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OZET

Son yillarda yapilan birgok deneysel ve epidemiyolojik ¢aligmalarla,
postmenoposal kadinlarda, estrojen replasman tedavisinin kardiovaskiiler hastaliklara
kars1 koruyucu etkilerinin giiglii kamtlar1 bulunmugtur. Damar endoteli ise estrojen
i¢in potansiyel olan hedeflerden biridir. Damar endotelinin, kan ile damar duvan
arasinda zarf gibi kontrollii bir engel olarak durmas: ve PGI;, EDRF (NO) ve ET-1
gibi baz:1 aktif maddeleri salgilamasi endotel tabakasinin vazoregiilator olarak gérev
yapabilmesini saglamaktadir. Ayrica, uzun sireli estrojen ile uyanlan endotel
hiicrelerinde eNOS’un ekspresyonunun arttifi gozlemlenmistir. Bununla birlikte,
literatiirdeki baz1 g¢aligmalar, yiiksek tansiyon ve aterosiklerozun patogenezinde rol
oynayabilecegini gostermektedir. Yapilan son galigmalarda, estrojenin uyaran olarak

verildigi endotel hiicrelerinde, ET-1 seviyesinin etkilendigi veriler arasindadir.

Yapilan bu gahigmada 17B-estradiol’iin (E2) endotelin-1 geni iizerindeki
etkisinin nitrik oksit ile iligkisi aragtinlmigtir. Bu amagla, insan gobek kordonu
endotel hiicrelerinden(HUVEC) ii¢ kiiltir hazirlanmigtir. Birinci  kiiltiir  hig
uyarilmadan 48 saat inkiibe edilmistir. ikinci kiiltir 10”M E2 ile uyarilmistir ve 48
saat inkiibe edilmigtir. Ugiinciisii ise 10”M E2 uyaram ile 24 saat ardindan 1mM L-
NAME uyarani ile 24 saat inkiibe edilmistir. Bunu takiben hiicrelerden total RNA
izolasyonlan yapildi. Northen Blot teknigiyle naylon membrana aktanlan total
RNA’lar [a-*?P] dCTP isaretli ET-1 ve GAPDH cDNA problan ile hibridizasyona
sokuldu ve X-ray filminde gorintilendi. Daha sonra densitometrik 6lgiimleri yapilan
orneklerde gen ekspresyonlan kargilagtinildiginda, 10”M E2 ile uyarilan kiiltiirdeki
ET-1 de uyarilmayana gore %48’lik bir azalmamin, 10'M E2 ve L-NAME ile
uyartlan kiltirdeki gen ekspresyonunun uyarilmayana goére %12°’lik azalmanin
oldugu gorilmektedir.

Yapilan bu tez c¢alipmasinin sonuglari, 17B-estradiol’iin endotelin-1 geni
tizerindeki etkisinin nitrik oksit ile iligkisini ve bu yoldaki araciliinin gosterilmesi

agisinda Onemli bir bulgudur.



ABSTRACT

In recent years, many experimental and epidemiological studies have found
the strong evidence of the protective effects of the treatment of oestrogen replacement
against the cardiovascular diseases, on post-menopausal women. In fact, vascular
endothelium is one of the most potential targets of the estrogen. The location of the
vascular endothelium between blood and vascular wall, as an envelope-like controlled
barrier, and, its secretion of some active substances such as PGl;, EDRF (NO) and
ET-1, enable the endothelium layer to function as vasoregulator. Furthermore, the
expression the eNOS has been observed to increase in the endothelium cells
stimulated with estrogen over a long period. Besides, some studies show that estrogen
may have a role in the pathogenesis of hypertension (high blood pressure) and
atherosclerosis. The findings of the current studies also show that the ET-1 level is
affected in the endothelium cells stimulated by estrogen.

