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Ozet

Amac: Bu ¢alismada sigan koroner mikrovaskiler endotel
hiicrelerinde tek basina estradiol ve estradioliin
progesteron, testosteron ve estrojen reseptdr o ve P blokorii
ile kombinasyonlarninin RhoA ekspresyonu izerine etkileri
Western blot analizi ile degerlendirildi.

Yintem: Calismada Wistar tiiri sicanlar  kullamlda.
Kalpler Langendorff kalp perfiizyon sistemine asilarak
koroner mikrovaskiiler endotel hiicreleri elde edildi.
Hiicreler kiiltiir flasklarina ekilerek 37°C’de %5 CO.li
ortamda inkiibe edildi. Konfluent olan flasklar
pasajlanarak cogaluldi. 3. pasaj koroner mikrovaskiiler
endotel hilcreleri, deneylerden 24 saat dnce béliinmeleri
durdurulup 17p-estradiol (10 ve 107"M) tek basina veya
17p-estradiol testosteron (10°* ve 107'M), progesteron (10°®
ve 107M) ve ICI 182, 780 (10”°M), kombinasyonu ilave
edilerek 24 saat inkilbe edildi. inkiibasyon sonras:
flasklardaki hiicreler homojenize edilerek Western-Blot
yontemi ile RhoA protein enzim ekspresyon diizeyleri
Slgildi.

Bulgular; |7p-estradiol sican koroner mikrovaskiiler
endotel hiicre kiiltiirinde progesteron ve testosteron ile
bloke edilemeyen RhoA up-regillasyonu neden olmaktadir.
Sonug: Sonug olarak ostrojene bagh olarak gozlemlenen
kardiyovaskiiler = komplikasyonlardan  Rho/Rho-kinaz
yolaginin aktivasyonu sorumlu olabilir.

Anahtar Sézciikler: endotel, 17f-estradiol; progesteron;
rhoA; restosteron
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Abstract

Aim: In this study, the possible effects of estrogen and its
combinations with classical estrogen o and P receptor
blocker ICI 182, 780, progesterone and testosterone
hormones on the RhoA expressions in the rat coronary
microvascular endothelium cell culture using were
assessed by Western blott analysis.

Method: Wistar rats were used in the study. Coronary
microvascular endothelial cells were obtained by the
mounted rat hearts on a constant-flow Langendor(f systen.
The cell suspensions were plated and incubated at 37°C
under 5% CO,. Confluent {lasks were passaged. The third
passage coronary microvascular endothelial cells were
made quiscent 24 hours belore experimentation. Next, it
was incubated with either 17p-estradiol (10‘g -IOJM), or
its combination with ICI182, 780 (107°M), progesterone
(IO'g - IOJM), and testosterone (10's - 10'7M) for 24 hrs.
Afterwards, the cells in flasks were homogenized and
RhoA protein enzyme expression levels were measured by
Western-Blotting technique.

Results: 17-B estradiol causes RhoA wup-regulation that
can not be blocked by progesterone and testosterone in
rat coronary microvascular endothelial cell culture.
Conclusion: Activation of Rho/Rho-
kinase pathway might be responsible for the development
of estrogen associated cardiovascular complications,

Keywords: endothelium;
rhoA; testosterone

17B-estradiol; progesterone;



Kurt ve ark.

