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1.ÖZET 

 

Amaç: Natriüretik peptitler, atrial natriüretik peptit (ANP), B-tip natriüretik peptit 

(BNP), ve C-tip natriüretik peptit (CNP) kalp damar sisteminde önemli rolleri olan 

hormonlardır. CNP baĢlıca endotelyumdan salınan ve vazodilatör etki göstererek 

damar sağlığına önemli katkıları olan antiaterosklerotik bir peptitdir. ANP ve 

BNP‟nin, CNP ekspresyonunu arttırdığı sığır aort endotel hücrelerinde in vitro olarak 

gösterilmiĢtir. Oksitosin ANP‟nin salgılanmasını arttırarak kalp-damar sisteminde 

etki gösteren bir hormondur. Östrojen ve progesteron ise oksitosin ve oksitosin 

reseptörünün ekspresyonunun kontrolünde önemli steroid hormonlardır. Bu 

çalısmada amaç oksitosin, östrojen ve progesteronun endotel hücrelerinde CNP 

ekspresyonu üzerindeki etkilerini incelemektir.  

Yöntem: Ġnsan umbilikal ven endotel hücre kültürleri (HUVEC) oksitosin, östrojen 

ve progesteronun tek baĢlarına ve değiĢik kombinasyonlar halinde 100‟er nM 

konsantrasyonda eklenmesiyle 24 saat süreyle ile inkübe edilmiĢ ve hormonların 

CNP geninin ekspresyonu üzerindeki etkileri Taqman® problar kullanılarak gerçek 

zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve CNP protein düzeyinde etkisi ise, 

Western Blot teknikleri ile araĢtırılmıĢtır.  

Bulgular: Gerçek zamanlı PZR deneyleri, progesteron ve östrojenin, kontrol grubuna 

göre CNP ekspresyonunu arttırdığını göstermektedir. Diğer hormonlarla beraber 

verildiğinde oksitosinin, CNP ekspresyonu üzerinde azaltıcı etkisi olduğu 

görülmüĢtür. Western blot tekniği ile hücre içi CNP düzeyleri belirlenememiĢtir. 

Bunun nedeni, CNP‟nin hücre lizatında deteksiyon limitinin altında miktarlarda 

(<50ng) bulunması veya sinyal peptiti olduğu için sentez sonrası derhal sekrete 

edilmesi olabilir.  

Sonuç: Bulgularımız, oksitosin ve steroid hormonların endotel hücrelerinde CNP 

sentezini etkileyebileceklerini ve bu hormonların damar üzerindeki etkilerinin 

bazılarının CNP aracılığıyla gerçekleĢebileceğini göstermektedir. 

 

Anahtar sözcükler: C Tip Natriüretik Peptit, Gerçek Zamanlı PZR, Oksitosin, 

Östrojen, Progesteron  
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2.SUMMARY 

Investigation of Oxytocin and Sex Hormones (Estrogen and Progesterone) 

Effects on C Type Natriuretic Peptite Synthesis in Endothelial Cells 

 

Natriuretic peptites, atrial natriuretic peptite (ANP), B-type natriuretic peptite (BNP), 

and C-type natriuretic peptite (CNP)  are hormones which have important roles in the 

cardiovascular system. C-type natriuretic peptite which is mainly produced in 

vascular endothelial cells has protective effects on vasculature due to its vasodilative 

and antiaterosclerotic properties. In vitro experiments have shown that CNP 

expression is stimulated by ANP and BNP in the bovine aortic endothelial cell 

culture. Oxytocin is a hormone which has effects on cardiovascular system mediated 

by increasing ANP secretion.  

Estrogen and progesteron are steroid hormones which regulate the expression of 

oxytocin and its receptor. The aim of this study is to investigate the effects of 

oxytocin, estrogen, progesteron on the expression of CNP in edothelial cells.  

Method: Human umbilical vein endothelial cell cultures (HUVEC) were incubated 

with 100 nM estrogen, progesterone, oxytocin alone or in various combinations for 

24 hours and the effect of hormones on CNP expression were evaluated by Real 

Time PCR using Taqman® probes and Western Blotting tecniques. 

Results: Real Time Polymerase Chain Reaction   (RT-PCR) assays have 

demonstrated that estrogen, progesterone increase CNP expression in endothelial 

cells compared to controls. Oxytocin combined with other hormones attenuated the 

their effect. The changes in CNP protein level could not be detected with Western 

Blotting. This may be due to the presence of CNP in concentration lower than the 

detection limit (<50 ng)  or its secretion right after synthesis.  

Conclusion: Our  results demonstrate that oxytocin and the steroid hormones 

estrogen and progesterone can influence CNP synthesis in endothelial cells and can 

be partly responsible from the  effects of these hormones on the vascular system. 

 

Key words: C Type Natriuretic Peptide, Estrogen, Oxytocin, Progesterone, Real 

Time PCR   
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3.GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Endotelyum, damar lümeninde lokalize olmuĢ çok fonksiyonlu tek katlı hücre 

katmanıdır. Endotelyum, nitrik oksit (NO), prostasiklin (PGI2), natriüretik peptitler 

(NP) ve endotel kaynaklı hiperpolarize edici faktör (EDHF; endothelium derived 

hyperpolarizing factor) gibi damar gevĢetici ve endotelin-1 (ET-1) gibi damar kasıcı 

moleküller salgılayarak damar tonüsünde, kan basıncının regülasyonunda ve kalp 

damar sağlığındaa çok önemli rol oynamaktadır (Sandow 2007). 

 

Natriüretik peptit ailesinin bir üyesi olan C Tip Natriüretik Peptit (CNP), sinir 

sisteminde ve özellikle endotelyumda sentezlenmektedir (Ry et al 2007, Wu et al 

2003). CNP endotelyumdan salınarak düz kas hücreleri üzerinde gevĢeme yapmakta 

ve trombositler üzerinde de antiadesiv ve antiagrege edici etki göstermektedir 

(Sandow and Tare 2007, Ahluwalia and Hobbs 2005). Ancak son yıllarda yapılan 

araĢtırmalar CNP‟nin önemli bir EDHF olabileceğini göstermektedir (Barber, 

Gaspari, Kairuz, Dusting and Woods 2005). Bu peptitin etkilerinin, endotel 

disfonksiyonunu ve enflamasyonu önleyici yönde olması damar sağlığında koruyucu bir 

etkisi olduğunu göstermektedir. 

 

CNP‟nin salınımı sitokinler, shear stres, TNF-α, lipopolisakkaritler varlığında 

artmaktadır. (Costa-e-Sousa et al 2005, Mukaddam-Daher, Jankowski, Wang, 

Menaouar and Gutkowska 2002). ANP ve BNP‟nin, CNP sekresyonunu arttıran çok 

önemli uyaran olduğu, sığır endotel hücreleri ile yapılan çalıĢmada gösterilmiĢtir 

(Nazario, Hu, Pedram, Prins and Levin 1995). ANP‟nin sentezinin, bir hipofiz 

hormonu olan oksitosin tarafından arttırıldığı bilinmektedir. Dolayısıyla oksitosinin, 

ANP aracılı olarak CNP ekspresyonunu arttırma olasılığı bulunmaktadır. 

 

Oksitosin, doğum ve laktasyonda görevi olduğu bilinen bir nonapeptitdir. Bu 

hormonun sentezinin ve reseptörlerinin vasküler sistemde de olması, bu hormonun 

bilinen etkisi olan üreme haricinde de damar üzerine de etkilerinin olduğunu 

düĢündürtmektedir (Jankowski et al 2000).   

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jankowski%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wang%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Menaouar%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gutkowska%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Östrojenler ise, oksitosin sisteminin (oksitosin ve oksitosin reseptörlerinin)  en 

önemli düzenleyenlerinden biridir (Fang, Wong and Mitchell 1996). Östrojenin, 

damarlarda vazodilatasyona neden olması, düz kas hücrelerinin proliferasyonunu 

inhibe etmesi, yaralanma sonrası endotelyumun tekrar yapılanmasını sağlanması, 

apoptozu engellemesi, lökosit adezyonunu inhibe etmesi gibi pek çok olumlu etkileri 

bulunmaktadır. Östrojen, damar sağlığı üzerindeki bu etkilerinden çoğunu nitrik oksit 

aracılı gerçekleĢtirmektedir (Kim and Bender 2005).  

 

Progesteron, östrojene göre damar etkileri çok daha az bilinen bir hormondur. 

Progesteronun tek baĢına vazokonstriksiyon, fakat östrojenle birlikte vazodilatasyon 

yaptığı bilinmektedir. Progesteronun fizyolojik konsantrasyonları oksitosin 

reseptörünun sinyalini ve dolayısıyla oksitosin sistemini inhibe etmektedir (Edwards 

2005).  

 

Bu tez çalıĢmasında amacımız, oksitosin, östrojen ve progesteronun, endotel 

hücrelerinde CNP ekspresyonu üzerinde etkilerinin araĢtırılmasıdır. Östrojen ve 

progesteronun ve de oksitosinin damar sistemindeki etkilerinde CNP‟nin muhtemel 

katkılarını belirlemektir.  
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4. GENEL BİLGİLER 

 

 

4.1.Endotelyum 

 

Endotelyum tanımı 1856 yılında yapılırken sadece pasif bir bariyer olduğu 

düĢünülmüĢtür. Endotelyumun son derece aktif bir hücre tabakası, hatta bir organ 

olduğu, son kırk yılda yapılan yoğun araĢtırmalarla anlaĢılmıĢtır (Mas 2009, 

Vanhoutte, Shimokawa, Tang and Feletou 2009). Endotelyum, kan ve lenf 

damarlarının cidarında tek katlı bir Ģekilde bulunan hücreler topluluğudur. 

Endotelyum, salgıladığı pek çok moleküller ile trombozu, fibrinolizi, vasküler tonüsü 

ve kan akımını düzenlemekte ve çevresindeki diğer hücrelerle haberleĢerek sağlıklı 

bir damarın devamlılığını sağlamaya çalıĢmaktadır (Sprague and Khalil 2009). 

Ateroskleroz, hipertansiyon, sepsis ve enflamatuvar hastalıklarda endotelyumdan 

salgılanan bu moleküllerin salgılanmasında bozukluklara rastlanmaktadır (Valbuena 

and Walker 2006).  

  

 

ġekil 1. Endotelyumdan salınan moleküller (Galley and Webster 2004) 
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Endotelyumun en önemli fonksiyonlarından biri, damar tonüsünü salgıladığı 

vazoaktif maddelerle düzenlemektir (Coats, Johnston, MacDonald, McMurray, 

Hillier 2001). Endotelyum, nitrik oksit (NO), prostasiklin (PGI2), EDHF gibi 

vazodilatörler aynı zamanda ET-1, anjiyotensin çevirici enzim (ACE), tromboksan 

A2, lökotrienler gibi vazokonstriktif moleküller salgılamaktadır (ġekil 1).  

 

Endotel kaynaklı vazoaktif maddelerden NO bilinen en potent vazodilatördür. 

Eksikliği damar sağlığının bozulmasına neden olur. NO, endotelden salınarak düz 

kas hücrelerinde bulunan çözünebilen guanilat siklazı (sGC) aktive eder ve siklik 

GMP (cGMP) oluĢturarak düz kaslarda gevĢeme meydana gelir (Alderton et al 

2001). 

 

Prostasiklin, enflamatuvar ajanlara cevap olarak, araĢidonik asitin siklooksijenaz 

enzimi ile reaksiyonu sonucunda meydana gelen, damar gevĢemesinde rolü olan bir 

moleküldür (Radomski, Palmer, Moncada 1987).  

 

Vazokonstriktif maddelerin baĢında gelen ET-1, düz kas hücreleri üzerinde kasıcı 

etkisiyle, NO ve prostasikline karĢı bir rol oynamaktadır (Lavallee, Takamura, 

Parent, Thorin 2001).  

 

Ancak, kan damarlarının çoğunda NO ve prostasiklin sentezi baskılandığında, 

damarlarda gevĢemenin devam ettiği görülmüĢtür. Bu gevĢemenin, endotel kaynaklı 

bir madde veya elektriksel bir sinyal tarafından damarlardaki düz kas hücrelerini 

etkilemesi sonucunda meydana geldiği anlaĢılmıĢtır. Bu madde veya elektriksel 

sinyal için endotel kaynaklı hiperpolarize edici faktör (EDHF) kavramı ortaya 

atılmıĢtır. EDHF yapısı tam olarak anlaĢılmamıĢ olsa da, eikosatrienoik asit, 

potasyum iyonları, H2O2, CNP ve endokannabinoid en güçlü EDHF adaylarıdır (Mas 

2009).  

 

Yapılan pek çok çalıĢmayla CNP‟nin, NO ve PGI2‟den bağımsız olarak düz kas 

hücrelerinde hiperpolarizasyon etkisi gerçekleĢtirerek damarlarda gevĢeme yaptığı 

görülmüĢtür. Kobaylardan alınan arterlerde yapılan çalıĢmada endotel kaynaklı CNP 
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salımı ile düz kas hücrelerinde hiperpolarizasyon meydana geldiği görülmüĢtür 

(Fe´le´tou and Vanhoutte 2006).   

 

Endotel hücreleri bir uyaran sonucunda, hücre içi iyonlarındaki değiĢmelere bağlı 

olarak bazı maddeler veya elektriksel bir sinyal üreterek düz kas hücrelerinde 

hiperpolarizasyon meydana getirir. Hiperpolarizasyon etkisi, K
+
 kanallarının 

blokasyonu ile azaldığından, bu kanalların hiperpolarizasyonda çok önemli görevi 

olduğu anlaĢılmıĢtır (Luksha, Agewall and Kublickiene 2009).  

 

4.2.C-Tip Natriüretik Peptit 

4.2.1. Natriüretik Peptit Ailesi ve Reseptörleri 

 

Natriüretik peptit ailesi, atrial natriüretik peptit (ANP), B tip (veya brain) natriüretik 

peptit (BNP), C tip natriüretik peptit, dendrosis natriüretik peptit (DNP) ve ürodilatin 

olmak üzere beĢ üyeden oluĢmaktadır. ANP ve BNP‟nin bilinen en önemli etkisi 

natriürez ve diürezdir. Ayrıca bütün natriüretik peptitler, kardiyomiyositlerin ve 

vasküler sistemdeki düz kasların büyümelerini düzenlerler. Natriüretik peptitlerin, 

ekstraselüler matriks birikmesini engelleyerek ateroskleroza karĢı koruyucu etkiler 

gösterdiği bilinmektedir. Bu görüĢü destekleyen en önemli kanıt, CNP ekspresyonu 

ve NPR-A, NPR-B, NPR-C reseptör ekspresyonu susturulmuĢ farelerde ateroskleroz 

geliĢiminin artmasıdır (Peltonen et al 2007).  