This study has investigated the relationship between the effect of the 17f3-
estradiol on the gene endothelin-1 and the nitric oxide. In order to achieve this goal,
three different estrogen-free medium were prepared from the cell cultures taken from
the human umbilical endothelium cells. The first one was incubated without any E2
medium for 48 hours, and the second cell culture was stimulated with 107 M 17B-E2
for 48 hours. Having been exposed to the 10”7 M 17p-estradiol application in the first
24 hours, the last one was left to incubation with ImM L-NAME (NOS inhibitor) for
another 24-hour. Afterwards, the total RNA isolations were taken from the cells.
RNA's, which were transferred to the nylon membrane with the technique of Northern
Blot, were hybridized with ET-1 and GAPDH cDNA probes, which were marked as
[a-*?P] dCTP; and they were exposed to X-ray film. Then, during the comparison of
the gene expressions of the specimens after their densitometrical measurement, it was
observed that there was a 48% decrease in the gene expression of the cell culture
stimulated with 10”M E2, while the decrease in the gene expression of the cell culture
stimulated with the 10'M E2 and L-NAME was found to be 12%.

The results of this thesis are significant since they show the relationship
between the effect of the 17B-estradiol on the gene endotelin-1 and the nitric oxide,
and the intermediary function (role) of 17B-estradiol in this process.
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KISALTMALAR
aa. Amino asit
Ach Asetilkolin
BSA Sigir serum albumin
cDNA Komplementer deoksiriboniikeik asit
cGMP Siklik guanozin monofosfat
DAG Diaglgliserol
DEPC Dietil pirokarbonat
ECE Endotelin déniigtiiriicii enzim
EDRF Endotel kaynakl1 gevseme faktorii
EDTA Etilendiamintetraasetik asit
ET-1 Endotelin-1
ER Endotelin reseptérii
FCS Fetal dana serumu
FLE Furin benzeri enzim
GAPDH Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
GTP Guanozintrifosfat
HBS Hepes salin tamponu
HDL Yiiksek yogunluklu lipoprotein
LDL Diisiik yopunluklu lipoprotein
L-NAME Nitro-L-arjinin Metil Ester
MOPS 3-N-morpolinipropan sulfonik asit
mRNA Mesajc1 Riboniikleik asit
NO Nitrik oksit
NOS Nitrik oksit sentaz
PL-C Fosfolipaz-C
PGI, Prostasiklin
SDS Sodyumdodesilsiilfat
SSC Standart sodyum sitrat
TCA Trikloro asetik asit
TGF Transforme edici biiyiime faktori-

Tris Tris(hidroksimetil)aminometan



1. GiRiS
1.1. Damar Endoteli

Damar endoteli, kan ile damar duvan arasina zarf gibi yerlesmis bir dokudur (1).
Ozellikle, damar aktivitesinin diizenlenmesinde, salgiladigy, nitrik oksit (NO), prostasiklin
(PGL,), endotelin-1 (ET-1), platelet aktivator faktor gibi bazi kilgiik molekiiller ve
fibronektin, heparansiilfat, interlokin-1, plazminojen aktivator gibi biiyiik molekiiller ile
birgok biyiime destekleyici hormonun bulundugu etkin bir bolgedir (2). Bununla birlikte,
endotel, inflamasyonda 1okosit adezyonun ve damar diiz kas hiicresinin proliferasyonun
diizenlenmesinde oldugu gibi, koagiilasyonda trombosit adezyonunun onlenmesinde de
aktif olarak gorev almaktadir (3). Ayrica, kan ile damar duvan arasinda bir kontrol
engeli olarak durmasi, hem saglkli bir organizmada hem de fizyolojik veya patolojik
rahatsizhig1 olan organizmalarda degisen sartlara uyumda hemostazin saglanmasinda aktif
olarak gorev yapmasim saglar. Endotel dokusu tiim bu gorevlerini hedef hiicrelerin yapt

ve islevini etkileyerek gerceklestirmektedir (4).

Sekil 1.1  Damar Endotelininde gelisen etkilesimlerin 6zet mekanizmasi (1).




