
kisaltmalarinin yaninda parantez iginde gdsterilmistir. Istatistiksel farkliliklar kontrollere
(Ostrojen reseptdr agonistiyle inkiibe edilmeyen) gore tanimlanarak anlamlilik dereceleri *p<
0.5, **p<0.01, ***p<0.00, 1 seklinde belirtiimigtir.
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3.41.2. Ovariektomize grupta 17 estradiol, PPT ve DPN varlhiginda

fenilefrin doz yanit verirlilikleri

Ovariektomize grubun mezenter arter preparatlari 0.1uM’ar 178 estradiol, PPT ve
DPN’ le 15 dakika inkube edilerek as-reseptor agonisti fenilefrinle doz-yanit
verirlilikleri incelenmistir Sekil 3.23. inkiibasyon sonrasinda PPT doz-yanit egrisi
belirgin olarak sada kayarken maksimal yanitverirlilikler arasinda herhangi bir
farklihk gézlenmemistir. PPT varliginda fenilefrin doz-yanit egrilerinin pD, degeri
kontrollere gore istatistiksel olarak farkli bulunmustur. 178 estradiol ve DPN
varliginda elde edilen pD, degerleri arasinda ise kontrollere gore farklilik

saptanmamigtir.

100 .
o. O (5) 6,4040,05
& *kk
E 50| 0+PPT(4) 5,790,09
'Q O+DPN (5) 6,08+0,16
X O+ E2 (4) 6,13+0,14
N
0 i - 0 —— O+DPN
—— O+PPT —=— O+E,

90 -85 -80 -75 -70 -65 -6.0 -55 -50 -45 -4.0
log [fenilefrin] (M)

Sekil 3.23 Ovariektomize mezenter arter preparatinda 0.1uM’ ar 173 estradiol, PPT ve
DPN inkiibasyonu ardindan a;-resepttr agonisti fenilefrinle elde edilen doz-yanit egrilerine
iliskin pD, degerleri ve istatistiksel farkhliklar grafik icine géomulmdistir. Deney sayilari (n)
grup kisaltmalarinin yaninda parantez iginde gosterilmistir. istatistiksel farkhliklar kontrollere
(Ostrojen reseptdr agonistiyle inkiibe edilmeyen) gore tanimlanarak anlamlilik dereceleri *p<
0.5, **p<0.01, ***p<0.00, 1 seklinde belirtiimistir.
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3.41.3. Diabetik grupta 178 estradiol, PPT ve DPN varliginda
fenilefrin doz-yanit verirlilikleri

Diabetik grubun mezenter arter preparatlari 0.1uM’ ar 17§ estradiol, PPT ve DPN’ le
15 dakika inklbe edilerek as-reseptor agonisti fenilefrinle doz-yanit verirlilikleri
incelenmistir Sekil 3.24. inkiibasyon sonrasinda 17 estradiol ve PPT doz-yanit
egrisi belirgin olarak saga kayarken maksimal yanitverirlilikler arasinda bir farklilik
g6zlenmemigtir. 178 estradiol ve PPT varlidinda fenilefrin doz-yanit egrilerinin pD,
degerleri kontrollere gore istatistiksel olarak farkli bulunmustur. DPN varliginda elde

edilen pD, degerleri ise kontrolere goére farklilik gdstermemistir.

100 =

Q D (7) 6,62+0,04
©
E gl D+PPT(6) 6,37:0,04*
F D+DPN (7)  6,61%0,09
< D+E2 (7) 6,28+0,08**
N
o
0 - D —— D+DPN

—o— D+PPT —o— D+E2

90 -85 -80 -75 -70 -6.5 -6.0 -55 -50 -45 -4.0
log [fenilefrin] (M)

Sekil 3.24 Diabetik mezenter arter preparatinda 0.1uM’ ar 17 estradiol, PPT ve DPN
inkiibasyonu ardindan a,-reseptdér agonisti fenilefrinle elde edilen doz-yanit egrilerine iliskin
pD, degerleri ve istatistiksel farkliliklar grafik igine gémuilmustir. Deney sayilar (n) grup
kisaltmalarinin yaninda parantez iginde gosterilmigtir. istatistiksel farkliliklar kontrollere
(Ostrojen reseptor agonistiyle inkiibe ediimeyen) gore tanimlanarak anlamlilik dereceleri *p<
0.5, **p<0.01, seklinde belirtilmigtir.
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3.414. Ovariektomize diabetik grupta 178 estradiol, PPT ve DPN
varlhiginda fenilefrin doz yanit verirlilikleri