 

ANP ve BNP kardiyomiyositlerde sentezlenmektedir. ANP, sol ve sağ atrial basınca 

ve hacim artmasına cevap olarak atriumdan salınarak natriürez ve diürez etki ile kas 

gevĢemesini sağlar. BNP, sağ ve sol ventriküler basınca ve hacim artmasına cevap 

olarak salınır, kalp büyümesi ve fibrosisi inhibe etmeye çalıĢır. ANP ve BNP 

preprohormon olarak sentezlenip endopeptitazlarla kesilerek aktif Ģekline dönüĢerek 

sekrete edilen hormonlardır. ANP ve BNP için reseptör, Natriüretik Peptit Reseptör–

A (NPR-A)‟dır  (Nir 2007, Munagala, Burnett and Redfield 2004).  

 

CNP, baĢta endotel hücrelerde olmak üzere, beyinde, kondrositlerde, uterus ve 

ovaryumlarda eksprese edilmektedir. Diğer natriüretik peptitlerin natriürez ve diürez 
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etkileri olmasına karĢın CNP‟nin natriüretik etkileri bulunmaz ancak damar üzerinde 

gevĢetici bir rolü bulunur. Yapılan pek çok araĢtırma, CNP‟nin en fazla 

endotelyumdan salındığını ortaya koymuĢtur (Sandow and Tare 2007).     

  

CNP, 103 aminoasitlik proCNP olarak sentezlenir. ProCNP, 50-51 ve 81-82. 

aminoasitlerinden kesilerek aktif formları olan sırasıyla CNP-53 ve CNP-22 olarak 

peptitler meydana gelir. CNP prekürsör halinin, furin ile kesildikten sonra meydana 

gelen NT-proCNP seviyesi serumda ve hücre kültürü besiyerinde ölçülmektedir. NT-

proCNP yarı ömrü biyolojik olarak aktif olan CNP-22 yarı ömründen daha fazladır. 

NT-proCNP moleküler ağırlığı 8.7 kDA‟dur (Pricket, Yandle, Nicholls, Espiner, and 

Richards 2001). CNP, Golgide furin ile kesilerek hücre dıĢına sekrete olur (ġekil 2) 

(Wu, Wu, Pan, Morser and Wu, 2003).  

 

ġekil 2. Ġnsan C tip natriüretik peptitinin furin ile kesilmesi (Wu, Wu, Pan, Morser and Wu, 2003) 

 

4.2.2. C-Tip Natriüretik Peptitlerin Vasküler Etkileri 

 

Kan damarlarının sağlıklı olması, gevĢek olmasına bağlıdır. CNP‟nin vasküler düz 

kas hücreleri üzerinden damarlar üzerinde gevĢetici etkisinin olduğuna dair güçlü 

kanıtlar bulunmaktadır.  

 

CNP‟nin, damar gevĢemesi üzerine iki Ģekilde etkisi olduğu düĢünülmektedir. 

Birincisi, kendi reseptörü olan partikül guanilat siklaz (pGC) ile eĢleĢmiĢ Natriüretik 

Peptit Reseptör–B (NPR-B) ile etkileĢerek 3',5'-siklik guanozin monofosfat (cGMP) 

meydana getirir. cGMP ise, Ca
2+

‟un hücre içerisinden uzaklaĢtırılmasını sağlayarak 
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bir gevĢeme etkisi yapar. Ġkincisi ise, CNP bir EDHF olarak düz kas hücrelerinde 

gevĢeme meydana getirir  (Pagel-Langenickel, Buttgereit, Bader and Langenickel 

2007).   

 

Hiperpolarizasyon, hücrenin uyaranlar neticesinde hücre içinde kalsiyum artması ile 

hücrenin pozitif yüklenmesi ve aĢırı pozitif yüklü hale gelen hücrenin, G protein-

kapılı içeri doğru destekleyici K
+
 (GIRK) kanallarını açarak hücre dıĢına potasyum 

atması, kalsiyum seviyesini de düĢürmesiyle hücre içinin tekrar negatif hale 

gelmesidir (Griffith 2004). Domuzlardan arter alınarak organ banyolarında inkübe 

edilmiĢ ve CNP verilmiĢtir. CNP‟nin düz kas ve endotel hücreleri membran 

potansiyelinde hiperpolarizasyon etkisi gösterdiği ve damarlar vazodilatör etki 

gösterdiği izlenmiĢtir (Barton et al 1998). Ġnsan, kemirgen, fare gibi pek çok canlıda, 

CNP infüzyonu sonucunda vazodilatasyon gözlenmiĢtir (Honing, Smits, Morrison, 

Burnett and Rabelink 2001).  

 

Vasküler düz kas hücreleri üzerinde hiperpolarizasyondan bağımsız olarak CNP‟nin, 

pGC reseptörü ile etkileĢerek oluĢturduğu cGMP aracılı diğer bir gevĢeme 

mekanizması bulunmaktadır. Bu etki ile NO gibi cGMP oluĢturarak düz kaslarda 

gevĢeme meydana getirmektedir. NO ile benzer mekanizmayla etki etmesi, NO 

biyoyararlanımının düĢük olduğu endotelyal disfonksiyonunda bir kompensavatuvar 

mekanizma olabileceğini düĢündürmektedir (Kone 2001). 

 

CNP‟nin düz kas üzerinde gevĢetici etkisini, resöptörü NPR-B ile etkileĢtikten sonra 

pGC‟ı aktivasyonu sonucunda oluĢan cGMP meydana getirir. cGMP, “cGMP 

tarafından aktiflenen protein kinazı” (PKG) aktifler ve aĢağıdaki etkiler ile 

düzkaslarda gevĢeme meydana getirir (ġekil 3). GevĢeme etkisi, çeĢitli 

mekanizmalarla hücre içinde artan Ca
2+

‟ün sitoplazmadan uzaklaĢtırılması ve 

potasyumun hücredıĢına atılmasıyla, hücrenin tekrar negatif yüklü hale geçmesiyle 

gerçekleĢir.  

cGMP:  

1. PKG, fosfolamban proteinini fosforilleyerek, Ca
2+

/ATPase pompasını aktive 

ederek Ca
2+

‟ın hücre dıĢına atılmasını sağlar. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Barton%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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2. Sarkoplazmik retikulum üzerinde bulunan Ca
2+ 

pompasını aktive ederek,
 

Ca
2+

„un sarkoplazmik retikulum tarafından alınmasını sağlar. 

3. Sarkoplazmik retikulumdan Ca
2+

‟un hücre dıĢına atılmasını sağlayan IP3R1 

reseptörünü inaktive eder ve hücre dıĢına Ca
2+

‟un atılmasını engeller. 

4.  
Miyozin hafif zincir fosfotazı aktive ederek miyozin ve aktinin birbiri 

üzerinde kayması engellenir (Potter, Abbey-Hosch and Dickey 2006).  

 

 

ġekil 3. cGMP aracılı düz kas gevĢemesi (Potter et al 2006) 

 

CNP‟nin vazodilatör etkisine NO‟in de aracılık ettiği düĢünülmektedir. CNP, 

temizleyici reseptör olarak bilinen NPR-C ile etkileĢerek PI3K/Akt yolağını uyararak 

eNOS enzimini aktifler ve NO salınımını arttırır (ġekil 4) (Burley, Ferdinandy and 

Baxter 2007). 

 

ġekil 4. NPs‟lerin reseptörleri aracılığıyla cGMP oluĢturması ve NO salınımını arttırması (Burley et al 

2007) 

 

Ayrıca, plazmada Ang II ve ET-1 miktarları arttığında CNP‟nin de artması, CNP‟nin 

bu iki vazokonstriktör üzerinde bir modülatör olabileceğini düĢündürtmektedir. 
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BaĢka bir çalıĢmada da, CNP infüzyonu yapıldığında ACTH, vazopressin ve 

aldosteronun kandaki konsantrasyonlarında azalmalar gözlenmiĢ ve paralel olarak 

natriürez ve diürez meydana gelerek kan basıncı düĢmüĢtür. CNP, değiĢik etki 

yollarıyla damar sağlığı üzerinde olumlu etkiler meydana getirmektedir  (Han and 

Hasin 2003). 

 

Bunlara ilaveten, CNP‟nin antienflamatuvar etkileri bulunmaktadır. Endotel 

hücrelerindenden salınan CNP, trombosit agregasyonunu ve lökositlerdeki adezyon 

moleküllerinin ekspresyonunu baskıladığı (ġekil 4) ve IL-1, TNF-α ve LPS gibi 

enflamatuvar ajanlar, CNP ekspresyonunu arttırdığı gösterilmiĢtir (Scotland, 

Ahluwalia and Hobbs 2005, Piechota, Banach, Jacon and Rysz 2007). Köpek 

arterleri kıskaç ile sıkılarak iskemik bir durum oluĢturulmuĢ ve CNP infüzyonunun 

doku hasarını önemli Ģekilde önlediği görülmüĢtür (Ahluwalia et al, 2005). Bütün bu 

çalıĢmalar, CNP‟nin anti-aterosklerotik etkisinin olduğuna dair kanıtlardır.  

 

 

 

ġekil 4. Endotel kaynaklı CNP‟nin damar koruyucu rolü (Scotland et al 2005).  

 

Sığır aort hücreleri ile yapılan çalıĢmalarda, ANP ve BNP, CNP‟nin ekspresyonu 400 

kata kadar arttırmaktadır. BNP‟nin, ANP‟den daha güçlü bir CNP uyaranı olduğu 

görülmüĢtür.   (Ry, Passino, Emdin, Giannessi 2006). 
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4.3.Oksitosin 

4.3.1. Oksitosin ve oksitosin reseptörü 

 

Oksitosin, dokuz peptitden oluĢan, ana üretim yeri hipotolamus olan bir hormundur. 

Oksitosin ayrıca, kalp, plasenta, ovaryum, testis, hipofiz bezi, pankreas gibi 

dokularda da eksprese olmaktadır. Doğumda ve laktasyonda görevli olduğu bilinen 

bu hormonun, vücuttaki sıvı dengesi üzerinde de önemli etkilerinin olduğuna dair 

kanıtlar bulunmaktadır. Bu hormonun reseptörü, GPCR ailesine bağlıdır ve vücutta 

endotel hücreleri dahil pek çok yerde bulunmaktadır (Gimpl and Fahrenholz 2001).  

   

Oksitosinin, damarlar üzerinde önemli etkilerinin olduğu, damarlardaki kan hacminin 

artıĢına cevap olarak salgılanan oksitosinin, kalpteki reseptörleri aracılığıyla ANP ile 

BNP salınımını uyararak natriüretik, diüretik etkiler yaptığı bilinmektedir (Burbach, 

Young and Russel 2006, Gutkowska, Jankowski, Mukaddam-Daher and McCann 

2000).  

 

Ekstrasellüler sıvı artıĢlarının, oksitosin salgılanmasına ve oksitosinin ise kalpten 

ANP salgılanmasına neden olduğu bilinmektedir. Oksitosinin ana üretim yeri olan 

nörohipofizin çıkarılması ile yapılan deneylerde, sıvı artıĢına rağmen ANP 

salgılanmasının engellemesi, oksitosinin ANP salgılanmasında rolü olduğunu 

kanıtlamaktadır (Baek et al 1996). 

 

4.3.2. Oksitosinin Damar Sistemi Üzerine Etkileri 

 

Oksitosin, kalpten ANP salınımını arttırarak natriüretik ve diüretik etki yapmaktadır. 

Bu etkiler ile kan hacmi azalmakta ve dolayısıyla damar basıncı azalmaktadır. 

Farelere oksitosin infüzyonunun izole kalplerin oksitosin ile perfüzyonunun ANP 

miktarını arttırdığı görülmüĢtür. Oksitosinin, ANP aracılı damar sağlığı üzerinde 

olumlu etkileri bulunmaktadır. Oksitosinin aynı zamanda HUVEC kültürlerinde NO 

salınımını uyardığı da bilinmektedir (Pournajafi-Nazarloo et al 2007). 
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Oksitosin, etkisini GPCR ailesine bağlı reseptörü etkisi ile gerçekleĢtirir  (Pournajafi-

Nazarloo et al 2007). Oksitosin, Gq11 ve Gi3 proteinleri ile eĢleĢmiĢ olan reseptörüne 

bağlandıktan sonra fosfolipaz C (PLC) aktive olur ve fosfoinozitidi, IP3‟e hidroliz 

eder. IP3 ise, Ca
2+

‟un hücre içi depolardan ve hücre dıĢından alınmasını sağlar. OT 

aynı zamanda L-tip kanallardan da Ca
2+ 

giriĢini sağlayarak hücre içi serbest Ca 

düzeylerini arttırır ve Ca, CaM‟i aktifler. Uterusta ve meme düz kas hücreleri 

üzerinde, CaM aktive olduğunda, miyozin hafif zincir kinazı fosforilleyerek aktin-

miyozin etkileĢimini gerçekleĢtirir ve sonucunda da kas kasılması meydana gelir 

(Burbach, Young. and Russell 2006). Ayrıca hücre içi artan Ca
2+

,
 
hücrenin

 
ekzositoz 

yapmasını sağlayarak kalpten ANP, endotel hücrelerinden NO gibi moleküllerin 

sekresyonunu sağlar. Oksitosin, ANP ve NO aracılı olarak damarlar üzerinde 

gevĢeme etkisi meydana getirir (Nazarloo et al 2007). 

 

4.4.Östrojen 

4.4.1. Östrojenler ve östrojen reseptörleri 

 

Östrojen, baĢlıca ovaryumda sentezlenen steroid yapılı bir hormondur. Kadınlarda 

üreme sistemi üzerinde önemli etkilere sahiptir. Erkekte de çok az üretilerek sperm 

olgunlaĢmasında görevleri bulunmaktadır (Hess, Bunick, Lee, Bahr, Taylor, Korach 

and Lubahn 1997). Östrojenin α ve β olmak üzere iki reseptörü (ER) bulunmaktadır 

(Koledova and Khalil 2007). ER α‟nın üremede, ER β‟nin ise kardiyovasküler 

sistemde daha etkili olduğu bilinmektedir. Ayrıca hücre membranında bulunan bir 

üçüncü reseptörü aracılığıyla da eNOS enziminin aktivitesini arttırdığı bilinemktedir 

(Orshal and Khalil 2004).    