1.2. Endotelinler ve Endotelin-1

Endotelinler (ET), endotel hiicrelerinden salgilanan ve ilk olarak sigir aort endotel
hiicrelerinde klonlanmig gok giiglii bir damar kasici peptitdir (5,6). Bunu, sigan ve insan
endotelin ¢DNA’larinn  klonlanmas:  izlemistir. Daha sonra yapilan galismalar
endotelinlerin, farkli gen anlatimlanmin oldugunu; ET-1, ET-2, ET-3 gibi farkh
izoformlarinin bulundugunu gostermistir (7). Literatiirdeki son verilere gore, ET-1,
birgok organizmada oldukga yaygn bir dagiim gostermektedir. Akciger, beyin, testis,
uterus, bobrek, adrenal bezler, mide, bagirsak ET-1"in gen anlatiminin saptandif1 yerlerdir
(8). Bununla birlikte, ET-1, iki farkh yerde bulunabilir; ya tretildigi dokularin
hiicrelerinde goriiliir ya da iretildigi hiicrelerin ok yakiminda bulunan hiicrelerde bulunur.
Bu da ET-1’in, lokal sistemik damar kasimasimnin diizenlemesi fonksiyonunun disinda,
otokrin ve parakrin aktivite gosterdigini ortaya koymaktadir (9). ET-2'nin gen anlatimi
ise, daha gok damar endoteli, diiz kas hiicreleri, kalin ve ince bagirsak, kalp kast, bobrek,
plasenta ve uterusta yapilmaktadir. Ayrica tam olarak ispatlanmamakla birlikte, ET-2'nin,
bobrek fonksiyonlarinin diizenlenmesinde gorev aldigi bulgular arasindadir (10). ET-3 ise
gen anlatimi agisindan beyinde hakim bir durum gostermektedir, ayrica akciger, sindirim
kanali ve bobrekte bulunmaktadir. Bununla birlikte, bagirsak ve sinir sisteminde gorev

yaptig1 disiiniilmektedir (11).

Tirlere gore degisen 203 ile 212 amino asit’lik onciil diziye sahip olan
endotelinler, 21 amino asitlik peptit dizisinden meydana gelir. insan onciil ET-1 geni, 5
ekzon igeren 6.8 kb’lik genomik DNA’st ile 6. kromozom {izerinde bulunmaktadir; olgun
ET-1’i ise ikinci ekzon kodlamaktadir (12,13). Bugine kadar yapilan calismalarda,
domuz ve insan aort endotel hiicrelerinde, insan gobek kordonu endotel hiicre kiiltiriinde
ve sigr glomerular endotel hicrelerinde, invitro olarak mRNA ekspresyonlart
saptanmistir (14). Ayrica kalp enfarktisi gegirmis, yiiksek tansiyon hastast olan bireylerin

plazma ET-1 seviyesinin yiikseldigi; bbrek transplantasyonu gegirmis, hemodiyaliz alan



hastalardaki ET-1 seviyesinin ise saglikli bireylerinkinin alti kati oldugu literatiirdeki
bilgiler arasmdadir (15).

0000000000000 20

A) Endotelin-1

0000000000000 38

SNk
00000 0000000 g8

C) Endotelin-3

Sekil 1.2. Farkh endotelin izotiplerinin amino asit dizileri ve bunlarin olusturdugu ilmek
yapilan (23).




Her ug¢ 6ncil endotelin molekiiliniin yapist incelendiginde, bunlarin, N-ucundan
baglayarak 1.ile 15. ve 3. ile 11. konumda bulunan sistein (CYS) arasinda disiilfit baglari
ile bir ilmek yapisi olusturdugu gorilmektedir. Bununla beraber, endotelinlerin karboksil
uglarinda korunmus bolgeler bulunmaktadir ve bu korunmug bolgeler asil olarak biyolojik
aktivite i¢in onemlidir (16,17). Genin 5’ ucunun yamndaki diziler, protein-1 ve nukleer
faktor-1’in aktive edilebilmesi igin baglanma bolgeleridir. Bunlar, anjiyotensin II ile
transforme edici biiyiime faktorii ’mn ET-1 gen ekspresyonunu indiiklemesi icin gorev
yaparlar. 3’ ucunda ise 6nciil ET-1 mRNA’sinm destabilizasyonu igin diizenleyici bolgeler
vardir ve 6nciil ET-1 mRNA’sinin yarilanma siiresinin kontrolii igin gereklidirler. Bu
bolgeler, endotelinlerin, transkripsiyon ve translasyon safhalarinda diizenlenmeleri i¢in

potansiyel mekanizmalardir (18,19).