Giris

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde
kardiyovaskiiler hastaliklar ve komplikasyonlann en basta
gelen 6liim nedenlerindendir. 30-50 yas arasi erkeklerde
kardiyovaskiiler hastalik insidansi aym yastaki kadinlara
gore daha fazladir (1). Bununla uyumlu bir sekilde koroner
arter hastaliklarinin, kadinlarda erkekler ile
karsilastinldiginda ortalama 10 yil sonra gelistigi
bildirilmistir  (2). Menopozla  beraber  kadinlarda
kardiyovaskiiler ~ hastaliklarda  artma  ve  endotel
fonksiyonlarinda bozulma olmaktadir. Bu artmus risk
estrojen tedavisi ile Onlenebilir gibi goriinmektedir (3).
Ancak estrojenlerin  bu  kardiyovaskiiler  koruyucu
etkilerinin yamisira hormon replasman tedavi siiresince
zararli  kardiyovaskiiler etkilerinin de ortaya ¢iktif
bildirilmistir (1). Ornegin Heart and Estrogen/Progestin
Replacement Study (HERS) calismasinda ilk bir y1l i¢inde
hormon replasman tedavisi alan grupta kontrol grubuna
gore daha sik kardiyovaskiiler problemler gézlenmistir (4).
Plasebo kontrollii Papworth HT Atherosclerosis Study
Enquiry (PHASE) calismasinda 4. yilin sonunda estrojen
tedavisi alan grupta koroner hastaliklar %23 oraninda daha
sik goriilmiistiir (5).

Progesteronlar,  estrojen  tedavisinin  artirdif
endometriyal malignite riskini azaltmak ic¢in hormon
replasman tedavilerine sikhikla eklenmektedir. Ayrica
progesteron, estrojenlerin meydana getirdigi vaskiiler
etkisini degistirebilmektedir (6).

Bashca erkek seks hormonu olan testosteron yiiksek
dansiteli lipoprotein (YDL) azalmasina ve trigliseritlerin
artmasina yol acar (7). Testosteron direkt androjenik
etkilerinin yanmi sira estrojene doniiserek ateroskleroz
gelisimini etkileyebilir (8).

Ateroskleroz gelisiminin ilk basamaginin endotelyal
disfonksiyon oldugu disiiniilmektedir (9). Saghkli bir
endotel, kan ve damar duvar arasinda fizyolojik bir bariyer
olmasimin yanisira ¢oklu endokrin ve parakrin fonksiyonlan
olan bir organ olarak da tanimlanmaktadir (10).

Damar endotel hiicreleri, ayn1 diiz kas hiicresi gibi
kontraktil elementlere sahiptir. Dolayisiyla bu hiicreler
cesitli stimuluslara yamt olarak kontraktilite seklinde yanit
verebilir. Rho benzeri kiicik GTPaz olan RhoA,
aktomiyozin kasilmasim arttirir ve bu sekilde intraselliiler
kavsak  bitiinliigiinii  bozarak  endotelyal  bariyer
disfonksiyonuna neden olur (11,12). Heterotrimerik G
proteinleri ile kenetli cesitli reseptorlerin aktive edilmesi,
hiicre ici Ca™ diizeylerini  artirabilir.  Kalsiyum,
kalmoduline baglanarak miyozin hafif zincirini fosforile
etmek icin myozin hafif zincir kinaz1 stimiile eder (13-15).
Bu enzim miyozini fosforile ederek kasilma olayim
baglatir. Diger taraftan myozin fosfataz denen bir enzim de,
myozini defosforile ederek kasilma olayini tersine gevirir.
Ca™ duyarlasmasindaki esas mekanizmanin myozin hafif
zincir kinazin stimiilasyonundan farkli olarak, myozin
fosfotazin Rho-kinaz tarafindan fosforile edilerek inhibe
edilmesi oldugu ileri siiriilmektedir (16,17).

Estrojenin in vive olarak disi sicanlarin  serebral
dolasiminda vaskiiler Rho-kinaz fonksiyonlarim baskiladif
gosterilmis olmasina ragmen, tavsan mesane diiz kasinda
estrojenlerin - Rho-kinaz (ROCK) ekspresyonunu ve
aktivitesini artirdig bildirilmektedir (18,19). Ayrica insan
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umblikal ven endotel hiicre kiiltiiriinde estrojenin ve
progesteronun, Rho-kinazin alt efektorii olan moezinin
fosforilasyonunu artirdign gosterilmistir (20,21).

Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicresinde 17p-
estradiol’iin ozellikle Rho (RhoA) ekspresyonu iizerine
etkileri incelendi. Bu amagla tek basina estradiol ve
estradioliin progesteron, testosteron ve estrojen reseptdr o
ve P blokorii ile kombinasyonlarinin RhoA ekspresyonu
iizerine etkileri arastirildi.

Gerec ve Yontem

Koroner Mikrovaskiiler Endotel Hiicre Izolasyoni ve Ekimi

Bu calisma Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir. Sicanlar Mersin
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlarn merkezinden
temin edilmistir. Calismada Wistar tiri 250-300 gram
agirh@inda erkek sicanlar kullamlmistir. Sicanlar dekapite
edilerek torakslart agildi. Aortalar1 mediastinal dokudan
ayirilarak goriiniir hale getirildikten sonra kalpleri ¢ikarildi.
Perfiizyon islemi igin izole Langendorff kalp perfiizyon
sistemi kullanildi. Endotel hiicre izolasyon ve kiiltiirii Ulker
ve ark. (22) tarafindan daha once uygulanan yonteme gore
hazirlanmustir. flag inkiibasyonu yapilacak flasklara bir
gece Onceden iiremelerini durdurmak amaciyla Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM)’li renksiz ve serum
icermeyen besiyeri ilave edilmistir. 17p-estradiol (10 ve
107 M) tek basina veya 17pB-estradiol testosteron (10™ ve
107M). progesteron (10° ve 107M) ve ICI 182, 780 (10°M)
uygulandiktan 24 saat sonra flasklarin mediumlart alinmisg
ve daha sonra flasklar hiicre siyiricr ile siyirilip hiicrelerin
mekanik olarak zeminden ayirilmas: saglanmstir. Hiicreler
homojenizatdér yardimi ile homojenize edildikten sonra
supernatantin  107ar pl’si Bradford yontemi ile protein
tayini i¢in kullamlmistir. Kalan proteinler ise Western-blot
yontemi icin kullanilmstir.

Western-Blot Analizi

Koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinden elde
edilen protein karisitminda hedef protein olan RhoA’mn
varlifim  gostermek amaciyla ozel bir protein-protein
hibridizasyon teknigi olan Western-Blotlama yontemi
kullanildi. Esit miktarlarda protein 9% 10’lik sodyum dodesil
sillfat  poliakrilamid jel (SDS-PAGE)’e yiiklenerck
elektroforeze tabi tutuldu. Jelde buyiikliiklerine gore ayrilan
ve bantlar olusturan proteinler elektrotransfer teknigi ile
nitroseliilloz bir membrana aktarildi. RhoA (Santa Cruz
Biotechnonolgy) antikoru ile | saat muamele edildi. Bu
islem sonrasinda HRP (horseradish peroxidase) bagh
sekonder antikor ile (1:2000 diliisyonda) yine bir saat
muamele edildi. Daha sonra membranlar ECL (enhanced
chemiluminescence) Plus Kit (Amersham Biosciences,
Freiburg Germany) goriintiileme soliisyonu ile 5 dakika
karanlikta bekletildikten sonra goriintiilendi.

Istatistiksel Analizler

Western Blot teknigi ile elde edilen bantlarin analizi
icin Scion Image programindan faydalamldi. Veriler,
ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel
degerlendirilme icin ANOVA ve Dunnet post hoc testi
kullanildi. p<0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.
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17-f Estradiol ve ICI 182,780 ile Kombinasyonunun RhoA
Protein Ekspresvonlar Uzerine Etkileri

10°, 10° ve 10'M 17B-estradiol, sican koroner
mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde RhoA  protein
ekspresyonlarimt  arttirdi, fakat bu artis konsantrasyon
bagimli degildi. Estrojen reseptor blokdrii 1CI 182, 780,
estradioliin olusturdugu RhoA protein ekspresyon artigini
inhibe etmedi (Sekil 1).