Diabetik-ovariektomize grubun mezenter arter preparatlari 0.1uM’ ar 173 estradiol,
PPT ve DPN’ le 15 dakika inklibe edilerek as-reseptor agonisti fenilefrinle doz-yanit
verirlilikleri incelenmistir Sekil 3.25. inkiibasyon sonrasinda 17B estradiol ve PPT
doz-yanit egrisi belirgin olarak saga kayarken maksimal yanitverirlilikler arasinda bir
farkliik g6zlenmemigtir. PPT varliginda fenilefrin doz-yanit egrilesinin pD, degeri
kontrollere gore istatistiksel olarak farkh bulunmustur. Ne var ki, 173 estradiol

varliginda elde edilen pD, dederleri istatistiksel olarak kontrollere gére farklilik
gOstermemistir.

100

oD (7) 6,130,04
OD+ PPT(6) 5,82:0,11*

OD + DPN (6) 6,20%0,09
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Sekil 3.25 Diabetik-ovariektomize mezenter arter preparatinda 0.1uM’ar 17 estradiol,
PPT ve DPN inkiibasyonu ardindan as-reseptdr agonisti fenilefrinle elde edilen doz-yanit
egdrilerine iliskin pD, degerleri ve istatistiksel farkhlklar grafik icine gomulmustir. Deney
sayilari (n) grup kisaltmalarinin yaninda parantez iginde gosterilmistir. Istatistiksel farkliliklar
kontrollere (Ostrojen reseptdr agonistiyle inkiibe edilmeyen) gére tanimlanarak anlamlilik
dereceleri *p< 0.5, **p<0.01, ***p<0.001 seklinde belirtiimigstir
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3.41.5. 178 estradiol tedavili ovariektomize grupta 178 estradiol,

PPT ve DPN varliginda fenilefrin doz-yanitverirlilikleri

17B estradiol tedavili ovariektomize grubun mezenter arter preparatlari 0.1uM’ ar
173 estradiol, PPT ve DPN’ le 15 dakika inkibe edilerek as-reseptdr agonisti
fenilefrinle doz-yanit verirlilikleri incelenmistir Sekil 3.26. inkiibasyon sonrasinda
PPT ve 173 estradiol doz-yanit egrileri saja kayarken maksimal yanitverirlilikler
arasinda bir farkhlik gézlenmemigtir. PPT varhidinda fenilefrin doz-yanit egrilesinin
pD, degeri kontrollere goére istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Ne var ki, 17
estradiolle varliginda elde edilen pD, degeri istatistiksel olarak kontrollere goére
farklillk géstermemistir.

100 =

OE (5) 6,52+0,05 i
OE+ PPT (5) 6,08+0,15*
OE + DPN (5) 6,49+0,07
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log [fenilefrin] (M)

Sekil 3.26 17 estradiol tedavili ovariektomize mezenter arter preparatinda 0.1uM’ ar
178 estradiol, PPT ve DPN inklibasyonu ardindan as-reseptor agonisti fenilefrinle elde edilen
doz-yanit egrilerine iligkin pD, degerleri ve istatistiksel farkliliklar grafik icine gémulmustur.
Deney sayilari (n) grup kisaltmalarinin yaninda parantez icinde gdsterilmistir. Istatistiksel
farklliklar kontrollere (Ostrojen reseptdr agonistiyle inkiibe edilmeyen) gére tanimlanarak
anlamhihk dereceleri *p< 0.5, **p<0.01, ***p<0.001 seklinde belirtilmigtir
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3.4.1.6. 178 estradiol tedavili ovariektomize diabetik grupta 178

estradiol, PPT ve DPN varliginda fenilefrin doz-yanitverirlilikleri.

17B estradiol tedavili ovariektomize diabetik grubun mezenter arter preparatlari
0.1uM’ar 173 estradiol, PPT ve DPN’ le 15 dakika inkiibe edilerek a,-reseptor
agonisti fenilefrinle doz-yanit verirlilikleri incelenmistir Sekil 3.27. inkiibasyon
sonrasinda 17 estradiol, PPT ve DPN varliginda elde edilen doz-yanit egrileri saga
kayarken maksimal yanitverirlilikler arasinda bir farkhlik gézlenmemistir. 17
estradiolle ve PPT varliginda fenilefrin doz-yanit egrilerinin pD, degerleri kontrollere
gore istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Ne var ki, DPN varliginda elde edilen pD,

degeri istatistiksel olarak kontrollere gore farklilik géstermemistir.