21 amino asit biyiikligindeki ET-1’in sentezi, nukleusta promotor ET-1
geninden oncil ET-1’in  sentezlenmesiyle baglar. Oncil ET-1 202 amino asit
uzunlugundadir ve hiicre sitoplazmasina geger, burada FLE (furin benzeri enzim)
vasitasiyla 39 amino asit uzunlugundaki biiyik ET-1’e dénigir (20). Daha sonra
endotelin-dontistiiriicii enzim tarafindan (ECE) 21 amino asitlik olgun ET-1 haline
getirilerek plazmaya salinacak seklini alir (ekil-1.4). Endotelin doniistiiriicii enzim, aslen
metaloproteinaz enzim ailesinden gelir, notral endopeptidaz ailesi ile yakin, fakat,
anjiyotensin doniistiiriicii enzime uzaktir (21). Genel olarak, ECE-1 ve ECE-2 olarak
bilinen iki tipi mevcuttur. ECE-1, fizyolojik olarak aktif olan ECE formunda gorilir ve
alternatif gen kirpilmasinda iki farkli izoform olarak tanimlanmaktadir (ECE-1a, ECEI1b).
Bu fark doku dagilimlar ve farkli fonksiyonlardan ileri gelmektedir. ECE-1a, endotel
hicrelerinde Golgi aparatusta sentezlenen intraseliiler bir enzimdir ve ET-1’i sentezler.
Dz kas hiicreleri ise hiicre dist ECE-1b’nin iiretimini yaparlar, ECE-1b de biiyik ET-1%
olgun ET-1’e déniistiirir. Bununla birlikte ECE-1 ve ECE-2 fosforamidon tarafindan
inhibe edilir, bu 6zelligi vasitastyla da kardiyovaskiiler hastaliklar igin potansiyel bir hedef
olarak kullanilabilirler (22).
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Sekil 1.3. Endotelin-1 geninin regiilasyonu (23).




Bununla birlikte endotel hiicrelerinde salinan ET-1’in uretimi, gekil 1.5'te
gosterildigi gibi, genel olarak su maddeler tarafindan diizenlenmektedir: Hormonlar,
angiotensin-TI, adrenalin, vazopresin, kan elementleri, trombin, yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL), disik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve peptitler, transforme edici
biyiime faktorleri (TGFp), epidermal biiyiime faktoru, insulin-benzeri biiyiime faktorii
gibi biiyiime faktorleri tarafindan ET-1'in {iretimini uyarihrken, nitrik oksit, prostasiklin,

atrialnatriiiretik hormon gibi vazodilatorlar tarafindan inhibe edilmektedirler (23).

Sekil 1.5. Endotelin-1 proteini (24).




1.3. Endotelin Reseptorleri

Son yillarda yapilan galigmalarla birlikte, memelilerde, G-proteini ile baglanabilen
iki tip endotelin reseptori klonlanabilmistir. Bunlar, endotelin reseptor A (ETa) ve
endotelin reseptor B (ETg)’dir (25). Ugiinciisii ise farmakoloji ve biyokimyasal olarak
Karakterize edilen endotelin reseptor (ETc) dir ve ¢cDNA’st Xenopus’ta klonlanmustir.
Tiplendirmeleri, ET-1, ET-2 ve ET-3 izotiplerine olan baglanma egilimlerine gore
yapilmstir (26). Bu reseptorler, heptahelikal rodopsin benzeri G-proteini (guanin-
niikleotid baglama proteini) ile baglanabilen reseptorler olarak tanimlanirlar (27).

Cogunlukla vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ve kalp kas hiicrelerinde anlatim yapan
ETa, ET-1 ve ET-2’ye segicilik gosterir. Bu zellik, ET-1'in vazokonstriktor gorevinin bu
reseptorler tarafindan yonlendirilmekte oldugunu ve etkisini dogrudan diiz kas hiicreleri
tizerinde gostermektedir. Bununla birlikte, son yapilan galismalarda, ETp’lerin de damar
kasilmalarindan sorumlu oldugu rapor edilmistir (28). ET-1'in ETa'ya baglanmasi ile
hiicre igindeki fosfolipaz-C (PL-C) uyarilmig olur. Aktif hale gegen PL-C, inositol 1-4-5
trifosfat ve diasilgliserolin (DAG) olusmasin saglar. Vazokonstriksiyon ise inositol
trifosfatin neden oldugu hiicre igi kalsiyum artist sonucunda gergeklesir. Oncelikle endotel
hiicrelerinde ve daha az miktarda damar diiz kas hiicrelerinde iretilen ETy genel olarak
segicilik gostermez. ETg 'nin farmakolojik olarak iki alt tipi tamimlanmustir: ETg1, ETgo.
ETg’lerin aktif hale gelmeleri ve etkileri sonucunda, ET, 'dakine benzer sekilde,
fosfolipaz-C aktivasyonu, inositol 1-4-5 trifosfat ve DAG olusumunu ve hiicreigi
kalsiyumun artmas: ile gerceklesir. Memelilerde tanimlanmamasina kargin ETc , ET-3’e,
ET-2 ve ET-1’e gore daha gok segicilik gosterir (29,30).