 

Östrojenin, vasküler tonüs ve lipid metabolizması üzerindeki olumlu etkileriyle, 

kardiyovasküler sistemde koruyucu etkisi bulunmaktadır (Prossnitz, Arterburn, 

Smith, Oprea, Sklar, and Hathaway, 2008). Kanda, düĢük yoğunluklu lipoprotein 

(LDL) seviyesini düĢürdüğü, yüksek yoğunluklu lipoprotein (HDL) seviyesini 

yükselttiği pek çok çalıĢmayla gösterilmiĢtir (Mattiasson, Rendell, Törnquist, 

Jeppsson and Hulthén 2002). 
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Östrojen, dolaĢımdaki lipoproteinlerin oksidasyonunu engelleyerek, aterosklerotik 

lezyonun küçülmesini sağlayarak, homosistein miktarını normal seviyelere indirerek, 

kollajen birikmesini önleyerek kardiovasküler sistemde olumlu etkilerini 

gerçekleĢtirmektedir (Koledova and Khalil 2007).   

 

4.4.2. Östrojenin damar sistemi üzerine etkileri 

Östrojen, endotel hücrelerinde NO miktarını arttırarak vazodilatasyon gerçekleĢtiren 

bir hormondur  (Baker et al 2003). Östrojen endotel hücrelerinde eNOS enziminin 

ekspresyonunu ve aktivitesini arttırmaktadır. Östrojen, endotel hücrelerinde, 

endoplazmik retikulumdan Ca
2+ 

salınmasını sağlar, MAPK/Akt yolağıyla eNOS 

aktivitesini arttırır ve nükleer reseptörü ile eNOS ekspresyonu meydana getirir. 

OluĢan NO, VSMC üzerinde etkisini göstererek vazodilatasyon meydana getirir. 

Östrojen, endotel hücrelerinde siklooksijenaz enziminin aktivitesini arttırarak 

prostasiklinleri meydana getirir. Prostasiklinler, VSMC üzerinde bulunan 

reseptörleriyle PKC, MAPK inhibisyonu yapar ve VSMC kasılmasını durdurur 

(ġekil 6) (Koledevo et al 2007).  

 

Östrojen, oksitosin ve reseptörünün ekspresyonunu arttırarak, oksitosin sistemini 

uyarmaktadır. Östrojen, oksitosin sistemini aktive ederek ANP miktarını 

arttırmaktadır ve dolayısıyla natriürez ve diürez yaparak, damar sağlığı üzerinde 

olumlu etkileri bulunmaktadır (Wang et al 2003, Bold 1999). Ovarioktemize farelerle 

yapılan çalıĢmada östradiol verildiğinde, kalp dokusunda CNP‟nin, mRNA ve 

protein düzeyindeki artıĢları kaydedilmiĢtir (Acuff, Huang and Steinhelper 1997).   

 

 

ġekil 6. Östrojenin endotel ve düz kas hücreleri üzerine etkisi (Orshal et al 2004). 
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Östrojenin enflamasyonda bilinen etkilerini, özellikle sitokinlerin, adezyon 

moleküllerinin, C- reaktif proteinin, TNF-α ve ET-1 plazma konsantrasyon 

seviyelerini düĢürerek meydana getirir. Ayrıca tromboksan, endotelin-1 gibi damar 

kasıcı moleküllerin postmenapoz dönemde arttığının görülmesi, östrojenin damar 

açısından olumsuz olan bu moleküllerin seviyesini düĢürdüğü ve prostasiklin 

seviyesini arttırdığını düĢündürtmektedir. Bu görüĢü, bu moleküllerin seviyelerinin 

postmenoposal dönemdeki kadınlarla aynı yaĢdaki erkeklerin aynı olması da 

desteklemektedir (Koh 2002).  

   

4.5.Progesteron 

4.5.1. Progesteron ve reseptörleri 

 

Progesteron steroid yapılı bir hormondur ve hamilelik boyunca sentezi artmakta olup 

doğumun baĢlamasında önce düĢmektedir. Progesteronun hücreler üzerinde A ve B 

olmak üzere iki tane reseptörü vardır ve üreme sisteminde, VSMC‟de, endotel 

hücrelerinde bulunmaktadır (Edwards 2005).  

 

4.5.2. Progesteronun damar sistemi üzerindeki etkileri 

 

Progesteronun damarlar üzerinde etkisi genel olarak gevĢetici kabul edilmektedir. 

Progesteron, damar segmentleri ile yapılan çalıĢmalarda ilk 5 saniyede [Ca]i 

miktarını arttırsa da 15 saniye sonra normal seviyesine getirdiği görülmektedir 

(Bishop and Stormshak 2007). Damarlar üzerindeki gevĢetici etkisini Ca
2+

‟ın hücre 

içine alınmasını engelleyerek veya [Ca]i konsantrasyonunu azaltarak yaptığı 

düĢünülmektedir. Östrojenden daha az damar gevĢetici etkisi bulunmaktadır 

(Koledova et al 2007). Progesteron, VSMC ve endotel hücrelerinin migrasyonunu ve 

proliferasyonunu engellemektedir (Va´ zquez, Manzaneque, Lydon, Edwardsi, 

O‟Malley, and Arispe 1999). Progesteronun, damar sağlığı açısından son derece 

önemli olan eNOS enziminin de ekspresyonunu arttırdığı ve artan NO‟nun da 

damarlar üzerinde gevĢetici bir etki yaptığı bilinmektedir  (Koledova et al 2007). 
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Progesteron, LDL seviyesini düĢürüp, HDL seviyesini arttırarak anti-aterosklerotik 

etki göstermektedir. Anjiyotensin II tip I reseptörün ekspresyonunu arttırarak 

vazokonstriksiyonu arttırmaktadır (Koledova et al 2007).    

 

Progesteron östradiol ile beraber ovarioktimize farelere uygulandığında oksitosin 

miktarını arttırdığı görülmüĢtür (Fanf et al 1996). 

 

Ancak, progesteron, OT‟nin OTR‟ye bağlanmasını inhibe ettiğine dair bulgular 

vardır (Grazzini, Guillon, Mouillac  and Zingg 1998). Progesteron, hücre içinde 

kolesterol sentezini inhibe ederek ve hücre içinde taĢınmasını engelleyerek OTR ve 

OT etkileĢimini etkiler (ġekil 7). 

 

 

ġekil 7. Progesteronun OTR üzerine etkisi (Gimpl, Wiegand, Burger and Fahrenholz 2002). 
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5.GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

5.1. Hücre Kültüründe Kullanılan Malzemelerin Temizlik İşlemleri 

 

Şişeler: Hücre kültüründe vidalı kapaklı, otoklava dayanıklı Pyrex camdan yapılmıĢ 

ĢiĢeler kullanıldı. ġiĢelerin temizliğinde, hücrelerin büyümeleri üzerine olumsuz 

etkileri olabileceği nedeniyle deterjan kullanılmadı, distile su ile 3 kez çalkalanarak, 

gözle de herhangi bir maddenin kalmadığına dikkat edilerek kurumaları sağlandı.  

 

Cam Pipetler: Cam pipetler, kullanılmalarından hemen sonra kurumadan % 10 

olarak seyreltilmiĢ ticari çamaĢır suyuna alındı. Arkasından potasyum kromik asit 

çözeltisinde en az 2 saat bekletilerek kalan partiküllerden temizlendi. Bu pipetler 

büyükçe bir kaba alınarak 5 defa distile su ile durulandı ve kurumalarından sonra 

ağız kısımları filtre görevi görmesi için pamuk ile tıkandı. Kapalı metal kaplarda 

otoklavda sterilize edildi.   

 

Potasyum Bikromat Çözeltisi: 100 g potasyum bikromat ısıya dayanıklı bir 

balonjojede üzerine yaklaĢık 50 ml distile su ile çözüldü, üzerine 950 ml sülfirik asit 

eklendi ve kullanıldı. 

 

Filtre Sistemi: Plastik malzemelerden oluĢan filtre sistemi distile su ile yıkandı ve 

kurutuldu. Fitre sistemine Millipore marka 0,22 m porlara sahip PVDF filtre kağıdı 

(Millipore, Durapore membrane filters, 0,22 m, #GVWP04700) konuldu ve 

alimunyum folyo ile sarılarak otoklav ile sterilize edildi ve besiyeri süzmek amacıyla 

kullanıldı.    

 

Kültür Kapları: Hücre kültürü çalıĢmalarında (Greiner BioOne, Avusturya) 100 

mm çaplı tek kullanımlık plastik hücre büyütme kapları kullanıldı. Bu kaplara 10 ml 

besiyeri konulduğunda yeterli olmaktadır. 
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5.2. Sığır Beyninden Ekstrakte Edilen Büyüme Faktörlerinin Elde Edilişi 

(Maciag, Cerundolo, Ilsley, Kelley and Forand 1979) 

 

5.2.1. Çözeltiler 

 

0.1 M NaCl + 10 mM HEPES Çözeltisi: 0.1 M NaCl ve 10 mM HEPES, ultra saf 

dH2O içerisinde çözüldü ve +4°C sıcaklığında pH değeri 7.00‟a ayarlandı. 

 

5.2.2. Sığır Beynindeki Büyüme Faktörlerinin Eldesi 

 

- Öncelikle pH Metre +4 °C‟de kalibre edildi. 

- Mezbahadan alınan bir adet taze sığır beyni soğuk PBS içinde ve buz 

üzerinde alındı. 

- Sığır beyninin üzerinde kan toplanan bölgeler bir makas yardımı ile 

temizlendi, tartıldı (yaklaĢık 100- 200 g gelmektedir). 

- Temizlenen beyin bir beher içerisinde HEPES-NaCl (10 mM-100 mM) 

solüsyonda küçük parçalara ayrıldı. Bu iĢlem + 4°C‟de yapıldı. 

- Ġçerisinde beyin parçaları bulunan HEPES-NaCl tamponu tamamen 

homojenize oluncaya kadar her defasında 5 defa olmak üzere 

homojenizatörde (6 ayarında, IKA marka RW 20 model homojenizatör) 

homojenize edildi. 

- Total hacim buz üzerindeki bir beherde toplanır, pH: 7.00‟ye 1 N NaOH 

kullanılarak getirildi. Ölçülen pH:7.2, Hacim 260 ml olarak not edildi ve 300 

ml‟ye HEPES-NaCl tampon ile tamamlandı. 

- Beherde toplanmıĢ olan homojenat + 4°C‟deki soğuk odada 2 saat 

karıĢtırılarak bekletildi (son hacim 375 ml olarak not edildi). 

- Bu sürenin sonunda + 4°C‟de GSA rotorunda 40 dk 9200 rpm‟de santrifüj 

edildi. 

- Tüplerin dibindeki pellet kaldırılmadan süpernatant bir mezüre alınarak 

ölçüldü, hacim 172 ml olarak not edildi, pH:7.2. 
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- Elde edilmiĢ süpernatant son konsantrasyonu % 0.5 olacak Ģekilde olacak 

Ģekilde streptomisin sülfat eklendi ve lipid materyallerini ekstre edebilmek 

için 2saat + 4°C‟de soğuk odada karıĢtırılarak inkübe edildi. Çözeltinin 

pH:7.00 olmalıdır. 

- KarıĢım 40 dk 13 800 g‟de (9200 rpm)‟de (SS-34 rotor) santrifüj edildi. -2. 

süpernatant 

- Süpernatant tekrar 45 dk 19 000 rpm‟de (SS-34 rotor) santrifüj edildi. -3. 

süpernatant 

- Elde edilen süpernatantlar (-80°C‟dondurularak) liyofilize edildi ya da hemen 

liyofilizasyon yapılamayacak ise -80°C‟de saklandı.  

- Liyofilize edildiklerinde yaklaĢık her bir 50 ml tüplerde birer gram kadar 

Growth Factor elde edildi. 

- HUVEC hücreleri için yaklaĢık besiyerlerinde 125 g/ml konsantrasyonunda 

kullanıldı.  

 

5.3. İnsan Göbek Kordonu Endotel Hücrelerinin (HUVEC)  İzolasyonu 

 

5.3.1. Çözeltiler 

 

Kordon Çözeltisi: 2.2831 g HEPES, 0.2882 g KCl, 1.9822 g D-Glukoz ve 8.1816 g 

NaCl 800 ml ultrasaf dH2O içerisinde çözüldü ve 1 L‟ye tamamlandı. +4°C‟de pH‟sı 

7.3‟e ayarlandı. Otoklavlanarak sterilize edildi. 

 

Serumsuz M-199: M-199 (Sigma #M5524)  besiyeri içerisine serum konulmadan 

kullanıldı. 

 

Kollejenaz Çözeltisi: Collagenase hazırlanması: 5 mg Collagenase (Sigma #C-

2674), 5 ml serumsuz M-199 içerisinde çözüldü ve taze olarak kullanıldı.   
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5.3.2. HUVEC’lerin İzolasyonu İşlemleri 

 

Zeynep Kamil Doğum servisinden sezeryan ameliyatları sırasında alınan 20-50 cm  

uzunluğundaki göbek kordonları steril kordon çözeltisi içeren ĢiĢelere alındı.   

 

Ameliyat sırasında zedelenen veya mekonyumlu olan kordonlar çalıĢmaya alınmadı.  

Alınan kordonlar en geç 12 saat içerisinde çalıĢıldı. 

 

Kordonlar, steril ĢiĢeden laminar flow altında çıkarıldıktan sonra yırtık ve pıhtılı 

olanlar elendi, sağlam kordonların uçları makas ile dissekte edildi ve venöz ağızdan 5 

ch beslenme sondası seti takıldı. Önce kordon 40 ml 37 
o
C sıcaklığında bulunan steril 

kordon çözeltisi ile beslenme sondası aracılığıyla yıkandı.  

 

Yıkanan kordonlar 37 
o
C‟ de 10 ml M-199 Medium (Biological Industries #11-080-

1G) + Penisilin (100 U/ml) / Streptomisin (100 g/ml (Biological Industries #03-

031-5C) içinde çözünmüĢ 10 mg kollajenaz (Sigma #C-2674) ile dolduruldu ve 

uçları klemplenerek 37 
o
C‟ lik su banyosu içinde ultrasaf dH2O içeren beherde 15 dk 

inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda damar yüzeyinden sökülen hücreler infüzyon 

setinin ucundan verilen 50 ml M-199 Medium + % 2 FBS + Heparin + Penisilin 

Streptomisin yardımı ile steril tüpler içinde toplandı ve 1000 g‟de oda sıcaklığında, 5 

dk santrifüj edildi. Süpernatant dikkatle, vakum sistemi ile çekilerek alındı ve atıldı. 