100

w

o ODE (5) 6,380,05
@ go| ODE+PPT(5) 5,88+0,14*
E ODE+DPN (5) 5,90£0,2
ﬁ ODE+E2 (5) 5,86£0,13*
X

—— ODE —— ODE + DPN
—— ODE+PPT —— ODE+E,
90 -85 -80 -75 -70 -65 -6.0 -55 -50 -45 -4.0

log [fenilefrin] (M)

Sekil 3.27 178 estradiol tedavili ovariektomize diabetik mezenter arter preparatinda
0.1uM’ ar 17 estradiol, PPT ve DPN inklUbasyonu ardindan as-reseptor agonisti fenilefrinle
elde edilen doz-yanit egrilerine iligkin pD, degerleri ve istatistiksel farkhliklar grafik icine
gomulmustir. Deney sayilari (n) grup kisaltmalarinin yaninda parantez iginde gosterilmistir.
istatistiksel farkliliklar kontrollere (Ostrojen reseptér agonistiyle inkiibe ediimeyen) gére
tanimlanarak anlamlilik dereceleri *p< 0.5, **p<0.01, ***p<0.001 seklinde belirtiimistir.
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4. TARTISMA

Calismamizda tek doz fenilefrinle kastirilip 178 estradiol, PPT ve DPN ile gevsetilen
aort preparatlarinda gruplar arasinda degisen agonist yanitlarini ve bu agonistlerin
birbirlerine gdre Ustlnliklerini inceledik. Aort preparatinda ER reseptdr agonist
maksimal gevsemelerinin %5-30 arasinda degisen degerlerde olmasi saglikh bir pD,
degerinin  hesaplanabilmesini  glglestirmisti. Bu nedenle aort yanitlarinin
degelendiriimesinde pD, degerleri yerine maksimal yanitverirlilikler Gzerinden

deg@erlendirme yapiimigtir.

Kontrol grupta selektif olmayan ER agonisti 173 estradiol yaklagik %24’ luk
bir gevseme yaniti, selektif ERa agonisti PPT %30, selektif ERB agonisti DPN ise
%17’ lik bir gevseme yaniti olusturmustur. PPT’ nin her iki alttipi de etkileyen dogal
liganda gore yaklasik %25 daha fazla gevseme olusturmasi fizyolojik durumlarda
ERa’ nin ER-B’ ya gore gevseme vyanitlarinda daha etkin bir roli oldugunu
disundiurmistir. Ote yandan bizim bulgulara paralel sekilde Bolego ve
arkadaglarinin aort preparatinda yaptiklari c¢alismalarda da PPT'nin diger
agonistlere goére daha fazla bir yanit olusturdugunu goéstermiglerdir (Bolego ve ark.,
2005)

Ovariektomizeli grupta (O) yanitlar Kontrol grupla karsilagtirildiginda 178
estradiol yanitlarinin %25; PPT ve DPN’ nin ise yaklasik %50 oraninda azaldigi
(sirasiya % 16, %18, % 7) bulunmustur. Bu durum Ovariektomi sonrasi dolagimdaki
178 estradiol duzeylerinin azalmasiyla damar endotelindeki ER’ lerin “down-regule”
olmasindan kaynaklandigini akla getirmektedir. Bu dusuncemizi destekler sekilde
ihionokhan ve arkadaslari da E,’nin hormonal etkinligi ile damar endotelindeki
ER’leri module ettigini 6ne sirmislerdir. (ihionokhan 2002). Ote yandan, 8 hafta
boyunca E2 tedavisi uygulanan ovariektomize (OE) grupta, 178 estradiol (%16) ve
PPT (%18) yanitlarinin ovariektomili gruba goére farklilik géstermemesi uygulanan
tedavinin gevsetici yanit-verirlilik agisindan dizeltici bir etkinliginin olmadigini ortaya

koymaktadir.
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Bolego ve ark. 4 haftalik ovariektomize sicanlara uyguladiklari kisa sireli E;
(5 gun) tedavisi sonrasinda damarlarda azalan gevsetici etkilerinin geri dondugunu
goOstermislerdir. Benzer sekilde, 4 aylik ovariektomize siganlara uygulanan 5 gunlik
tedavinin azalan damar yanitlarini dizelttigi buna karsin 8 aylik ovariektomiizelilerde
dizeltmedigi de gosterilmistir (Pinna ve ark., 2007). Bizim calismamizda tedavi
suresi Onceki calismalardan daha uzundur (8 hafta- 4 kere E, injeksyonu). Bu
nedenle kisa sureli tedavi kronik tedaviye gore dogal E, dizeylerinin taklit
edilebilmesi agisindan daha etkin olabilir. Ote yandan, Hormon replasman tedavi
etkinliginin yasa, menopozun siresine, tedavinin hangi dozda ve sirede yapildigina
ve Onceden kardiyovaskuiler hastaliklarin bulunup bulunmamasina gore de
degisebilecegini 6ne slren farkli ¢alismalar bulunmaktadir (Koledova ve Khalil,
2007). Bununla birlikte kronik E, tedavisinin metabolik ya da oksidatif stres Gzerinde
de 6nemli yararl etkileri oldugu bilinmektedir (Duckles ve ark., 2006). E, tedavisinin
ovariektomize siganlarda oksidatif stresi azalttidi ve bozulan asetilkolin yanitlarini
dizelttigi gosterilmistir (Ceylan-Isik ve ark., 2010). Bu sonuglar kronik E, tedavisinin
metobolizma ve oksidatif stres Uzerindeki etkilerinin damar yanitlari Gzerindeki