1.4. Nitrik Oksit (NO)

Temel biyosentezi L-arjinin’in enzimatik olarak oksidasyonu ile ortaya gikan nitrik
oksit (NO) (sekil-1.6.), proteini 130 ile 160 kDa agirhginda olan ¢ farkl nitrik oksit
sentaz tarafinfan sentezlenmektedir. Bunlar endotelyal NOS (eNOS) (constitutive), noral
ya da beyinde bulunan nNOS ve indiiklenebilir iNOS ya da makrofajlarda bulundugu icin
macNOS olarak isimlendirilirler (31,32).

Sekil 1.6. NO biyosentezi (58)

Nitrik oksitin, biyolojik etki mekanizmasina baktigimizda, endotelden kokenlenen
gevseme faktori bir NO’dur. Bradikinin, trombin gibi ajanlar tarafindan uyarlan
endotelde hiicre igi Ca’" konsantrasyonunda bir artig olur, boylece konstitiv enzim

kalmodiilin ile kompleks olusturarak L-arjinini NO’ya donistirir (33). NO’nun




endotelyum iginde sentezlenmesi damar diiz kaslarimin olugmasinin altinda yatan sebepleri
saglar, bunu Hem-demir guanilsiklaz'n aktif bolgelerin kas hiicreleri iginde koordine
ederek enzimlerin konformasyonlarin degistirerek ve agarak cGMP’yi olusturup kaslarda
vazodilasyona neden olur. Endotel iginde tiiretilen NO’nun zit yonde ve kan damarlarinin
limenine dogru ilerlemesi ve ayrica platelet agregasyonu ve adezyonunu inhibe etmesi

c¢GMP vasitasi ile olusan farkh etkileridir (Sekil-1.7.) (34,35).

Sekil 1.7. Endotelde L-arjinin’de NO olusumu (1).
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1.5. Nitro-L-arjinin Metil Ester (L-NAME)

L-arjinin izerinden sentezlenen NO’in sentezini inhibe eden ii¢ degisik L-arjinin
tiirevi tammlanmustir. Bunlar, Nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME) (Sekil-1.9.), Nitro-L-
arjinin (L-NA), Monometil-L-arjinin (L-NMMA) seklinde karakterize edilmiglerdir (36).
Esas olarak NOS’un inhibisyonunu kompetitif olarak geri donisimli ve doniisiimsiiz
yaparlar. Su ana kadar yapimis galigmalarda L-arjinin tiirevlerinin farkh NOS tipleri

tizerinde degisik etkilerinin oldugu ortaya gikarilmustir (37).

Sekil-1.9 Nitro-L-arjinin Metil Ester (L-NAME) (58).




1.6. Estrojenler

Disi cinsiyet hormonlari olarak adlandirilan bu bilesikler, disilerde ovaryum,
erkeklerde ise testislerde iiretilir. Biyosentezlerinde o6nciil maddesi asetil-CoA’dir.
Sentezleri kolestrol ve androjenler iizerinden gergeklesen estrojenlerin, Estron, 17B-
Estradiol (Sekil-1.10) ve Estriol adinda ti¢ tirevi vardir(38). Estrojenler, meme bezi,
uterus, vajina, ovaryum, prostat, merkezi sinir sistemi (CNS) gibi hedef dokularda
biiyiime, farklilagma ve islevleri etkilerler . Bununla birlikte kemik dokusunun devamlilig,

kardiyovaskiiler sistemin korunmasinda ve hiicre proliferasyonunda etkindir (39).