Endotel hücrelerden oluĢan pellet 1 ml medyum içinde süspanse edildikten sonra 

aynı Ģekilde iki kez daha santrifüj edildi. Süpernatant atılıp  kalan hücre pelleti 

üzerine % 20 FBS , penisilin/streptomisin içeren M-199 medyum eklendi. 100 mm 

çaplı hücre büyütme kaplarına ekim yapıldı. Kaplar 37 
o
C‟lik % 5 „lik CO2 

inkübatörüne konuldu ve besiyerleri 2 günde bir değiĢtirildi.  

 



 21 

 

Resim 1: Ġzole edilen HUVEC‟lerin 100 mm çaplı kültür kaplarındaki 4. gün   

 

5.4. Hücre Kültür Kaplarının Jelatin ile Kaplanması ve İnsan Göbek Kordonu 

Endotel Hücrelerinin (HUVEC) Beslenmesi ve Bölünmesi 

 

5.4.1. Çözeltiler 

 

Fötal Sığır Serumu (FBS): (Biochrom # S0115, Ġsviçre) 55°C‟de 30 dk sıcaklık ile 

içinde bulunan enzim ve proteinlerin biyolojik aktivitelerini engellemek amacıyla 

inaktive edildi. Küçük hacimlere bölünerek -20°C‟de saklandı. 

 

Penisilin Streptomisin Çözeltisi: (Biological Industries #03-053-1C, Ġsrail) 

Penisilin 10 000 ünite/ml, streptomisin 10 mg/ml konsantrasyonlarında bulunan bu 

çözeltiden, hücre kültüründeki etkili dozunda kullanabilmek için, besiyerinde 1000 

defa seyreltilildi ve küçük hacimlere bölünerek -20°C‟de saklandı.  

 

Tripsin EDTA Solüsyon C: (Biochrom # L2143, Ġsviçre) Küçük hacimlere 

bölünerek -20°C‟de saklandı. 
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Fibronektin (1 mg/ml): (Biological Industries #03-090-1, Ġsrail) Deneylerde 

kullanılmak üzere 20 g/ml konsantrasyonuna steril PBS ile sulandırılarak +4°C‟de 

saklandı.   

 

dH2O: Çözeltilerin hazırlanmasında PureLab Plus (USF Elga, Almanya) sisteminden 

geçirilere 0.055 S/cm olan en yüksek saflıktaki su kullanıldı. 

 

10 X Fosfat Tamponlu Tuzlu Su Çözletisi (PBS): 80 g NaCl (1.36 M), 2 g KCl (20 

mM), 18.5 g Na2PO4 (100 mM), 2.4 g KH2PO4 (17 mM) tartılarak 1000 ml dH2O 

içerisinde çözüldü. Otoklav ile steril edilerek saklandı ve 10 kere seyreltilerek 

kullanıldı.    

 

% 20 FBS içeren M-199 Besiyeri (250 ml):  Hücre kültür çalıĢmalarında fenol 

kırmızısı içeren 1.99 g M-199 (Biological Industries #11-080-1G) içerisine 0.44 g 

sodyum bikarbonat ve 0.95 g HEPES eklendi ve 200 ml saf su içerisinde çözüldü ve 

pH 7.4 „e ayarlandı. % 20 fetal sığır serumu (FBS), 250 l Penisilin/Streptomisin 

(Biological Industries, #03-031-5C) eklendikten sonra  0.22 µm por geniĢliğindeki 

filtreden geçirilerek steril edildi ve +4°C‟de saklandı. Bu besiyeri, hücrelerde 

kullanılırken % 01 oranında büyüme faktörü eklenerek kullanıldı.  

 

HUVEC’lerin, Steroid Hormonlar ve Oksitosin Verilerek Yapılan Deneylerinde 

Kullanılan Steroidlerce Fakirleştirilmiş Besiyeri (1 L): 9.4 g Fenol kırmızısı 

içermeyen M-199 (Sigma, #M 3769) tartıldı, 897 ml ultra saf dH2O içerisinde 

çözüldü ve 3 ml 200 mM L-Glutamin (Biochrom #K0283) eklendi ve pH 7.4‟e 

ayarlandı. Ġçerisine 100 ml DCC ile iĢleme tabi tutulmuĢ fötal sığır serumu (FBS), 1 

ml Penisilin/Streptomisin (Biological Industries, #03-031-5C) eklendikten sonra  

0.22 µm por geniĢliğindeki filtreden geçirilerek steril edildi. Bu besiyeri, hücrelerde 

kullanılırken % 0.1 oranında büyüme faktörü eklenerek kullanıldı. 

 

Dekstranla kaplı aktif kömür (DCC: Dextran coated chacoal) ile Steroidlerce 

Fakirleştirilmiş FBS Hazırlanması: Dekstran kaplı karbon, % 0.5 aktif karbon 

(Sigma #C-9157) ve % 0.05 dekstran (Sigma #D-4751) tartılır ve % 8 olacak Ģekilde 
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otoklavlanmıĢ 0.15 M NaCl pH:7.4 içerisinde ve 4°C‟de 18 saat karıĢtırıldı. Daha 

sonra +4°C‟de 4500 rpm‟de RC-5C Sorvall santrifüjde GSA rotorda 10 dk santrifüj 

edilerek çökelti elde edildi. Bu çökelti 1 g/1.25 ml olacak Ģekilde ddH2O içerisinde 

çözüldü ve bu çözeltiden 7.5 ml alınıp, 150 ml FBS üzerine konuldu. Bu karıĢım 55 

°C‟de 45 dk karıĢtırılarak inkübe edildi ve bu karıĢım inkübasyon sonunda 800 g‟de 

RC-5C Sorvall santrifüjde GSA rotorda  + 4°C‟de 20 dk santrifüj edildi, üst faz 

alınarak ikinci defa aynı Ģartlarda santrifüj edildi. Elde edilen üst faz steroidlerce 

fakirleĢtirilmiĢ FBS olarak kullanıldı (Cho, Ziats, Pal, Utian and Gorodeski 1999). 

Bu iĢlemlerden sonra alınan FBS örneğinde, östrojen ve progesteron miktarları RIA 

temelli olarak ölçülmüĢ olup, içerisinde 6.7 x 10 
-10

 M östradiol ve 2.5 x 10 
-8 

M 

progesteron bulunduğu tespit edildi ve besiyerinde ise 10 kere daha seyreltik 

olduğundan, deneylerde kullanılan hormonlara olan katkı miktarı çok düĢük 

olduğundan önemsenmedi. 

    

Oksitosin, Östrojen ve Progesteron Maddeleri ile Hazırlanan Steroidlerce 

Fakirleştirilmiş M-199 Besiyerleri: Bu besiyerleri için kullanılan hormonlar, 

Oksitosin Asetat (Sigma #O6379, Lot: 103K08181, MW: 1007 g/mol), Östrojen, 

Beta Östradiol (Sigma #E4389, 024K0839, MW: 272 g/mol), Progesteron (Sigma 

#P7556, Lot: 77H1244, MW: 372 g/mol), olmak üzere 100‟er nM olarak bu 

hormonlar değiĢik kombinasyonlarla, steroidlerce fakirleĢtirilmiĢ besiyerleri 

içerisinde kullanıldı. Bu hormonlar ultra saf dH2O içerisinde çözülerek, 0.22 m 

steril enjektör ucu filtreden geçirilere sterilize edildi. 

 

Kontrol Besiyeri: Dekstran kaplı aktif kömür ile iĢleme tabi tutulmuĢ FBS, Fenol 

Kırmızısı içermeyen M-199 (Sigma M-3769)‟a herhangi bir hormon eklenmeden 

hazırlandı. Bu besiyeri, hücrelerde kullanılırken % 0.1 oranında büyüme faktörü 

eklenerek kullanıldı. 

 

 

100 nM 17 β-östradiol İçeren Besiyeri: Dekstran kaplı aktif kömür ile iĢleme tabi 

tutulmuĢ FBS, Fenol Kırmızısı içermeyen M-199 (Sigma M-3769)‟a son 
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konsantrasyonu 100 nM olacak Ģekilde 17 β-östradiol eklendi. Bu besiyeri, 

hücrelerde kullanılırken % 0.1 oranında büyüme faktörü eklenerek kullanıldı. 

 

100 nM Oksitosin İçeren Besiyeri: Dekstran kaplı aktif kömür ile iĢleme tabi 

tutulmuĢ FBS, Fenol Kırmızısı içermeyen M-199 (Sigma M-3769)‟a son 

konsantrasyonu 100 nM olacak Ģekilde oksitosin eklendi. Bu besiyeri, hücrelerde 

kullanılırken % 0.1 oranında büyüme faktörü eklenerek kullanıldı. 

 

100 nM Progesteron İçeren Besiyeri: Dekstran kaplı aktif kömür ile iĢleme tabi 

tutulmuĢ FBS, Fenol Kırmızısı içermeyen M-199 (Sigma M-3769)‟a son 

konsantrasyonu 100 nM olacak Ģekilde progesteron eklendi. Bu besiyeri, hücrelerde 

kullanılırken % 0.1 oranında büyüme faktörü eklenerek kullanıldı. 

 

100 nM Oksitosin ve 100 nM 17 β-östradiol İçeren Besiyeri: Dekstran kaplı aktif 

kömür ile iĢleme tabi tutulmuĢ FBS, Fenol Kırmızısı içermeyen M-199 (Sigma M-

3769)‟a son konsantrasyonu 100‟er nM olacak Ģekilde oksitosin ve 17 β-östradiol 

eklendi. Bu besiyeri, hücrelerde kullanılırken % 0.1 oranında büyüme faktörü 

eklenerek kullanıldı. 

 

100 nM 17 β-östradiol ve 100 nM Progesteron İçeren Besiyeri: Dekstran kaplı 

aktif kömür ile iĢleme tabi tutulmuĢ FBS, Fenol Kırmızısı içermeyen  M-199 (Sigma 

M-3769)‟a son konsantrasyonu 100‟er nM olacak Ģekilde 17 β-östradiol ve 

progesteron eklendi. Bu besiyeri, hücrelerde kullanılırken % 0.1 oranında büyüme 

faktörü eklenerek kullanıldı. 

 

100 nM Oksitosin ve 100 nM Progesteron İçeren Besiyeri: Dekstran kaplı aktif 

kömür ile iĢleme tabi tutulmuĢ FBS, Fenol Kırmızısı içermeyen  M-199 (Sigma M-

3769)‟a son konsantrasyonu 100 nM olacak Ģekilde oksitosin ve progesteron eklendi. 

Bu besiyeri, hücrelerde kullanılırken % 0.1 oranında büyüme faktörü eklenerek 

kullanıldı. 
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% 20 FBS İçeren Besiyeri: % 20 oranında FBS ile Fenol Kırmızısı içeren M-199 ile 

hazırlandı. Bu besiyeri, hücrelerde kullanılırken % 0.1 oranında büyüme faktörü 

eklenerek kullanıldı. 

  

Endotel Hücresi Büyüme Faktörü: Liyofilize edilmiĢ olan Growth Factor hücre 

kültüründe kullanılırken 125 mg/ml konsantrasyonunda dH2O ile çözülerek ve 0.22 

m steril enjektör ucu filtreler kullanılarak sterilize edilip -20°C‟de saklandı.  

 

5.4.2. Hücre Kültür Kaplarının Fibronektin ile Kaplanması 

 

Fibronektin çözeltisi 20 g/ml olarak kullanıldı. Deneylerde değiĢik hacimlerde ve 

boyutlarda hücre kültür kapları kullanldığından, hangi hacimlerde fibronektin 

çözeltisi ile bu kapların kaplandığı Tablo 1‟de belirtilmiĢtir. Bu uygun miktarlarda 

alınan fibronektin çözeltisi kaplara konulduktan sonra steril kabin içinde bir saat 

bekletildi. Bu sürenin sonunda fibronektin çözeltisi vakum altında steril bir pastör 

pipetiyle çekildi ve PBS ile bir kere yıkandı.  

 

Hücre Kültür Kapları Kullanılan Fibronektin (20 g/ml) Hacmi (ml) 

100 mm çaplı  (60.00 cm
2
)  2.0 

6 kuyulu (9.03 cm
2
) 1.0 

12 kuyulu (3.66 cm
2
) 0.5 

24 kuyulu (1.91 cm
2
) 0.2 

 

Tablo 1: Farklı boyutlardaki hücre kültür kaplarının kaplanması için gereken fibronektin hacimleri 

 

5.4.3. HUVEC’lerin Beslenmesi:  

 

Hücreler, % 20 FBS içeren M-199 besiyeri ile büyütüldü. Bu hücreler 3-4 günde bir 

beslenmeleri amacıyla öncelikle üzerlerindeki besiyeri vakuma bağlanmıĢ steril 

pastör pipetleriyle çekildi. Oda sıcaklığında bulunan 10 ml steril PBS ile yıkandı. 