dogrudan etkilerinden daha baskin oldugunu akla getirmektedir.

Ote yandan calismamizda, gevseme yanitlarinin belirgin olarak bozuldugu
diabette, ovariektomize gruptaki gibi 178 estradiol, PPT ve DPN ile sirasiyla %16,
%20 ve %12 oranlarinda gevsemelerin olustugu bulunmustur. Chakrabarti ve
Davidge hucre kiultlrlerinde yaptiklari ¢calismalarda normal glukoz dizeylerinde ER
yanitlarina ERa’nin aracilik ettigini, buna karsin hiperglisemi yarattiklari ortamda
bozulan yanitlardan ER.B’nin sorumlu oldugunu gdstermeleri bizim bulgularimizi
destekler niteliktedir (2009). Calismamizda ERa aracih yanitlarin ERB aracili
yanitlardan daha fazla oldugunu bulmamiz ve diabette de bu dagilimin ER[3 y6nine

kaymasi diabetteki yanitlarin azalmasindan sorumlu olabilir.

Hem ovariektomi hem de diabetik (OD) grupta her Ug¢ ER agonistinin de
yanitverirlilikleri kontrollerdeki yanitlarina goére yaklagik %75 oraninda azalmigtir
(17pB estradiol, PPT ve DPN sirasiyla % 8,5, %9, %7). Endokrin sistemin iki farkh
boliminde gelisen bu patolojilerin birlikte bulunmasi gevseme yanitlarininin

azalmasinda sinerijistik bir etki olusturmustur. ODE grubunda ise 17 estradiol, PPT
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ve DPN gevseme yanitlari sirasiyla %20, %19 ve %10 olarak bulunmustur. Diabet
ve ovariektominin sinerijistik etkisi sonucu damar yanitlarinin daha fazla bozulmasi
E. tedavisinin de etkinhginin daha az olabilecegini dustndirmustir. Ne var ki,
sonuclarimiz, ODE grubuna uygulanan E2 tedavisinin OE grubuna uygulanan E2
tedavisi ile ayni oranda gevseme olusturmasi E2 tedavisinin ODE grubunda daha
basarili oldugunu ortaya koymustur. Bu durum daha once de belirtti§imiz gibi kronik
E, tedavisinin oksidatif stres ve metabolizma (zerindeki etkisinin damarlar
Uzerindeki etkinliginden daha baskin oldugu disincesini desteklemistir. Ne var ki,
calismamizda E2 tedavili bir diabetik grubun olmamasi bu distincemizi
spekllasyondan oteye goétirmemektedir. Bu yaklasimimiza kesinlik kazandirmak
icin ileride yapacagimiz c¢alismalarda E2 tedavisi uygulanan diabettiklerin ER

agonistleriyle olan gevseme yanitlarinin incelenmesi planlanmistir.

Calismamizda ER reseptorlerinin vaskuler sistemde gevseme olarak kendini
gOsteren hizli etkisine (genomik olmayan) NO aracili mekanizmalarin eslik ettigini
gOsteren calismalar yapilmistir (Bolego ve ark.,2005). Biz de hem dogal agonistin
hem de alttipe selektif diger agonistlerin gevsetici etki mekanizmalarini arastimak
icin selektif olmayan NOS inhibitort varliginda 17 estradiol, PPT ve DPN yanitlarini
inceledik. Bolego ve ark., gibi biz de L-NAME inkibasyonu sonucunda her 3
agonistin gevseme yanitlarinin ortadan kalktigini ve dogal ligandin yani sira diger 2

ligandin da gevsemeye aracilik eden hizli etkilerine NO’ nun aracilik ettigini bulduk.