—

Sekil-1.10. 17B-Estradiol (58).

Estrojenlerin etkilerini, ilki 10 yil 6énce klonlanmus iki tane estrojen reseptorii
tarafindan gerceklestir. Bunlar, estrojen reseptor alfa (ERa) ve estrojen reseptor beta
(ERB)’dir. Temel mekanizma olarak estrojen hormonu hedef hiicre difiize olduktan sonra
yiksek bir afinite ve 6zgilliikle reseptoriiyle baglanir ve vapisal bir degisiklik gegirir.
Sonra baglanacag kromatin bolgesine gider ve hedef genlerin transkripsiyonunu module

eder (40).
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1.7. Estrojen ve Damar Endoteli

Menapoz oncesi kadinlarda damar ve kalp hastaligi riskinin, aym yagtaki
erkeklere oranla daha az oldugu uzun yillardir bilinmektedir. Ayrica, postmenoposal
kadinlarda estrojen replasman tedavisinin kardiovaskiiler hastaliklara karsi koruyucu
etkilerinin  giicli  epidemiyolojik kamtlari  bulunmustur(41). Estrojenlerin, diisiik
yogunluklu kolestrolii (LDL) azaltarak yiiksek yogunluklu kolestrolii arttirma yoluyla,
koruma gorevi yaptiklan bilinmektedir. Ancak hormonun bu koruyucu etki mekanizmast
heniiz tam olarak anlaglamamustir . Son yillarda yapilan ¢aligmalar, estrojenlerin damar
duvarinda bulunan endotel ve diiz kas hiicreleri iizerinde dogrudan etkileri oldugunu

gostermigtir (42).

Estrojenlerin molekiiler diizeyde hangi mekanizma/mekanizmalar ile endotel
fonksiyonunu modiile ettikleri tam olarak bilinmemekle birlikte, reseptorleri vasitastyla
etkilerini gosterdikleri bilinmektedir (43). Eski calismalar, ligandim baglamamus estrojen
reseptoriiniin sitoplazmada bulundugunu, ligandin reseptore baglanmasi ile reseptor-
ligand kompleksinin nukleusa transloke oldugunu ileri sirmiislerdir. Ancak, sonraki
caligmalar gerek bos gerekse ligand baglamus reseptériin nukleusta bulundugunu
gostermistir. Estrogen-reseptor kompleksi sitoplazmada transkripsiyonel olmayan sinyal
olaylarim aktive edebilir ve bu vasitayla da damar endotelinde vazodilasyona yol

acabilmektedir (44).

Damar endotelinin kan ile damar duvan arasinda zarf geklinde bir engel olarak
durmasi ve bazi PGI,, NO ve ET-1 gibi bazt aktif maddeleri salgilamasi endotel
tabakasinin vazoregiilator, antikoagiilan ve l6kosit adezyonunu 6nleyici bir katman olarak
gorev yapabilmesini saglamaktadir (1,2,3,45). Ayrica literatiirde, endotel kaynakli
gevseme cevabmnin, aterosiklerozda ve hipertansiyon, diabet, hiperkolestrolemi gibi

aterosikleroza ortam yaratan hastalarda diigiik oldugu gosterilmistir (46).




1.8. Estrojen ve NO

Epidemiyolojik galismalardan elde edilen kamtlar, hormon replasman tedavisi
goren menapoz sonrast kadinlarda estrojenin kardiyovaskiiler hastalik ve buna bagh 6lim
riskinin ortaya ¢ikma olasiliinda bir azalma oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, deneysel
ve klinik ¢alismalarda da estrojenin belirgin bir antiaterojenik bir etki gosterdigi ortaya
koyulmustur. Yalniz, bunun tam ve gergek mekanizmasi heniiz aydinlatilamamasina
ragmen, elde edilen son bilgiler, endotelyal NO iretiminin bu mekanizmanin
dizenlenmesinde etkili olabilecegi yonindedir (47). Disi hayvan ve insanlarin Ach ile
uyarilmiy endotelyal NO miktar: erkeklere gére daha fazladir; bu da NO fonksiyonlarin
cinsiyete bagl olabilecegini gostermistir. Klinik calismalar da estrojen uygulamasinin
hayvanlarda ve menapoz sonrasi kadinlarda daha fazla oldugunu ortaya koymaktadir (48).
Ayrica, estrojen reseptor bozuklugu gosteren fare aortalardan elde edilen orneklerde,
estrojenin etkisinin, nukleer estrojen reseptorlerinin vasitasiyla gerceklestigi bulgular
arasindadir (43). Estrojenlerin damar endoteli igin potansiyel bir hedef olmasi ve damar
endotelinden sentezlenen NO’nun bolgesel olarak kan damar duvarinda, platelet
agregasyonunun inhibisyonu, 1okosit adezyonu, diiz kas proliferasyonun inhibisyonuna yol
agmast ile damar koruyucu ve antiaterogenik etkilerinin olabilecegi, estrogenlerin  NO