Üzerlerine hücre büyüme kaplarının büyüklüklerine göre aĢağıda belirtilen 

miktarlarda % 20 FBS içeren M-199 eklendi (Tablo 2).  
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Hücre kültür kapları (yüzey 

alanı) 

Konulması gereken besiyeri (ml) 

100 mm çaplı  (60.00 cm
2
)  10 

6 kuyulu (9.03 cm
2
) 2.0 

12 kuyulu (3.66 cm
2
) 1.0 

24 kuyulu (1.91 cm
2
) 0.5 

 

Tablo 2: Farklı boyutlardaki hücre kültür kaplarına konulması gereken besiyeri miktarları 

 

5.4.4. HUVEC’lerin Bölünmesi:  

 

Endotel hücreleri, kültür Ģartları altında yaklaĢık 36 saatte bir bölünerek 

çoğalmaktadırlar. Kültür kaplarını kaplayan bu hücreler yapıĢarak büyüdüklerinden, 

tripsin enzimi ile kaldırılarak 1:3 gibi bir oranla bölünerek tekrar çoğaltıldılar. Bu 

iĢlem için,  kültür kapları steril PBS ile yıkandı. 100 mm çaplı 60 cm
2 

alanı olan kap 

için 1.5 ml tripsin/EDTA C çözeltisi eklendi ve 37 °C‟de yaklaĢık 5 dk tutuldu. Ters 

tip biyolojik mikroskop ile hücrelerin kalkması takip edildi, hücre kapları kontrollü 

bir Ģekilde uygun bir kenara çarptırıldı, mekanik olarak hücrelerin tamamen 

kalkmaları sağlandı. Hücrelerin tamamen kalkmasından sonra, tripsinin hücre 

membranındaki diğer serin zengin proteinlere zarar vermemesi amacıyla hızlı bir 

konulan tripsin/EDTA C çözeltisinin üç katı hacminde % 20 FBS içeren M-199 

besiyeri konuldu. Endotel hücreleri, tripsin ve besiyeri içeren karıĢım, steril bir cam 

pipet yardımıyla kültür kabından alınarak steril 15 ml hacmindeki polipropilen tüpe 

konuldu ve 200 g‟de 5 dk santrifüj edildi. Sıvı kısmı vakum sistemine bağlanan steril 

pastör pipetiyle çekilerek, çökelek kısmı yaklaĢık bir ml % 20 FBS içeren M-199 ile 

çözüldü. Bu hücre çözeltisinden uygun miktar alınarak fibronekrin ile kaplanmıĢ olan 

hücre büyütme kaplarına alındı ve üzerine besiyeri konuldu.  % 0.1 oranında olacak 

Ģekilde büyüme faktörü ilave edilerek, % 5 CO2 içeren 37°C etüvde inkübe edildi. 

 

5.4.5. HUVEC’lere Oksitosin, Östrojen ve Progesteron Hormonlarının Kültür 

Şartlarında Verilmesi: 
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HUVEC‟leri kültür kaplarında % 80 oranında kapladıklarında, besiyerleri steril 

pastör pipetler ile vakum ile çekildi ve yerine steroidlerce fakirleĢtirilmiĢ % 10 FBS 

ile hazırlanan besiyeri konularak 24 saat inkübe edildi. Bu 24 saat süre sonunda, 

aĢağıda belirtilen kontrol ve deney besiyerleri 24 saat süre ile inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyondan sonra bu besiyerleri vakum ile çekilerek aĢağıdaki Ģekilde steroid 

hormon kombinasyonları bulunan ve bulunmayan medyumları içeren dokuz grup 

besiyerlerinde 24 saat daha inkübe edildi. 

  

1- Kontrol                                     6 X  100 mm hücre büyütme kabı 

2- Oksitosin 100 nM                                           6 X  100 mm hücre büyütme kabı

  

3- Östradiol 100 nM                                                 6 X  100 mm hücre büyütme kabı 

4- Progesteron 100 nM                                             6 X  100 mm hücre büyütme kabı                                             

5- Östradiol 100 nM + Oksitosin 100 nM                6 X  100 mm hücre büyütme kabı 

6- Progesteron 100 nM + Oksitosin 100 nM            6 X  100 mm hücre büyütme kabı 

7- Östradiol 100 nM + Progesteron 100 nM             6 X  100 mm hücre büyütme kabı 

 

Aynı anda 54 tane 100 mm çaplı kültür kaplarındaki HUVEC‟lerden protein, RNA 

ve besiyeri örnekleri alma zorluğu düĢünülerek her bir 12 kültür kabı yani 2 deney 

grubuna aynı saatte besiyeri eklenerek diğer 12 kültür kabı ile arasında 3 saat zaman 

aralığı bırakıldı. Bu Ģekilde verilen üçer saatlik aralar ile protein ve RNA izolasyonu 

çalıĢma zamanı olarak planlandı. Ġnkübasyon sonunda medyumlar 15 ml‟lik steril 

polipropilen tüplere toplandı. 

  

Protein izolasyonu yapılacak olan tüm kültürlere hücre patlatma solusyonu eklendi 

ve her deney grubundan 4 tanesi kazıyıcı yardımıyla kazımak yoluyla hücreler 

patlatıldı ve +4
 o

C santrifüjde, 30 dk 13000 rpm‟de santrifüj edilen protein içeren 

süpernatant kısmı alikotlanarak -80
 o

C‟ye kaldırıldı. RNA izolasyonu için 

kullanılacak olan 2 adet 100 mm çaplı hücre büyütme kabı kazıyıcı yardımıyla RNA 

izolasyon kiti (Macherey Nagel, #MN 740.955.50) kullanılarak izole edilmiĢ olup 

ayrıca protein izolasyonu için kullanılan tripsin ile kaldırılan hücrelerinde yarısından 

da RNA izolasyonu yapıldı.    
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5.5. Hemotositometre ile Hücre Sayma: 

Hematositometre distile su ile iyice temizlendi ve üzerine lamel kapatıldı. Hücre 

süspansiyonu içerisinden 12 l alınarak bu hemotositometre lamel arasına konuldu. 

Biyolojik ters mikroskobun 10 X objektif ile hematositometrenin 16 tane büyük kare 

alanı görüldü. Buradaki hücrelerden, sol ve üst kare çeperine değenlerin sayılması 

esasına göre tüm karedeki hücrelerl sayıldı sonuç 16‟ya bölündü ve elde edilen sayı 

10 000 ile çarpılarak ml‟de bulunan hücre sayısı bulundu. Gerekli durumlarda 

dülüsyonlar yapılarak sayım iĢlemi yapıldı ve dilüsyon faktörü hesaplamalarda 

kullanıldı. 

 

5.6. HUVEC’lerin Populasyonlarının İki Katına Çıkma Deneyi 

 

HUVEC‟lerin büyüme eğrisinin elde edilmesi ve hücre popülasyonunun iki katına 

çıkma süresi (Population Doubling Time: PDT), 12 kuyulu hücre kültür kaplarına    

10 000, 20 000 ve 40 000 sayılarındaki miktarlarda ekilen hücreler belirli bir süre 

sonunda sayılarak yapıldı. Bu deneyler için 3. pasaj HUVEC kullanıldı. Hücreler 12 

kuyuluk hücre büyütme kaplarına ekildi.  

 

Hücreler tripsinize edilerek, 4. saat, 47. saat, 95. saat, 169.5. saat sonunda hücreler 

sayıldı ve aĢağıdaki denkleme konularak PDT hesaplandı.  

         0.693                          tD : Hücre popülasyonunun iki katına çıkma süresi  

tD= ---------------   Vt                 X0: 1. noktadaki hücre sayısı 

            (X)                           X : 2. noktadaki hücre sayısı 

        ln ----                           Vt : Ġki nokta arasındaki saat farkı 

            (X0) 

 

Her bir veri noktası için 4 kuyudan elde edilen sonuçların ortalaması standart 

sapmalarla beraber beraber kullanıldı.  

 

5.7. İmmünohistokimya Yöntemi ile HUVEC’lerin Karakterizasyonu 

5.7.1. Çözeltiler 

 

Permeabilizasyon Çözeltisi: PBS içerisine % 0.2 (v/v) Triton X-100 ilave edildi.  
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Mounting Medium: PBS içerisinde % 50‟si gliserol olacak Ģekilde hazırlandı. 

 

Primer Antikor, Anti-von Willebrand (Factor VIII Related Antigen), Rabbit 

Polyclonal Antibody, Neomarkers USA, Labvision #RB-281-A1 

Ġmmünohistokimya Kiti, UltraVision LP Value Detection System HRP Polymer & 

DAB (Diaminobenzidin) Plus Chromogen, Labvision #TL-015-HD 

Ġmmünohistokimya Kiti BileĢenleri 

Hidrojen Peroksit Blok (Hydrogen Peroxide Block #TA-015-HP) 

Ultra V Blok (Ultra V Block # TA-015-UB) 

Sekonder Antikor (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent  # TP-015-BN) 

Streptavidin Peroksidaz (Streptavidin Peroxidase # TS-015-HR) 

DAB Substrat (DAB Plus Substrate #TA-015-HSX) 

DAB Kromojen (DAB Plus Chromogen #TA-001-HCX) 

Hematoksilen Mayer (Fluka #51260) 

 

5.7.2. Hücrelerin Ekilmesi 

 

Hücreler 24 kuyulu hücre büyütme kaplarında, fibronektin kaplı 12 mm çaplı saat 

camları üzerinde her bir kuyuda 50 000 hücre olacak Ģekilde ekilerek çoğaltıldı. 

Hücrelerin % 80 oranında kapları doldurduklarında fiksasyon iĢlemi yapıldı.  

 

5.7.3. Hücrelerin Fiksasyonu: 

 

Hücrelerin çoğalmaları tamamlandığında, üzerlerindeki besiyeri çekildi, oda 

sıcaklığındaki PBS ile yıkandı ve kuyulara 1.5 ml -20°C‟de soğutulmuĢ metanol 

konuldu ve derin dondurucuda 20 dk tutuldu. Metanol çekilerek PBS ile yıkandı ve 

PBS içerisinde deney yapılana kadar bekletildi. 

 

5.7.4. İmmünohistokimya Deneyinin Yapılması 

 

Fiksasyonu gerçekleĢtirilen hücrelerin bulunduğu saat camları alınarak 100 mm çaplı 

hücre büyütme kapları gibi daha geniĢ bir alana alındı ve kurumamaları amacıyla 
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üzerlerine PBS konuldu. Hücrelerde bulunan hidrojen peroksidaz enziminin vereceği 

sinyalleri azaltmak amacıyla hidrojen peroksit çözeltisinden 100 L konuldu, 15 dk 

oda sıcaklığında bekletildi ve vakum ile çekilerek 4 kere PBS ile yıkandı. Camların 

üzerine 100 L Ultra V Blok eklendi ve 5 dk oda sıcaklığında bekletildi, vakum ile 

çekildi ve 1 kere PBS ile yıkandı. Primer antikor olarak seçilen, HUVEC‟lerin 

spesifik olan Faktör VIII iliĢkili antikor/VonWillebrand Faktör, 1:100 oranında % 1 

BSA içeren PBS içerisinde hazırlandı ve 1 saat oda sıcaklığında her bir saat camı 

üzerine 100 L konularak inkübe edildi. BuharlaĢma nedeniyle saat camlarının 

kurumaması için bir nemli ortam içerisinde inkübasyon iĢlemi gerçekleĢtirildi. Daha 

sonra antikor vakum ile çekildi ve 4 kere PBS ile yıkandı. Sekonder antikordan 100 

L konuldu ve 10 dk oda sıcaklığında tutuldu ve vakum ile çekilerek 4 kere PBS ile 

yıkandı. Streptavidin peroksidazdan 100 L konuldu ve 10 dk oda sıcaklığında 

inkübe edildikten sonra vakum ile çekilerek 4 kere PBS ile yıkandı. 1 ml DAB 

substrat içerisine 1-2 damla DAB kromojen konuldu ve bu karıĢımdan 100 L cam 

üzerine konularak 15 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. Bu çözelti kanserojen olduğu 

için dikkatle alında ve özel atığa atıldı. PBS ile 4 kere yıkandı ve hematoksilen 

mayer çözeltisinden 100 L cam üzerine konuldu 5 dk oda sıcaklığında tutulduktan 

sonra çeĢme suyu bulunan bir beher içerisinde yıkandıktan sonra, üzerine 1:1 

Gliserol:PBS bulunan lam üzerine hücreler lama kapanacak Ģekilde yerleĢtirildi. Bir 

yapıĢtırıcı ile bu camlar lama yapıĢtırıldı. YapıĢtırıcı kuruduktan sonra mikroskop 

altında 10 X objektif ile boyanan hücrelerin boyanmayana hücrelere oranı 

hesaplandı.  

 

 

5.8. Oksitosin, Östrojen ve Progesteronun HUVEC’lerde C tip Natriüretik 

Peptit Ekspresyonu Üzerine Etkisi 

 

5.8.1. Protein İzolasyonu 

 

5.8.1.1.Çözeltiler  
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Hücre Patlatma Çözeltisi (100 ml) ( 50 mM Tris, 150 mM NaCI, %1 Triton X-

100, 1 mM EDTA buz soğukluğunda pH=8.0): 0.88 mg NaCI tartıldı ve 1 ml 

Triton X-100, 5 ml 1M Tris HCl, 1 ml 100 mM EDTA eklendi, ultra saf dH2O ile 

100 ml‟ye tamamlandı, pH:8.0 ayarlandı ve + 4
o
 C‟de saklandı.  

  

1 M Tris Çözeltisi (50 ml): 6.057 g Tris tartılarak 50 ml ultrapure su içinde çözüldü 

ve pH: 8.0 ayarlandı. 

 

100 mM EDTA (100 ml): 3.72 g EDTA tartılıp 100 ml ultra saf dH2O  içinde 

çözüldü. 

 

Hücre Patlatma Çözeltisine Eklenen Protease İnhibitörlerinin Hazırlanması: 

 

Pepstatin (1mg/ml) : 10 mg pepstatin tartılıp 10 ml metanol içinde çözüldü. 

 

Leupeptin (1mg/ml): 10 mg leupeptin (Sigma, #L-2884) tartılıp 10 ml ultra saf 

dH2O içinde çözüldü. 

 

PMSF (0.1 M): 0.0174 g PMSF tartılıp 1 ml metanol içinde çözüldü. 

 

5.8.1.2. Protein İzolasyonu İşlemleri 

 

1 ml hücre patlatma solüsyonu alınır. Ġçine; 

-1µl   pepstatin (1mg/ml) (son konsantrasyon 10µg/ml) 

-1µl   leupeptin (1mg/ml) (son konsantrasyon 10µg/ml) 

-10µl   PMSF (0.1M) (son konsantrasyon 1mM) eklendi.  

 

-Hücre kültür ortamı çekilmiĢ ve PBS ile yıkanmıĢ olan hücrelerin üzerine 200 µl   

proteaz inhibitörü içeren hücre patlatma solüsyonu eklendi. 

 

-Hücreler buz içeren bir kabın üzerinde,  kazıyıcı yardımı ile hücre kültür kabından 

kaldırıldı ve hücre lizatı buz üzerinde bekleyen bir eppendorf tüpe aktarıldı. 
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-Tüpler, 11000 g‟de + 4
o
 C‟de 30 dk çevrildi ve süpernatant alınıp eppendorf tüplere 

paylaĢtırıldı ve kullanılmayacaksa -80
o
 C‟ye kaldırıldı. 