8 hafta sonunda O ve OE gruplarinin beden agirliklari diger gruplara gore
arttigi1 16 haftalik sicanlarda ise OE grubunun beden agirhginin arttigi OD grubunda
ise azaldigi bulunmustur. Ote yandan, Ovariektomize sonrasinda patolojinin ya da
deneysel modelin olustugunu anlamak igin uterus agirliklarina bakiimaktadir.
Modelin  geligip gelismedigi uterus agirhigi  beden agirligina oranlarak
degerlendirilmigtir. ~ Bekledigimiz gibi ovariektomize gruplar olan O ve OD
gruplarinda UA/BA’nin kontrollere oranla belirgin olarak azalmasi ovariektomize
modelinin olustugunu ortaya koymustur. ilging olarak diabetik grupta da UA/BA
oraninin azalmasi diabette de 17@ estradiol diizeyinin azaldigini disindidrmuistar.
Ne var ki, plazma o6strojen dlzeyleri diabetik grupta kontrollere goére farklilik

g6stermemektedir. Ote yandan E2 tedavisi UA/BA oranini OE grubunda kismen
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ODE grubunda ise tamamen kontroller diizeyine getirmistir. Bu durum OE grubunda
tedavinin efektif olmadigini duslindirse de plazma E, dizeylerinin kontroller
diizeyinde oldugunun bulunmasi disaridan uygulanan kronik E, tedavisinin fizyolojik
E.’ yi tam olarak taklit edemedigi dustncesini desteklemektedir. Beklendigi gibi
STZ-uygulanarak diabet yapilan D, OD ve ODE gruplarindaki sicanlarin sakrifiye
edilmeden onceki plazma glukoz degerleri kontrol gruptan 3-4 kat daha fazla
bulunmustur. Plazma YDL kolesterol duzeyleri D ve OD gruplarinda dusmesine
karsin uygulanan kronik E2 tedavisi sonucu OE ve ODE gruplarinda kontrol
dizeyine yukselmesi E2 tedavisinin dogrudan olmasa da YDL-kolesterollinl
yukselterek yani metabolik etkilerle kardiovaskller riski azaltabilecegini akla
getirmektedir. Ote yandan, total kolesterol dizeyleri gruplar arasinda farklihk
gostermemektedir. Hem olusturulan patolojilerin hem de uygulanan tedavilerin
kardiovaskuler sistem ve metabolizma Uzerindeki etkilerini genel anlamda
degerlendirebilmek icin kalp ve karaciger agirliklarida alinmistir ancak gruplar

arasinda farklilik saptanmamistir.

Mezenterik arterlerde selektif olmayan a,- adrenoceptor agonisti fenilefrinle
ile elde edilen doz-yanit egrileri incelendiginde Diabetik grubun doz-yanit egrisinin
(pD2, 6.62, p< 0.001) kontrol gruba (pD,, 6.32) gbre sola kayarak yanitlarin
potansiyalize oldugu saptanmistir. Diabetik sigan aortasinda kastirici ajanlara
verilen yanitlarin arttigini goésteren ¢ok sayida calisma yapilmistir (fenilefrin
yanitlarina iliskin bulgularimiz diabetik siganlardan izole edilen torakik aorta
preparatlarinda alfa 1 adrenerjik reseptér agonistlerinin kontraktil yanitlarinin
arttigini gosteren ¢ok sayida calisma ile benzerlik gostermektedir (Owen ve Carrier,
1979; Owen ve Carrier, 1980 Jackson ve Carrier, 1981); Scarborough ve Carrier,
1982).

Ote yandan, Overektomize grupta doz-yanit egrisinin (pD,, 6.40) kontrol
gruba gore belirgin bir farklilk géstermedigi ancak disaridan uygulanan kronik E2
tedavisinin OE grubunun doz-yanit egisini ( pD, 6.52) diabetik gruptaki gibi sola
kaydirarak yanitlari potansiyalize ettigi bulunmustur. Bu durum kronik E2 tedavisinin
damarlarda ER aracili olarak ortaya koydugu hizli etkileri baskiladigini akla