17-f Estradiol ve Progesteron ile Kombinasyonunun RhoA
Protein Ekspresyonlar Uzerine Etkileri

10° ve 10°™M  17p-estradiol sican  koroner
mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde RhoA  protein
ekspresyonlarmi  anlamhi  olarak artirdh, 10° ve 10'M

progesteron bu etkiyi ortadan kaldirmadh (Sekil 2).

17-f3 Estradiol ve Testosteron ile Kombinasyonunun RhoA
Protein Ekspresyonlart Uzerine Etkileri

10 ve 10°™M  17B-estradiol  sican  koroner
mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde RhoA  protein
ekspresyonlarini anlamh olarak artirdi, 10% ve 107M

testosteron  estradioliin olusturdugu  RhoA protein ekspresyon
artisin inhibe etmedi ($ekil 3).

109 M Estradiol - = o=
10 M Estradiol - - 4+ =
10" M Estradiol - -
105MICI 182,780 = - = -
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Bl 107 M Estradiol

110 M Estradiol + 10° M ICL.
[110*® M Estradiol + 10° M ICI,
1107 M Estradiol + 10° MICI.

Sekil 1. Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda 17-p estradiol (107 ve 10®*M ve 24 saat, n=5) ve onun
testosteron (10" ve 107M) ile kombinasyonunun 24 saat inkiibasyonunu takiben RhoA protein ekspresyonlarinin Western blot
teknigi ile gosterilmesi. Veriler ortalamazstandart hata olarak gbsterilmistir. Istatistiksel kargilasurmalar igin tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullamlmistir. *: p<0.05, *#: p<0.01, ##%: p<0.001.
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Sekil 2. Sigan koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda 17-B estradiol (107 ve 10°M ve 24 saat, n=5) ve onun
progesteron (107 ve 10'M) ile kombinasyonunun 24 saat inkiibasyonunu takiben RhoA protein ekspresyonlarimin Western blot
teknigi ile gosterilmesi. Veriler ortalamazstandart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilagtirmalar icin tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanmilmigtir. **: p<0.01.
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Sekil 3. Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda 17-B estradiol (107 ve 10°M ve 24 saat, n=3) ve onun
testosteron (10 ve 107M) ile kombinasyonunun 24 saat inkiibasyonunu takiben RhoA protein ekspresyonlarmin Western blot
teknigi ile gosterilmesi. Veriler ortalamasstandart hata olarak gosterilmistir. [statistiksel kargilastirmalar igin tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmustir. *: p<0.05, **: p<0.01, ###: p<0.001.

Tartisma

Bu cahsmada estradiol tek basina ve estradioliin
progesteron, testosteron ve estrojen reseptor o ve J3
blokérii, ICI 182,780 ile kombinasyonlarinin Rho (RhoA)
ekspresyonu ve Rho-kinaz aktivitesi iizerine etkileri
arastirildi.

Yapilan pek c¢ok klinik ve epidemiyolojik
cahsmalarda premenopozal kadinlarda aym yas erkek ve
postmenapozal kadinlara gore kardiyovaskiiler hastalik
insidansinin  daha diisiik oldugu bildirilmektedir (23).
Bundan dolayi, bu ¢alismada sigan koroner endotel hiicre
kiiltiirlerinde seks hormonlarinin (estrojen, testosteron ve
progesteron) kardiyovaskiiler komplikasyonlara aracilik
ettigi bugiin 1yi bilinen bir yolak olan Rho/Rho-kinaz sinyal
ileti mekanizmalar1 (24) iizerine etkilerini inceledik. Her ne
kadar androjenlerin sican renal arterinde Rho-kinaz
(ROCK) ekspresyonunu ve aktivitesini stimiile ettigi (25)
progesteronun insan umblikal ven endotel hiicre kiiltiiriinde
(HUVEC) Rho-kinazin alt efektorii olan moezinin
fosforilasyonunu artirdigy (21) ve 17-f estradiolin ROCK
ekspresyonunu ve fonksiyonunu baskiladig: bildirilmis olsa
da (18), bizim ¢alismamzda tam tersine estradiol, RhoA
ekspresyon ve aktivitesini artirmstir. flging olarak bu up-
regiilasyon, estrojen reseptor blokorii ICI 182,780 ile inhibe
edilemedi. Ayrica pek cok dokuda estrojenin etkisini
zayiflatan ve ona ters yonde hareket eden progesteron ve
testosteron uygulamasi da estradiolle indiiklenen RhoA
ekspresyon artisini baskilamadif goriildii.