 

5.8.2.  Proteinlerin BCA Yöntemi ile Konsantrasyonlarının Ölçülmesi 

5.8.2.1.Çözeltiler 

 

BCA Compat-Able Protein Assay Kit (Pierce #23223) 

Bovine Serum Albumin (BSA) Standartları  

 

5.8.2.2.BSA Standartlarının Hazırlanması 

 

BCA ile protein miktarlarını ölçebilmek için sığır serumu albumini (BSA) 

proteininden değiĢik konsantrasyonlarda hazırlanarak bir standart bir eğri grafiği 

çizildi. 25 l‟sinde 30, 25, 20, 15, 10, 5 ve 2.5 g BSA bulunan standartlar 

hazırlandı.   

 

5.8.2.3.BCA Ölçümünün Yapılması 

 

Biçinkonik asit (BCA) protein tayin yönteminde Bakır Sülfat, BCA solüsyonuna 

eklendiğinde oluĢan kompleks elma yeĢili bir renk alır. Bu solüsyon protein 

solüsyonuna ilave edildiğinde, proteinin peptit bağları ile etkileĢtiğinde Cu
++

 iyonları 

Cu
+
 iyonlarına dönüĢür ve kompleksin rengini mora çevirir. Bu yöntem hızlı, hassas 

ve kesindir ancak deterjan ve organik solventlerle etkileĢimlerine dikkat etmek 

gerekir. 

 

-Ölçüm için Pierce marka BCA Compat-Able Protein Assay Kit ve 96 kuyuluk 

mikroplate kullanıldı. 

 

-Her bir kuyuya 25 µl   standart veya bilinmeyen örnek pipetlendi. Bilinmeyen 

örneklerde bulunan hücre patlatma çözeltisi, BCA ile etkileĢime girerek yanlıĢ 
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sonuçlar verdiğinden örnekler 10 kere ultrasaf dH2O ile seyreltilerek ölçüm yapıldı 

ve bu seyreltme katsayısı hesaplamalarda dikkate alındı. 

 

-Kuyuların üzerine 200 µl   çalıĢma ayıracı pipetlenir ve plate karıĢtırıcıda 30 sn 

tutuldu. 

 

-Plate 37
o
C hava ısıtmalı etüve, içinde yaklaĢık 100 ml su bulunan bir kap içerisinde 

yerleĢtirilerek 30 dk inkübe edildi. 

 

-15 dk oda sıcaklığına ulaĢması için beklendi. 

 

-A 540 nm‟de okundu. 

 

5.8.3. Western Blot Yöntemi ile Proteinlerin PVDF Membrana Aktarılması 

 

5.8.3.1.SDS-Poliakrilamit Jelin Hazırlanması ve Yürütülmesi 

 

5.8.3.2.Çözeltiler 

 

%10’luk SDS çözeltisi: 10 g SDS 100 ml ultra saf dH2O su içinde çözüldü. 

 

%10’luk Amonyum persülfat (APS): 0.5 g APS 5 ml ultra saf dH2O içinde 

çözüldü. 

 

N,N,N’N’- tetrametil-etildiamin (TEMED): Sigma #T-1233. 

  

Elektroforez Yürütme Çözeltileri: Elektroforez iĢleminde anot ve katot kısmında 

ayrı tamponlar kullanıldı.  

 

10X  Anot Yürütme Çözeltisi (1 M Tris, 0.255 M HCl, pH:8.9): 100 ml 

hazırlamak için, 12.1 g Tris tartıldı, 97.9 ml ultra saf su eklendi ve üzerine 2.1 ml 



 34 

HCl konuldu, karıĢtırıldı ve pH değeri 8.9‟a ayarlandı. Kullanılırken, 10 kere 

seyreltilerek kullanıldı.  

 

10X  Katot Yürütme Çözeltisi (1 M Tris, 1 M Tricine, % 1 SDS, pH:8.25): 100 

ml hazırlamak için, 12.1 g Tris, 17.92 g Tricine, 1 g SDS tartıldı, ve 100 ml ultra saf 

suya tamamlandı, karıĢtırıldı ve pH değerinin 8.25 olduğu görüldü. pH değeri 

protokolde de belirtildiği üzere ayarlanmadı. Kullanılırken, 10 kere 

seyreltilerekkullanıldı.   

 

10 X Transfer Çözletisi-Towbin Tamponu (25 mM Tris, 192 M Glisin, pH:8.3): 

100 ml hazırlamak için, 3.03 g Tris, 14.4 g glisin tartıldı 100 ml ultra saf su ile 

tamamlandı, pH değeri 8.3‟e ayarlandı. Kullanılırken, 10 kere seyreltilerek kullanıldı 

ve % 10 metanol eklendi.  

  

AB-6 Solusyonu: 46.5 g akrilamid, 3 g bisakrilamid tartıldı, 100 ml ultrasaf suya 

tamamlandı.  

 

3 X Jel Tamponu (3 M Tris, 1 M HCl, % 0.3 SDS) :  100 ml hazırlamak için, 36.3 

g Tris tartıldı, 97.9 ml ultra saf su eklendi ve üzerine 8.26 ml HCl konuldu, 

karıĢtırıldı ve pH değeri 8.45‟e ayarlandı.  

 

5.8.3.3.Tris-tricine SDS-Poliakrilamit Jelin Dökülmesi 

 

Proteinlerin negatif yüklü SDS molekülleri ile kaplandıktan sonra molekül 

ağırlıklarına göre poliakrilamid jel ortamında elektrik alan içinde göç etmesi ve boya 

maddesi ile bandların görünür hale getirilmesi prensibine dayanan elektroforez iĢlemi 

için jel ayırma ve yığınlama olmak üzere iki kısım olarak hazırlandı.  
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 Ayırma jeli  %16 Yığınlama Jeli % 4 

 

AB-6 (ml) 10 1 

3 X Jel Tamponu (ml) 10 3 

Gliserol (ml) 3 - 

Su ile tamamlanacak son 

hacim (ml) 

30 12 

APS % 10 (l) 100 90 

TEMED (l) 10 10 

 

Tablo 3. Ayırma ve yığınlama jeli için kimyasal malzemeler ve kullanılacak miktarlar 

 

-10X elektroforez yürütme çözeltilerinden 1X yürütme çözeltisi yapıldı. Anot ve 

katot boĢluklarına uygun çözeltiler konuldu. 

-Hazırlanan jel üzerindeki kuyular bir enjektör yardımıyla 1 X katot yürütme 

çözeltisi ile iyice yıkandı. 

 

5.8.3.4.Proteinlerin Yüklenmesi ve Jelde Yürütülmesi 

 

-Örnekler istenen hacimlerde toplam protein miktarı BCA yöntemiyle belirlenerek 

eppendorf tüplere pipetlendi ve 5:1 oranında yükleme tamponu eklenip 5 dk 

kaynatıldı. 

-Daha sonra bu örnekler enjektör yardımıyla kuyulara 20 µl  ‟lik miktarlarda 

kuyulara yüklenip boĢ kuyulara aynı miktar yükleme tamponu eklendi. 

-Örnekler yığınlama jelinde 30 V‟da ve ayırma jelinde 100 V‟da yürütüldü. 

 

5.8.3.5.Western Transfer      

5.8.3.5.1. Çözeltiler 

 

Membran: Immobilon PVDF Membran 0,22 m, Millipore #ISEQ00010 

Western Blot Detection Kit: Super Signal West Pico Chemiluminescent, Pierce 

#34080 
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X-Ray Film: Fuji Film, XR-exposure Film,   

X-Ray Film Banyoları:  

  

Developer Banyosu: 1.5 g metol, 25 g sodyum sülfit, 0.25 g sodyum karbonat, 3 g 

hidrokinon tartıldı ve 1 L distile su içerisinde çözüldü. 

 

Fiksatif Banyosu: 62.5 g sodyum tiyosülfat, 5 g potasyum metabisülfit tartıldı ve 1 

L distile su içerisinde çözüldü. 

 

TBS (20 mM Tris-HCL, 154 mM NaCl), 1 L: 2.42 g Tris-HCl ve 9 g NaCl tartılıp 

1 L ultrasaf su içinde çözüldü ve pH:7.4‟e ayarlandı. 

 

Bloklama Solusyonu: TBS içerisine % 3 oranında BSA eklendi ve iyice çözünmesi 

sağlandı. 

 

Birincil Antikor Hazırlanması: TBS içerisine % 0.5 oranında BSA, % 0.1 olacak 

Ģekilde Tween -20, % 0,02 NaN3 ve antikor konuldu. 

 

İkincil Antikor Hazırlanması (1:5000): TBS içerisine % 0.5 oranında BSA, % 0.1 

olacak Ģekilde Tween -20, 1 L Anti-Goat Mouse (Santa Cruz #SC-2354) antikoru 

konuldu ve son hacim 5 ml‟ye ayarlanarak hazırlandı. 

 

5.8.3.5.2. Yarı Kuru Transfer 

 

Yarı kuru transfer iĢlemi için Towbin tamponu 10 kere seyreltildi ve % 10 metanol 

eklenerek kullanıldı. 2 kat Whatman 3 MM filtre kağıdı ve PVDF membran kağıdı 

jel boyutunda kesildi. PVDF membran kağıdı metanolle 15 saniye kadar ıslatılarak 3 

MM Whatman kağıtları ile birlikte hazırlanan metanollü Towbin tamponu içerisinde 

15 dk oda sıcaklığında çalkalandı. Proteinlerin PVDF membrana aktarılması için yarı 

kuru transfer sisteminde, alta 2 kat 3 MM Whatman kağıdı, jel, PVDF membran ve 

tekrar 2 kat 3 MM Whatman kağıdı ile sandviç benzeri olarak hazırlandı. Bio-Rad 
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Semi Dry transfer aleti (Bi-Rad #170-3940) ile 15 volt‟da 45 dakika (dk) oda 

sıcaklığında transfer iĢlemi gerçekleĢtirildi. 

 

5.8.3.5.3. Bloklama 

 

TBS içerisinde % 3 BSA çözüldü ve 1 saat oda sıcaklığındak, bir çalkalayıcı 

üzerinde çalkalanarak inkübe edildi. 

 

5.8.3.5.4. Birincil Antikor 

 

Anti-Aktin antikoru: Actin (I-19), Santa Cruz # SC-1616, Lot: L1307, 1:1000 olacak 

Ģekilde TBS içerisinde çözüldü, 10 ml antikor çözeltisine koruyucu olarak 50 L % 2 

NaN3 eklendi. 

  

Anti-CNP antikoru: CNP (C tip natriüretik peptit), SC # 20371, Lot: L1345, 1:400 

olacak Ģekilde TBS içerisinde çözüldü, 10 ml antikor çözeltisine koruyucu olarak 

100 l % 2 NaN3 eklendi. 

 

5.8.3.5.5. İkincil Antikor 

 

Anti-Goat Mouse, Santa Cruz #SC-2354, Lot: B0547, 1:5000 olacak Ģekilde TBS 

içerisinde çözüldü. 

 

5.8.3.5.6. C Tip Natriüretik Peptit / Aktin Proteinlerinin Belirlenmesi 

 

Bu yöntem ile SDS-PAGE ile protein bandları halinde ayrılmıĢ olan lizatlar elektrik 

akımı ile bir matriks membrana aktarıldı. Membrana aktarılmıĢ proteinlerden 

araĢtırılmak istenene karĢı antikorlar ve anti-antikorlar ile bir deteksiyon yapıldı. Bu 

deteksiyon ile ilgilenilen protein semi kantitatif olarak tespit edildi  (Manchenko 

2003).  
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5.8.3.5.6.1. Karanlık Oda İşlemleri 

 

PVDF üzerine transfer edilmiĢ olan proteinler karanlık odada, kemiluminesans kit 

(Super Signal West Pico Chemiluminescent, Pierce #34080) kullanılarak oluĢan 

ıĢıma X-ray filmlere aktarıldı. Kemiluminesans kit protokolünde belirtildiği gibi, bu 

kitin iki bileĢeninden de birer birim alınarak her bir membran için 4 ml kullanıldı ve 

membran bu kit ile iyice ıslatıldı. Membranın altına üstüne asetat film konuldu. 

Asetatların üzerinde su kalmamasına dikkat edilerek bir X-ray film kasetine 

yerleĢtirildi. X-ray film ile 1, 5, 10, 30 ve 60 dk sürelerle membran ile film bekletildi. 

Kırmızı ıĢık altında 6 dk developer ve 1 dk fiksatif solusyonunda tutuldu.      

 

5.8.4. Oksitosin, Östrojen ve Progesteronun HUVEC’lerde C Tip Natriüretik 

Peptit Ekspresyonunun mRNA Düzeyinde İncelenmesi 

 

5.8.4.1.Çözeltiler 

 

Scrapper (Hücre Kazıyıcı) 

Total RNA Ġzolasyonu Kiti: Macherey Nagel: MN #740955.50 

Total RNA Ġzolasyon Kiti BileĢenleri 

RA1 Tamponu 

RA2 Tamponu 

RA3 Tamponu 

MDB Tamponu (Membrandan Tuz UzaklaĢtırıcı Tampon) 

rDNAse (Rekombinant DNAse) 

rDNAse için Tampon 

H2O 

Nucleospin® Filter L Units Plus Collecting Tubes (Nucleospin® Filtre L 

Ünitesi) 

Nucleospin® RNA L Columns Plus Collecting Tubes (Nucleospin® RNA L 

Kolunu) 

1.5 ml Elüsyon Tüpleri 
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5.8.4.2.RNA İzolasyonunun Yapılması 

 

RNA izolasyonu, 100 mm çaplı hücre büyütme kaplarından elde edilen endotel 

hücrelerinden Total RNA Ġzolasyonu kiti ile yapıldı.  

- RA1 patlatma tamponundan 350 l alınıp üzerine 3.5 L β-merkaptoetanol 

konularak bir karıĢım hazırlandıktan sonra bu karıĢım 100 mm çaplı hücre büyütme 

kaplarının üzerine konularak bir kazıyıcı yardımıyla hücreler parçalandı ve lizat elde 

edildi. 

- Bu lizat, NucleoSpin® Filter Column üzerine konuldu ve 1 dk 11 000xg‟de 1 dk 

santrifüj edildi. 

- Kolondan tüpe geçen lizat üzerine 350 l % 70 etanol konuldu ve 2 defa 15‟er 

saniye vorteks yapıldı.  

- Lizat, NucleoSpin® RNA II Column üzerine konuldu ve 30 saniye 11 000xg‟de 

santrifüj edildi. Bu durumda, RNA kolona bağlandı. 