getirmektedir. Ne var ki, hem diabetik hem de overektomize (OD) grubun yanitlar



92

incelendiginde fenilefrin doz-yanit egrisinin tek basina bu patolojilerin bulundugu
gruplardakinin tersine saga kaydirmistir (pD,, 6.13) ancak kontrol gruba goére
istatistiksel bir farkhlik géstermemistir. Bu durum daha once sinerijistik etki ile damar
tonusunun dizenlenmesi lzerinde rol oynayan mekanizmalari tamamen bozdugunu
gériisiinii desteklemektedir. Ote yandan, OD grubuna disaridan uygulanan E2
tedavisi ile doz-yanit egrisinin OE grubundaki gibi sola kaydiginin saptanmasi bize,
kronik E2 tedavisinin ER aracili “kronik (genomik) etkilerinin damar yanit-verirlilikleri
Uzerinde beklenen vyararli etkileri Onleyebilecegini ya da maskeleyebilecegini
distundurmustir. Ote yandan, hem aort preparatinda hem de mezenterik arterde
17pB estradiol, selektif ERa agonisti PPT ve selektif ER agonisti DPN ile elde edilen
gevseme yanitlarinin az olmasi (yaklasik %Z20-25 gevseme) saglkli bir pD,
degerinin hesaplanabilmesi agisindan guclik olusturmustur. Bu nedenle dogal ve
sentetik agonistlerin damar tonusu Uzerinde olusturabilecegi yararli ya da pozitif
etkinlikleri daha iyi degerlendirebilmek amaciyla ER-agonistleri varliginda fenilefrin
aracill elde edilen yanitlarindaki degisikler (izerinden indirekt bir bicimde
degerlendirilmistir. Ayrica bu indirek yontem bize hem ER aracili yararh etkileri
maskeledigini disindigimuiz kronik etkileri (genomik) akut etkilerden (genomik
olmayan) daha net ayirabilme hem de agonistlerin birbirlerine gdre avantajlarini

deg@erlendirebilme olanagi da vermisgtir.

3 farkh ER agonisti ile 15 dakika inkibe edilen mezenterik arter
preparatlarinin fenilefrinle elde edilen kontraktil yanitlar incelendiginde kontrol grupta
ERa agonisti PPT (pD,, 5.78) ve dogal ligand 17 estradiol'iin (pD,, 5.80) benzer
sekilde doz-yanit egrilerini belirgin olarak saga kaydigi ancak ER agonisti DPN’ nin
(pD2, 6.29) ise herhangi bir degisiklik yapmadigi saptanmistir.

Ote yandan, fenilefrin yanitlarinin potansiyalize oldugu belirlenen diabetik
grupta (pD,, 6.59), PPT (6.37) ve 1783 estradiol’ iin (6.27) egrileri kontrol gruba goére
daha az olmak Uzere yine saga kaydirdigi ve DPN’ nin (6.58) yanitlarda bir degisiklik
yapmadigi belirlenmigtir. Ovariektomize grupta ise PPT (5.78) varliginda egrinin 173
estradiol (6.13) ve DPN'ye (6.12) gére daha belirgin olarak saga kaydigi
bulunmustur. Kontrol ve Diabetik grupta selektif olmayan dogal ligand ve selektif

ERa agonisti PPT’nin birbirlerine gére herhangi bir Ustunlikleri olmamasina kargin
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ovariektomize grupta PPT’nin belirgin bir Ustinliginin oldugu buna karsin ERB
agonisti DPN nin yanitlar degistirmedigi saptanmistir. bu sonuglar yapilan diger
calismalardaki gibi (Simoncini ve ark., 2002). ER reseptor aracili olusan akut ve
yararl etkilerden ERa alttipinin sorumlu oldugunu gdstermektedir. E2 tedavisi
sonucu yanitlarin potansiyalize oldugu saptanan OE grubunda (6.53) da PPT’ nin
(6.08) diger iki liganda goére egdriyi daha fazla sada kaydirdigi bulunmustur (173
estradiol, 6.21; DPN, 6.49). Damar tonusunu dlzenleyen mekanizmalari
degistirdigini distindigimiz OD grubunda (6.13) ise egrilerin PPT (5.82) ve 173
estradiolle (5.90) benzer sekilde saga kaydigi DPN’nin (6.20) ise belirgin bir
degisiklik yapmadigi bulunmustur. Bununla birlikte E2 tedavisinin PPT (5.89) ve 173
estradiol (5.79) yanitlarini degistirmedigi ancak sadece DPN (5.95) yanitlarini
belirgin olarak saga kaydirdigi saptanmistir. OE ve ODE gruplarinda egrilerin sola
kayarak fenilefrine olan duyarliidin artarken kontrollerde ise PPT ve 173 estradiol
varliginda duyarlhihgin azaldiginin bulunmasi kronik E; tedavisi ile olusan ER aracili

genomik etkilerin akut etkileri maskeledigi gorusimuzi desteklemektedir.