Bilindigi  iizere = Rho/Rho-kinaz  sinyal ileti
mekanizmasi vaskiiler sistemin toniisiiniin
diizenlenmesinde Onemli bir rol oynamaktadir. Rho/Rho-
kinaz yolagi hem damar diiz kas kasilmasina katks
saglamakta hem de inflamatuar aterosklerotik lezyonlarin
olusmasina neden olmaktadir (24). Rho/Rho-kinaz yolad
ateroskleroz, koroner arter hastalig, aritmi, hipertrofik kalp
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yetmezligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklar ig¢in 6nemli bir
terapotik hedef olarak goriilmektedir. Kalp damar
sisteminde boylesi olumsuz etkisi olan bir yolagn iyi
etkileri oldugu bilinen estradiol ile giiclenmesi ilk bakigta
giincel bilgilerimizle pek bagdasmamaktadir. Ne var ki,
estrojenin hiicre proliferasyonu icin mitojenik bir ajan
oldugu dikkate alinirsa, bu etkinin esasinda koruyucu
olabilecegi diisiiniilebilir. $Soyleki; Brouchet ve ark. (26),
estradioliin reendotelizasyonu estrojen reseptorii o (ERa)
aracihfmyla artirdigimi rapor etmislerdir. Bu da, esasinda
estradioliin sadece kadin cinsel organlaninda proliferatif
olmadigim: fakat ayn: zamanda diger doku ve hiicreler igin
de mitojenik bir ajan oldugunu diisiindiirebilir. Ancak
etkinin estrojen reseptor blokorii (ICI 182,780) ile bloke
edilmemesi bu olaya estrojen reseptorlerinin kansmadigim
gosterebilir. Ya da bilinen estrojen reseptoril disinda baska
bir reseptoriin katkist olabilir. Yahut estrojen reseptoriinden
bagimsiz olarak direk bir sekilde RhoA ekspresyonunu
artirnus olabilir. Bu etkinin detayh bir sekilde arastirilmasi
gerekmektedir.

Estrojenler bir taraftan Rho/ROCK yolagim da i¢ine
alan mekanizmalarla timoér hiicre proliferasyonu ve
migrasyonunu tetiklerken, aym zamanda olasilikla ayni

yolaklar iizerinden endotel hiicre proliferasyonu ve
migrasyonu gibi yararh etkiler olusturabilir. Endoteli
hasarlanmis  damar  bolgesinde  trombus  olusumu

hizlanmakta ve vazokonstriiksiyon gelismektedir (27,28).

Sonug olarak, estradiol sican koroner mikrovaskiiler
endotel hiicre kiiltiiriinde progesteron ve testosteron ile
bloke edilemeyen RhoA  up-regiilasyonuna neden
olmaktadir. Bu c¢ahigmalar 1s13inda gelisen pek c¢ok
kardiyovaskiiler komplikasyonlarin Rho/Rho-kinaz
yolagimin aktivasyonundaki artis ile ilgili olabilecegi ileri
stiriilebilir. Rho/Rho-kinaz yolagimin aktivasyonu spesifik
olarak inhibe eden ajanlarin kullamlmasi bu patolojik
durumlarin tedavisinde yararli olabilir.
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