vasitast ile etkili olabileceklerinin bir bagka kanitidir (49).

Son yapilan galigmalarla birlikte Estrojenin NO tiretimindeki potansiyel regiilasyon
mekanizmalar su basamaklarda olabilir (Sekil-1.11) (50):
1 Transkripsiyonun diizenlenmesi (Genomik etki),
2 mRNA yanlanma siiresinin uzamast,
3 Posttranskripsiyonal diizenlenme,
4 Kofaktor veya substratlarin diizenlenmesi,

5 NO’nun korunmasi
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Sekil-1.11. Estrojenle indiiklenen NO’nun, endotel hiicreleri tizerindeki olas: etki
mekanizmalar (50).




1.9. Estrojen ve Endotelin-1

Endotel hiicrelerinden salinan ET-1 potansiyel olarak giiglii bir vazokonstriiktér
ajandir. Yapilan cahymalar, ET-1’in, hipertansiyon ve aterosiklerozun olusumunda
rolinin oldugunu géstermektedir. Aterosiklerotik hastalarn plazma ET-1 seviyesinde
saglkli insanlara goére bir artis vardir. Bu olay aterosiklerotik Guiana domuzlarinda
arterlere asetilkolin verilmesinden sonra plazma ET-1 seviyesinin artmasi bir kontrol

sayilabilir (51).

Literatiirde, saglikh kadinlarda, kandaki ET-1 seviyesinin erkeklere gore, hamile
kadmlarda da hamile olmayanlara oranla daha disik seviyede oldugu gosterilmistir (52).
Aynca, ET-1 dizeyinin, transseksiellerde de ilging sonuglan goriilmektedir: Erkek
cinsiyetten kadmn cinsiyete gecenlerde ET-1%in plazmadaki konsantrasyonunun azaldig,
disi cinsiyetten erkek cinsiyete gegenlerde de arttig saptanmugtir. Siganlar iizerinde
yapilan bir galismada, ovaryumlan alinmig (OVX) ile ovaryumlan alinmis ve estrojen
hormonu verilmis (OVX+E) diger grup arasinda plazma ET-1 seviyeleri incelenmistir.
Elde edilen sonuglara gére, sadece ovaryumlari alinmis olan siganlarin plazma ET-1
seviyeleri, ovaryumlari alinip estrojen verilmis olanlara gore anlaml bir ekilde diigiiktiir .
Yapilan bu galismalar ET-1’in aterosikleroz ve hipertansiyonun patogenezinde 6nemli
roliiniin olabilecegini gostermektedir. Fakat, yine de bu mekanizma tam anlamiyla

¢oziilebilmis degildir (52).

Estrojenlerin aterosikleroz, yiksek tansiyon gibi kalp ve damar hastaliklarindaki
etki ve iliskileri ele alindiginda, bu tez cahsmasinda, 17B-estradiol’iin endotelin-1 geni

uzerindeki etkisinin nitrik oksit ile iligkisi aragtinlmigtir,




2. GEREC ve YONTEMLER

2.1. KULLANILAN CiHAZLAR
Agaroz Elektroforez Jel Diizenegi, Bio-Rad (ABD)
B-Sayici, Tech.Assoc. (ABD)

Buzdolabi, Argelik (Tiirkiye)

CO; Inkiibator, Forma Scientific (ABD)
Derin Dondurucu -20 0C, Philco (Tiirkiye)
Derin Dondurucu -70 0C, So-Low (ABD)
Densitometre, Vilber Lourmat (Fransa)
Etiiv, Heraeus (Almanya)

Fotograf Makinesi, Vilber Lourmat (Fransa)
Gii¢ Kaynagi, ATTO (Japonya.)