Ote yandan, E;’ nin hizli ve kronik etkilerinden bagimsiz olarak, ERd’larin
alb-adrenoseptorleri “cross-talk” etkilesme ile desensitize ederek a1b-Adrnin
fonksiyonlarini azaltabilecegi gosterilmistir (Gonzales-Arenas ve ark., 2006). Bu
calismada ERa’nin sinyal iletiminden sorumlu olan PI3K ve PKC'nin alb
adrenoseptorleri fosforile ederek heterelog desensitizasyonuna neden oldugu ve
reseptor fonksiyonunu gosteren hiicre ici Ca transientlerini azalttigi bulunmustur
(0.0.Sekil 4.1). Biz de calismamizda ER agonistleri varliginda non-selektif fenilefrinle
yanitlarin saga kaydigini bulamamiz bu sonucu desteklemektedir. Ote yandan,
kronik E2 tedavisi ile bu saga kaymanin ortadan kalkmasi, ER aracili kronik etkilerin

bu yeni “cross-talk” mekanizmayi da maskeleyebilecegini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.1. G proteine bagl reseptoriin a4,-AR fosforilasyon etkisi.

ap-AR, aqp-adrenoreseptodr; Era, Estrojen reseptér a; PI3K, fosfatidil inositol 3-kinaz; PDK1,
fosfoinositid bagimh protein kinaz 1; PKC, protein kinaz C. (Garcia Sainz ve ark., 2000,
Gonzalez-Arenas ve ark 2006).
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar torakik aortada fonksiyonel ER’lerinin
uyarilmasi doz bagimh gevsemelere yol actigini géstermektedir. Bu gevsemelerin
olusumunda ERa alttipi ERP alttipine gore Ustiinlik gostermekle birlikte ovariektomi
ve diabetle azalmaktadir. Fonksiyonel uyarilmasinin yol agtigi gevsemeler disaridan
E. tedavisi uygulandi§i zaman, kronik ostrojen tedavisini géren siganlsarda aortik
gvsemelerin azalmasi ile akut yararli etkilerini maskelemektedir.Ovariektomizeli
sicanlarda damarlarin (mezenterik arter) fenilefrin gibi kastirici acanlara duyarlhigi
artmaktadir. Calismamizda mezenterik arterde gosterdigimiz gibi ER agonistlerin
fenilefrin gibi kastirici ajanlarla olusan kontraktil yanitlari azalma yoninde
degistirebilmesidir. ERa agonisti PPT diger ERB agonisti DPN ve 17p estradiole
gore, fenilefrin gibi kastirirci ajanlarin kontraktil yanitlarini daha iyi baskilamaktadir.
178 estradiol kronik tedavisi uygulanmasi hem gevseme hem kastirici ajanlarin
kontraktil yanitlarini yararl yénde degistirebilme gibi ER agonistlerin akut etkilerini
maskelemektedir. Ne var ki selektif ERa agonisti digaridan kronik uygulanmasindaki
ovariektomize ve diabet Uzerindeki réli anlasilmamistir. Bu amaca yénelik olarak
selektif ERa agonisti PPT kronik olarak uygulandidi zaman yararh akut etkilerinin
aydinlatiimasi ve menopoz ile diabet gibi hastaliklarda yeni tedavi ydntemlerinin

ileride gelistiriimesi 6nerilmektedir.
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OZET