- Kolona 350 l MDB tamponu konul ve 1 dk 11 000xg‟de santrifüj edildi. 

- Kolondan DNA‟ları uzaklaĢtırmak ve parçalamak amacıyla 95 l DNAse (10 l 

DNAse + 90 l DNAse tampon karıĢımından)  eklendi ve oda sıcaklığında 15 dk 

inkübe edildi.  Üzerine 200 l RA2 yıkama solusyonunda konuldu ve 30 saniye        

11 000xg‟de santrifüj edildi. 

- Kolona 600 l RA3 yıkama solusyonundan konuldu 30 saniye 11 000xg‟de 

santrifüj edildi. Kolona tekrar 250 l RA3 yıkama solusyonu konuldu ve 2 dk         

11 000xg‟de santrifüj edildi. 

- Kolona 40 l su konuldu ve 1 dk 11 000xg‟de santrifüj edilerek bir tüp içerisinde 

toplandı ve -80°C‟de saklandı. 

   

5.8.4.3.RNA miktarının Nanodrop Cihazı ile Ölçülmesi 

 

Ġzole edilen RNA‟ların miktarı Nanodrop™  TermoScientific cihazı ile ölçüldü. 

DEPC ile iĢlem görmüĢ su ile 1:10 sulandırılan RNA örneklerinden 2 l alındı ve 

suya karĢı kör alınan cihaz ile ölçümler yapıldı. RNA miktarları 50 ng/l ile 600 

ng/l arasında bulundu.  
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5.8.4.4.RNA Kalitesinin Bioanalyzer 2100 Cihazı ile Kontrol Edilmesi 

 

RNA kalitesini gösteren bir tanım olan RIN (RNA integrity number), gen 

ekspresyonunun kantitatif olarak ölçülmesi iĢlemlerinde ölçülmesi gerekmektedir 

(Fleige and Pfaffl 2006). Bu tez çalıĢmasında RIN değerine Agilent 2100 

Bioanalyzer cihazı ile bakıldı. Bu cihaz, 28 S ve 18 S ribozomal RNA miktarlarını 

mikrofludik sistem ile ölçerek 2 ile 10 arasında RIN değeri vermektedir. Cihazın 

ölçüm yapabilmesi için 1 l total RNA gerekmektedir.  

 

    

Resim 2. Agilent Bioanalyzer 2100 cihazı ve kullanılan çip  

 

5.8.4.5.cDNA Sentezinin Yapılması 

 

Elde edilen total RNA örnekleri, kullanıla Bio-Rad iscript cDNA sentez kiti (Bio-

Rad # 170-8090) ile cDNA‟ya çevrilmiĢtir.  

 

Bio-Rad cDNA Sentez kiti içeriği: 

Reverse transkriptaz enzimi 

Reverse transkriptaz enzim tamponu 

dNTP karıĢımı 

Rastlantısal hekzamer 

1 g total RNA alınmıĢ ve DNase ile iĢleme tabi tutularak DNA‟dan arınmıĢ RNA 

elde edildi. 1 g RNA hacmi DEPC ile iĢleme tabi tutulmuĢ su ile 15l‟ye getirildi. 
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4l 5X iscript tamponu ve 1 l iscript transkriptaz enzimi eklenen örnekler sıcaklık 

döngü cihazı ile aĢağıdaki sıcaklık dereceleri ve zamanlarıyla cDNA‟lar elde edildi.  

 

5x iScript Reaction Mix    4μl 

iScript Reverse Transcriptase   1μl 

DEPC ile iĢleme tabi tutulmuĢ su    xμl 

RNA kalıp      xμl 

Toplam hacim     20 μl 

 

Sıcaklık dereceleri ve zamanları: 

 

5 dk  25ºC 

30 dk        42ºC 

5 dk          85ºC 

                      

5.8.4.6.Real Time PCR Analizinin Yapılması 

 

Kullanılan kimyasal malzeme ve kitler: 

IQ supermix, Bio-Rad #170-8860 

PCR plate, Greiner #652201 

IQ SYBR Green supermix, Bio-Rad #170-8882 

 

Real Time PCR için gerekli olan kimyasal malzemeleri içeren bir karıĢımdır ve iki 

kere konsantre Ģekildedir. Kullanımında 12.5 l bu karıĢımdan alınır ve 12.5 l‟de 

kalıp cDNA, su, primerler, Taqman® prob olacak Ģekilde toplam 25 l hacim ile 

PCR yapılır. Real Time PCR cihazı olarak Bio-Rad IQ5 kullanılmıĢtır (resim 2). 
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Resim 3. Bio-Rad IQ5 cihazı. 

 

C Tip Natriüretik Peptit Ekzon Dizisi 

 

Gen Numarası: : NM_024409.1 

 

Exon 1: 

ATGCATCTCTCCCAGCTGCTGGCCTGCGCCCTGCTGCTCACGCTGCTCTCC

CTCCGGCCCTCCGAAGCCAAGCCCGGGGCGCCGCCGAAG 

 

Exon 2: 

GTCCCGCGAACCCCGCCGGCAGAGGAGCTGGCCGAGCCGCAGGCTGCGG

GCGGCGGTCAGAAGAAGGGCGACAAGGCTCCCGGGGGCGGGGGCGCCA

ATCTCAAGGGCGACCGGTCGCGACTGCTCCGGGACCTGCGCGTGGACAC

CAAGTCGCGGGCAGCGTGGGCTCGCCTTCTGCAAGAGCACCCCAACGCG

CGCAAATACAAAGGAGCCAACAAGAAGGGCTTGTCCAAGGGCTGCTTCG

GCCTCAAGCTGGACCGAATCGGCTCCATGAGCGGCCTGGGATGTTAG 

 

CNP Primeri Forward: 0.3 M olarak kullanılmıĢtır.  

5‟-GCTCGCCTTCTGCAAGAGC-3‟ 

 

CNP Primeri Reverse: 0.3 M olarak kullanılmıĢtır.  

5‟-CGAAGCAGCCCTTGGACA-3‟ 

 

CNP Taqman Prob: 0.2 M olarak kullanılmıĢtır.  

FAM 5‟-CCCCAACGCGCGCAAATACAAA-3‟ TAMRA 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=13249345
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Glikoz 6 Fosfat Dehidrojenaz Geninin Ekzon Dizisi: 

 

Gen numarası: NM_001042351.1 

 

Exon 1: 

 

CGAGAACTCGGGAAGCCGGCGAGAAGTGTGAGGCCGCGGTAGGGCCGC

ATCCCGCTCCGGAGAGAAGTCTGAGTCCGCCAGGCTCTGCAGGCCCGCG

GAAGCTCG  

 

Exon 2: 

AGGGACAGCCCAGAGGAGGCGTGGCCACGCTGCCGGCGGAAGTGGAGC

CCTCCGCGAGCGCGCGAGGCCGCCGGGGCAGGCGGGGAAACCGGACAGT

AGGGGCGGGGCCTGGCCGGCGATGGGGATTCGGGAGCACTACGCGGAGC

TGCACCCGTGCCCGCCGGAATTGGGGATGCAGAGCAGCGGCAGCGGGTA

TGGCAGGCAGCCGGCGGGCCGGCCTCCAGCGCAGGTGCCCGAGAGGCAG

GGGCTGGCCTGGGATGCGCGCGCACCTGCCCTCGCCCCGCCCCGCCCGCA

CGAGGGGTGGTGGCCGAGGCCCCGCCCCGCACGCCTCGCCTGAGGCGGG

TCCGCTCAGCCCAGGCGCCCGCCCCCGCCCCCGCCGATTAAATGGGCCGG

CGGGGCTCAGCCCCCGGAAACGGTCGTACACTTCGGGGCTGCGAGCGCG

GAGGGCGACGACGACGAAGCGCAG 

 

Exon 3: 

ACAGCGTCATGGCAGAGCAGGTGGCCCTGAGCCGGACCCAGGTGTGCGG

GATCCTGCGGGAAGAGCTTTTCCAGGGCGATGCCTTCCATCAGTCGGATA

CACACATATTCATCATCATGGGTGCATCG 

 

Exon 4:  

GGTGACCTGGCCAAGAAGAAGATCTACCCCACCATCTG  

 

Exon 5: 

GTGGCTGTTCCGGGATGGCCTTCTGCCCGAAAACACCTTCATCGTGGGCT
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ATGCCCGTTCCCGCCTCACAGTGGCTGACATCCGCAAACAGAGTGAGCCC

TTCTTCAAG  

 

Exon 6: 

GCCACCCCAGAGGAGAAGCTCAAGCTGGAGGACTTCTTTGCCCGCAACT

CCTATGTGGCTGGCCAGTACGATGATGCAGCCTCCTACCAGCGCCTCAAC

AGCCACATGAATGCCCTCCACCTGGGGTCACAGGCCAACCGCCTCTTCTA

CCTGGCCTTGCCCCCGACCGTCTACGAGGCCGTCACCAAGAACATTCACG

AGTCCTGCATGAGCCAGAT 

 

Exon 7: 

AGGCTGGAACCGCATCATCGTGGAGAAGCCCTTCGGGAGGGACCTGCAG

AGCTCTGACCGGCTGTCCAACCACATCTCCTCCCTGTTCCGTGAGGACCA

GATCTACCGCATCGACCACTACCTGGGCAAGGAGATGGTGCAGAACCTC

ATGGTGCTGAG 

 

Exon 8: 

ATTTGCCAACAGGATCTTCGGCCCCATCTGGAACCGGGACAACATCGCCT

GCGTTATCCTCACCTTCAAGGAGCCCTTTGGCACTGAGGGTCGCGGGGGC

TATTTCGATGAATTTGGGATCATCCG 

 

Exon 9: 

GGACGTGATGCAGAACCACCTACTGCAGATGCTGTGTCTGGTGGCCATGG

AGAAGCCCGCCTCCACCAACTCAGATGACGTCCGTGATGA  

 

Exon 10: 

GTCAAGGTGTTGAAATGCATCTCAGAGGTGCAGGCCAACAATGTGGTCCT

GGGCCAGTACGTGGGGAACCCCGATGGAGAGGGCGAGGCCACCAAAGG

GTACCTGGACGACCCCACGGTGCCCCGCGGGTCCACCACCGCCACTTTTG

CAGCCGTCGTCCTCTATGTGGAGAATGAGAGG TGGGATG 

 

Exon 11: 
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GGGTGCCCTTCATCCTGCGCTGCGGCAAGGCCCTGAACGAGCGCAAGGC

CGAGGTGAGGCTGCAGTTCCATGATGTGGCCGGCGACATCTTCCACCAGC

AGTGCAAGCGCAACGAGCTGGTGATCCGCGTGCAGCCCAACGAGGCCGT

GTACACCAAGATGATGACCAAGAAGCCGGGCATGTTCTTCAACCCCGAG

GAGTCGGAGCTGGACCTGACCTACGGCAACAGATACAAG 

 

Exon 12: 

AACGTGAAGCTCCCTGACGCCTACGAGCGCCTCATCCTGGACGTCTTCTG

CGGGAGCCAGATGCACTTCGTGCGCAG 

 

Exon 13: 

CGACGAGCTCCGTGAGGCCTGGCGTATTTTCACCCCACTGCTGCACCAGA

TTGAGCTGGAGAAGCCCAAGCCCATCCCCTATATTTATGG CAG 

 

Exon 14: 

CCGAGGCCCCACGGAGGCAGACGAGCTGATGAAGAGAGTGGGTTTCCAG

TATGAGGGCACCTACAAGTGGGTGAACCCCCACAAGCTCTGAGCCCTGG

GCACCCACCTCCACCCCCGCCACGGCCACCCTCCTTCCCGCCGCCCGACC

CCGAGTCGGGAGGACTCCGGGACCATTGACCTCAGCTGCACATTCCTGGC

CCCGGGCTCTGGCCACCCTGGCCCGCCCCTCGCTGCTGCTACTACCCGAG

CCCAGCTACATTCCTCAGCTGCCAAGCACTCGAGACCATCCTGGCCCCTC

CAGACCCTGCCTGAGCCCAGGAGCTGAGTCACCTCCTCCACTCACTCCAG

CCCAACAGAAGGAAGGAGGAGGGCGCCCATTCGTCTGTCCCAGAGCTTA

TTGGCCACTGGGTCTCACTCCTGAGTGGGGCCAGGGTGGGAGGGAGGGA

CAAGGGGGAGGAAAGGGGCGAGCACCCACGTGAGAGAATCTGCCTGTG

GCCTTGCCCGCCAGCCTCAGTGCCACTTGACATTCCTTGTCACCA 

GCAACATCTCGAGCCCCCTGGATGTCCCCTGTCCCACCAACTCTGCACTC

CATGGCCACCCCGTGCCACCCGTAGGCAGCCTCTCTGCTA 

TAAGAAAAGCAGACGCAGCAGCTGGGACCCCTCCCAACCTCAATGCCCT

GCCATTAAATCCGCAAACAGCC 
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G6PDH Primeri Forward: 5‟-TGCCCCCGACCGTCTAC-3‟ 0.3 M olarak 

kullanıldı. 

G6PDH Primeri Reverse: 5‟-ATGCGGTTCCAGCCTATCTG-3‟ 0.3 M olarak 

kullanıldı. 

G6PDH Taqman prob: Cy5 5‟-ACTCGTGAATGTTCTTGGTGACGGCC-3‟BH4  

0.2 M kullanıldı. 

 

http://medgen.ugent.be/rtprimerdb/assay_report.php?assay_id=1031  

 

Su: Real Time PCR deneylerinde kullanılan su, nükleazdan arındırılmıĢ özelliktedir.  

 

Primerlerin Hazırlanması: 

 

Alınan primerler Operon firmasından F ve R primerle 100 nmol, prob ise 50 nmol  

olacak Ģekilde satın alınmıĢtır. Laboratuara geldiğinde liyofilize halde olan primerler 

kendi bilgi dosyalarında bulunan Ģekilde sulandırıldı. 