Hassas Terazi, Mettler AT261 (Isvigre)
Hassas Terazi, Mettler PJ 6000 (Isvigre)
Hassas Terazi, Sortorius (Japonya)

Isi Blogu, Techne DB-ZA (Ingiltere)

Kirik Buz Makinesi, Scotsman (ABD)
Laminar Flow, Ozge A.$. (Tirkiye)
Manyetik Kanigtirici, Cole-Parmer (ABD)
Mikrosantrifij, IEC Micro-MB (ABD)
Otoklav, All American (ABD)

Otomatik Mikropipet, Gilson (Fransa)
Pastor Finim, Elektro-Mag (Tiirkiye)

pH Metre, Corning (ABD)

Santrifuj, Heraus Digifuj GL (Japonya)
Sogutmali Santrifuj, Hettich 30 RF (Almanya)

Spektrofotometre, Shimadzu (Japonya)




Su Banyosu, Dedeoglu (Tirkiye)

Su Banyosu, Kottermann (FRG)

Su Saflastirma Cihazi, Milli Q. [JS1]UF Millipore (ABD)
Sivi Sintilasyon Sayaci, Packard Tri-Carb (ABD)

Ters Mikroskop, CK2 Olympus (Japonya)

UV Kaynag, Vilber Lourmat (F: ransa)

Vakumlu Mikrofuj, Sarvant (Ingiltere)

Vorteks, IKA MS1 (ABD)

Filtreler,
Millipore Millex (0.22,0.45mm) (ABD), Millipore Vakum Pompasi (ABD)
Kiiltir Kabi,

Hiicre Kiiltiir Kab1, Cornic (lsrail)

Diger Geregler,

Pediatrik Infiiziyon seti Pend, Penset, Makas, Gazl Bez, Katkiit, Steril Enjektor.

2.2. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER

2.2.1. Kimyasal Maddeler

Fenol Merck (Almanya),

Formaldehit Merck (Almanya),

Gliserol Merck (Almanya),

Inorganik kimyasal maddeler Merck (Almanya)

Otoradyogram filmi (X-OMAT) ve film banyo sivilari, Kodak (ABD),
Isaretleme kiti (Prime-a-gene Labelling System), Promega (ABD),
Poloroid film 667, Poloroid (ABD),

Emdirme Membram (Gene Screen Plus), Dupont (ABD),




Radyoaktif madde ([a—**P]dCTP (Macaristan)),
Bunlarin digindaki tiim kimyasal maddeler Sigma (ABD) satin alinmustir.

2.2.2 ¢cDNA Problar

¢DNA problart ATCC’den plazmid vektér iginde klonlanmug halde satin almmugtir.

Insan Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz ( GAPDH ) cDNA probu ( ATCC No:57091 ),

(us]

T-1

Insan Endotelin-1 geni ¢cDNA probu ( ATCC No:65699 )

2.3. KULLANILAN COZELTILER

Kiiltiir Cozeltileri

Fosfat Tamponu (PBS)
%0.9 NaCl iginde, 10 mM KH,PO, ve 10 mM Na,HPO, pH 7.4 olacak sekilde

karigtirilarak hazirlandi.
HEPES Tamponu

137 mM NaCl, 4 mM KCI, 10 mM HEPES, 11 mM glukoz igeren soliisyon pH
7.4'e NaOH ile ayarlanarak hazirlandi.

Kiiltiir Ortam

Hicre kultiir ¢aligmalarinda fenol kirmuzisi igeren (M2520, Sigma) ve igermeyen
(M3969, Sigma) olmak iizere iki farkli M199 kiltirii kullamildi. Saf suda ¢oziildii,
sodyum bikarbonat ilave edildi ve pH 7.4'e NaOH ile ayarlandi. %20 Fetal dana serumu
(FCS), amfoterisin ve penisilin/streptomisin ilave edildi ve 0.22 pm capli por genisligi
olan milipor filtreden gegirilerek steril edildi.
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