Diabetik Ovariektomize Siganlarda Olusan Vaskiiler Disfonksiyonda Ostrojen

Reseptorlerinin Rolii ve Ostrojen Tedavisinin Etkisi

Ostrojen, premenapozal kadinlarda kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimine kargi koruyucu
etki olustursa da bu etki diabet ve menapoz ile azalmaktadir. Ostrojen damar zerindeki
etkilerini ERa ve ERB olmak uzere iki farkh reseptér aracilii ile yapmaktadir, ancak bu
reseptorlerin aracilik ettigi akut etkiler net olarak bilinmemektedir. Bu ¢alismada, kontrol (K),
diabetik (D), ovariektomize (O) ve ovariektomize-diabetik (OD) siganlarin torasik aortalarinda
Ostrojen reseptorlerinin gevseme yanitlarindaki rolt arastinimigtir. Deney slresi 8 ve 16
hafta olarak ayriimistir. 8 haftallk deney hayvanlarindan elde edilen endoteli intakt aorta
halkalari organ banyosuna yerlestirilerek fenilefrin ile Onkastirildiktan sonra, selektif ERa
agonist PPT, ERB agonist DPN ve selektif olmayan ER agonist 173 estradioliin (E2)
gevseme yanitlari incelenmistir. O, D ve OD gruplarinda azalan, kontrol grupta PPT her iki
alttipi de etkileyen dogal liganda ve ERP agonisti DPN’ye gére daha fazla gevseme
olusturmustur. ODE OE grubunda ayni oranda gevseme olusturmustur. 16 haftalik deney
gruplarinda mezenterik arterlerde fenilefrinle ile elde edilen doz-yanit egrileri incelenmistir.
D, OE ve ODE grubun doz-yanit egrisinin kontrol gruba gére sola kaymistir. Overektomize
grupta doz-yanit egrisinin kontrol gruba goére belirgin bir farklilk géstermemigtir. OD grubun
yanitlari incelendiginde fenilefrin doz-yanit egrisinin saga kaydirmistir ancak kontrol gruba
gore istatistiksel bir farklihk gostermemistir. Mezenterik arter preparatlan3 farkli ER agonisti
ile 15 dakika inkiibe edilerek mezenterik arter preparatlarinin fenilefrinle elde edilen kontraktil
yanitlar incelenmistir. Kontrol ve O OE gruplarda ERa agonisti PPT ve dogal ligand 17
estradiol’in benzer sekilde doz-yanit egrilerini belirgin olarak saga kaydigi ancak ERp
agonisti DPN’ nin ise herhangi bir degisiklik yapmadigi saptanmistir. D , OD gruplarda, PPT
ve 17 estradiol’ Uin egrileri kontrol gruba gére daha az olmak lzere yine saga kaydirdigi ve
DPN’ nin yanitlarda bir degisiklik yapmadigi belirlenmistir. OE ve ODE gruplarinda PPT ve
1783 estradiol yanitlarini degistirmedigi ancak sadece DPN yanitlarini belirgin olarak saga
kaydirdig1 saptanmistir. Calismamizin sonucu olarak, dstrojen reseptdr agonistleri fenilefrin
gibi kastirici ajanlarin damar Uzerindeki etkisini azaltmaktadir. ERa agonisti PPT diger 173
estradiol ve DPN’ye gdre ustinlik géstermektedir. Hem menopozda hem diabette disaridan
uygulanan kronik Ostrojen tedavisi, ER agonistlerinin 6zellikle ERa agonisti PPT’'nin damar
tonusu Uzerindeki akut yararli etkilerini maskelemektedir

Anahtar Kelimeler: Aort, Diabet, Mezenterik arter, Ostrojen reseptér a B (ERa) (ER-B),
Ovariektomi,



97

SUMMARY

The Role Of Estrogen Receptors On Diabetic Ovariectomized Rats Induced

Vascular Disfunction and the Effects Of Estrogen Therapy

Estrogen has protective effects against cardiovascular disease in pre-menopausal women,
are decreased in diabetes and menopause. ERa and ERB mediate estrogen effects, but
acute effects on vasculature are not completely understood. In this study, we investigated
the contribution of estrogen receptors (ERs) a and (3 to vasorelaxation in thoracic aorta rings
from control (C), diabetic (D), ovariectomized (O) and ovariectomized-diabetic (OD) rats. The
experimental duration was in 8-16 weeks. On the aortic rings with intact endothelium 8
weeks experimental groups after precontraction with phenylephrine (Phe) were obtained
direct relaxant effects of the selective ER agonists PPT, DPN and the nonselective ER
agonist 17B-estradiol (E2)., In Control group PPT made more relaxation than natural ligand
that effect both of subtypes and selective ERB agonist DPN that results were diminished in
O, D, and OD groups. All agonists of ER made in same ratio relaxation in OE and ODE
groups. On mesenteric artery 16 weeks of experimental groups obtained Phe dose
responsiveness. Dose responses of Phe in D, OE and ODE groups were shifted to the left
side in copmparision to Control group. Dose responsiveness of Phe in Ovariectomized
group wasn’t different significantly than in Control group. Shifted to the right side the dose
responsiveness of Phe in OD group to comparision in Control group but differencess didn’t
significant. Mesenteric arteries were incubated with 3 different ER agonists for 15 minutes
and then investigated the contractile dose responsiveness of Phe in existence of ER
agonists. In C, O, and OE groups ERa agonist PPT and natural ligand 173 estradiol with
similarity shifted dose responses of Phe slope to the right side however ERB agonist DPN
didn’t made any changes. In groups D and OD, slopes of Phe in existence of PPT and 173
estradiol are shifted less than in Control group but DPN didn’t made any differencess.
Results of Phe in existence PPT and 17f estradiol didn’t change in OE and ODE groups but
DPN shifted dose response slope to the right side. In our study ER’s agonists decrease
effects of Phe that a contraction agency of vessel. ERa agonist PPT has a superior role to
comparision with 17p estradiol and DPN on the aorta and mesenteric artery. Chronical
treatment of menopause and diabetes with estrogen masked ER’s espesually ERa’s acute
positive effects on vessel tonus.

Key words: Aorta, Diabetes, Estrogen receptor a 3 (ERa) (ER-B), Mezenteric artery
Ovariectomi,
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