 

5.9.ELISA Yöntemiyle Oksitosin, Östrojen ve Progesteronun HUVEC’lerden C 

Tip Natriüretik Peptitin Besiyerine Sekresyonunun Ölçülmesi 

 

Çözeltiler:  

 NT-proCNP ELISA Kiti, Biomedica #BI-20872  

Kit bileĢenleri: 

Antikor kaplı plate 

Yıkama tamponu, 20 kere konsantre 

Standartlar (0, 2.5, 5, 10, 20, 40 pmol/l) 

Kontrol örneği 

Konjugat, anti NT-proCNP-HRPO 

Substrat, TMB çözeltisi 

Durdurucu çözelti 

Bu kitin çalıĢma prensibi Ģekil 8‟de de görüldüğü gibi antikor kaplı kuyulara örnek, 

standart ve kontrol eklenerek bir antikor antijen etkileĢimi meydana gelir. HRP 

http://medgen.ugent.be/rtprimerdb/assay_report.php?assay_id=1031
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enzimi konjugat olarak eklenir ve TMB solusyon ile bir renk meydana gelir. Bu 

oluĢan renkte spektrofotometrede absorbansı ölçülerek standart grafiği yardımıyla 

örneklerdeki NT-proCNP konsantrasyonu pikomolar olarak ifade edilebilir.  

 

 

 

  

ġekil 8 : ELISA kitinin çalıĢma prensibi 

 

1: ELISA plate kaplı antikor 

2: Örnek, standart veya kontrol 

3: HRP enzimi bağlı konjugat 

4: TMB çözeltisi 

 

Deneyin yapılışı: 

- Her bir antikor kaplı kuyuya, standartlardan, kontrolden ve örneklerden 

duplike olarak 50‟Ģer l konuldu, fakat kör olarak oluĢturulan iki kuyuya 

konulmadı. 

- Kör hariç, her bir kuyuya 200‟er l konjugat konuldu. 

- Kuyuların üzeri kitten çıkan bir band ile kapatıldı, oda sıcaklığında ve 

karanlıkta dört saat inkübasyona bırakıldı. 

- Kuyular beĢ kere yıkama çözeltisi ile yıkandı. 

- Sert bir biçimde bir havlu kağıda vurularak kuyularda sıvı kalmaması 

sağlandı. 

- Tüm kuyulara 200‟er l substrat eklendi. 

- Yarım saat oda sıcaklığında ve karanlıkta inkübe edildi. 
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- Üzerine 50 l durdurma solusyonu eklendi ve ELISA okuyucuda A415 ve A655 

nm‟de okundu. 
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6. BULGULAR 

 

6.1. HUVEC Büyüme Eğrisinin Elde Edilmesi ve ve Hücre Popülasyonunun İki 

Katına Çıkma Süresinin Hesaplanması 

 

HUVEC‟lerin büyüme eğrisinin elde edilmesi ve hücre popülasyon sayısının iki 

katına çıkması süresi farklı miktarlarda ekilen hücrelerin belirli süreler sonunda 

sayılarak yapıldı. 12 kuyulu hücre büyütme kaplarında yapılan deneylerde her bir 

nokta için 4‟er tekrar kuyu çalıĢılmıĢ olup, hücreler 3. pasaj olarak kullanıldı. 

Yapılan deneylerin sonuçları Tablo 4‟de gösterildi. Elde edilen veriler hem büyüme 

eğrisinin çiziminde (ġekil 9) hem de popülasyonun ne kadar sürede iki katına 

çıktığının bulunmasında kullanıldı (Tablo5). Büyüme eğrisinden beklenen, hücrelerin 

sayısının artması ile bulundukları kapta daha fazla büyeyemeyerek eğrinin plato 

konumuna gelmesidir.  

 

                                                           HÜCRE PASAJI 3 

EKĠLEN 

HÜCRE 

SAYISI 

0. GÜNDE 

SAYILAN 

HÜCRE 

SAYISI 

2. GÜNDE 

SAYILAN 

HÜCRE 

SAYISI 

4. GÜNDE 

SAYILAN 

HÜCRE SAYISI 

7. GÜNDE 

SAYILAN 

HÜCRE SAYISI 

10 000    9 205 ±    751  19 031 ± 1 735  44 126 ±  7 704 123 708 ± 33 219 

20 000  19 870 ± 1 357   45 185 ± 2 482  92 276 ± 21 556 216 368 ± 10 640 

40 000  36 100 ± 2 458  97 887 ± 7 232 230 521 ± 22 151 119 437 ± 29 770 

 

Tablo 4:   Ekilen HUVEC‟lerin DeğiĢik Günlerde Elde Edilen Sayıları 
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                                                               HÜCRE PASAJI 3 

EKĠLEN HÜCRE 

SAYISI 

0-2 GÜN PDT 

(saat) 

2-4 GÜN 

PDT(saat) 

4-7 GÜN PDT (saat) 

10 000 41.02 39.55 43.35 

20 000 36.27 46.58 52.45 

40 000 29.87 38.83 Populasyon 

yoğunluğu kuramı 

nedeniyle 

hesaplanamamıĢtır. 

 
Tablo 5: HUVEC‟lerin Sayılarının Ġki katına Çıkma Zamanları s (PDT) 

 

Yapılan deneyler sonucunda hücre sayılarının iki katına çıktığı sürenin 36 saat 

olduğu bulunmuĢtur. 10 000 olarak ekilen hücrelerin, kuyuya seyrek yerleĢtiğinden 

büyümelerinin yavaĢ olduğundan dolayı PDT değerinin büyük olduğu, 40 000 ekilen 

hücrenin ise çabuk bir Ģekilde kuyuyu doldurduğundan 7. günde hücre sayısı çok 

düĢtüğü bulundu. 

PDT

0

10

20

30

40

50

60

0-2 gün 2-4 gün 4-7 gün

GÜNLER

S
A

A
T 10000

20000

30000

 

ġekil 9: HUVEC‟lerin Büyüme Eğrisi.  
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6.2. HUVEC Kültürlerinin İmmünohistokimya Yöntemi ile Karakterizasyonu 

 

HUVEC‟ler için von Willebrand faktör bir belirteç olarak kullanıldı (Pusztaszeri, 

Seelentag and Bomsan 2006). HUVEC‟lerde bu proteinin varlığı 

immünohistokimyasal yöntem ile araĢtırıldı ve ıĢık mikroskobu ile değerlendirildi.  

Ġmmünohistokimya yöntemi için anti-von Willebrand antikoru, HUVEC‟lerdeki von 

Willebrand proteinine bağlandı ve ikincil antikor bu birincil antikora bağlandı. Bu 

ikincil antikora bağlı olan horseradish peroksidaz enzimi ile ortama konulan DAB (3-

3‟ Di amino benzidine) kimyasalı ile kahverengi bir renk oluĢtu ve bu HUVEC‟ler bu 

renk ile karakterize edildi. 

 

Ġmmünohistokimya deneyi sonucunda, bu tez çalıĢmalarında kullanılan 

HUVEC‟lerin vWF ile boyandığı görülmüĢtür. 

 

 A                                               

 B             

 

Resim 4: HUVEC‟lerin vWF antikoru ile karakterizasyonu. A. Anti-vWF antikorunun kullanıldığı 

hücre grubu. B. Anti-vWF antikorunun kullanılmadığı hücre grubu                                         
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6.3. Anti-CNP Antikoru ile Western Blot Analizi 

 

Western blot analizi, 40 g protein lizatı ve kontrol olarak da Bachem firmasından 

satın alınan CNP-22 peptiti ve Anti-CNP ve Anti-Aktin antikorları kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Yapılan deney sonucunda CNP-22 antikoru ile 50 ng miktarında 

band görünmüĢtür. Lizatta CNP bandı görünmezken, aktin bandı görüldü.  

 

Resim 5. Anti CNP antikoru ile Western Blot Sonucu  

 

 

Resim 6. Anti Aktin antikoru ile Western Blot sonucu 

 

 

 

 

 

CNP-22, 2.2 kDa 

     10   25   50   100 ng   lizat 

       42 kDa 
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6.4. Real Time PCR (Gerçek Zamanlı PZR) ile C Tip Natriüretik Peptit 

Ekspresyonunun mRNA Düzeyinde Analizi 

 

Elde edilen total RNA miktarları Nanodrop™ cihazıyla ve RIN numaraları ise; 

Bioanalyzer 2100 cihazıyla ölçüldü ve sonuçları tablo 6‟da görülmektedir. Gerçek 

zamalı PZR sonuçları 2
-deltadelta Ct 

yöntemiyle gen ekspresyonu sonuçları elde edildi.  

 

 

Resim 7. Bioanalyzer 2100 ile RNA kalitesinin analizi sonucu  

 

     

A      B 

Resim 8. Gerçek zamanl PZR sonuçları. A: CNP sonuçları; B: GAPDH sonuçları 

28S ribozomal RNA 

 

 

18S ribozomal RNA 
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Deney Grupları RNA C. (ng/ul) RIN 

K1 12/07/08 195 9.2 

K5 12/07/08 314 9.5 

K6 12/07/08 167 9.2 

Ox1 12/07/08 203 9.5 

Ox5 12/07/08 228 8.6 

Ox6 12/07/08 187 9.5 

E(2) 1 12/07/08 230 8.8 

E(2) 5 12/07/08 59 9.0 

E(2) 6 12/07/08 238 9.8 

P(4) 1 12/07/08 239 8.9 

P(4) 5 12/07/08 228 9.7 

P(4) 6 12/07//08 94 9.6 

Ox + E(2) 1 12/07/08 191 6.6 

Ox + E(2) 5 12/07/08 294 9.7 

Ox + E(2) 6 12/07/08 322 6.7 

E(2) + Prg 1 12/07/08 117 9.7 

E(2) + Prg 5 12/07/08 383 7.8 

E(2) + Prg 6 12/07/08 397 8.9 

P(4) + Ox 1 12/07/08 335 9.2 

P(4) + Ox 5 12/07/08 446 9.2 

P(4) + Ox 6 12/07/08 502 10.0 

E(2) + P(4) + Ox 1 12/07/08 143 9.8 

E(2) + P(4) + Ox 5 12/07/08 309 10.0 

E(2) + P(4) + Ox 6 12/07/08 415 9.8 

 

Tablo 6. Total RNA konsantrasyonu ve RIN değerleri, K:Kontrol, (E2): Östrojen, Ox: Oksitosin, P(4): 

Progesteron 

 

Elde edilen bu total RNA‟lar cDNA‟ya çevrilip, Gerçek Zamanlı PZR (Real Time 

PCR) tekniği ile mRNA düzeyindeki ekspresyonlar ölçüldü. Bu deneyler triplike 

olarak büyütülen hücre büyütme kaplarından alınan hücrelerden elde edilen total 

RNA‟lar ile elde edilen cDNA‟lar duplike olarak çalıĢıldı. 
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ġekil 10. CNP geninin Gerçek Zamanlı PZR sonuçları 

 

6.5. ELISA ile HUVEC’lerden Sekrete Olan C Tip Natriüretik Peptit 

Miktarının Ölçülmesi 

 

ELISA kiti üçe bölünerek çalıĢmaya alındı. Ġlk çalıĢmada düzgün bir standart grafik 

elde edildi ve yapılan denemelerde östrojen ile 2 pmol/L, diğer hormonların 

kombinasyonlarında ise 0.5 pmol/L konsantrasyonlarında CNP peptidi tespit edildi. 

Fakat, kitin tamamı anlaĢılamayan teknik sorunlar nedeniyle çalıĢmadığından, 

düzgün bir veri elde edilememiĢtir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 11. CNP ELISA kiti standart grafiği 
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7. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalarla CNP‟nin, kan damarında bulunan düz kas 

hücrelerinde hiperpolarizasyon yaparak veya reseptörü aracılığıyla vazodilatasyona 

neden olduğu görülmüĢtür. CNP‟nin, ayrıca trombosit agregasyonunu engelleyerek, 

NO salınımını arttırarak, adezyon moleküllerinin ekspresyonunu baskılayarak 

enflamasyonda durdurucu etkisi bulunmaktadır (Qian et al 2002). Bu etkileriyle 

CNP, endotel kaynaklı anti aterosklerotik bir hormon olarak önem kazanmaktadır. 

 

Bu araĢtırmada, Western blot yöntemiyle,  östojen, progesteron ve oksitosin gibi 

hormonların endotel hücre kültürlerinde, CNP‟nin protein düzeyinde ekspresyonu 

üzerindeki etkileri araĢtırılmak istenmiĢtir. Western blot deneylerinde, Bachem 

marka CNP peptiti için en düĢük tayin edilebilir düzey 50 ng olarak tespit edilmiĢtir. 

AraĢtırmamızda 40 g total potein içeren hücre lizatlarında yapılan Western blot 

çalıĢmasında CNP bandları gözlenememiĢtir. Bunun nedeni CNP miktarının 40 g 

hücre total lizatında 50 ng altında bulunması veya sentezlendiğinde depo edilmeden 

derhal salınması olabilir.  

 

Endotel kültür ortamlarında ELISA yöntemi ile CNP düzeyleri ölçülmeye çalıĢılmıĢ 

nedeni anlaĢılamayan teknik sorunlar nedeniyle sonuç alınamamıĢtır. 

 

AraĢtırmamızda, endotel hücrelerinde CNP ekspresyonundaki değiĢiklikler, gerçek 

zamanlı PZR tekniği kullanılarak ölçülebilmiĢtir.  Östrojen ve progesteronla inkübe 

edilen HUVEC‟lerde CNP ekspresyonunda artıĢlar tespit edilmiĢtir. Ancak oksitosin 

ile inkübasyon sonunda anlamlı bir değiĢiklik gözlenmemiĢtir. Endotel hücre 

kültürlerinde, CNP transkriptlerinin kopya sayısı çok az olduğu için, standart sapma 

değerlerimiz yüksek bulunmuĢtur. Peltonen ve arkadaĢları, CNP‟nin 2007 yılında 

aort kapaklarında mRNA ekspresyonunu inceledikleri çalıĢmalarında standart sapma 

değerlerini yüksek bulmuĢlardır. AraĢtırmamız, gerçek zamanlı PZR tekniği 

kullanılarak CNP ekspresyonu düzeylerinin endotel hücrelerinde ölçüldüğü ilk 

çalıĢmadır. Ayrıca östrojen, progesteron ve oksitosin gibi hormonların CNP sentezi 

üzerindeki etkilerini araĢtıran ilk çalıĢmadır.  
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HUVEC kültürlerine uygulanan hormonlar içerisinden östrojenin CNP 

ekspresyonunu arttırıcı etkisi, progesterona göre yüksek bulunmuĢtur. Daha önce fare 

uterusunda yapılan bir araĢtırmada, östrojenin CNP ekspresyonunun arttırdığı 

gösterilmiĢtir. Östroza girmeyen farelerde ise, CNP transkriptleri uterusta 

bulunamamıĢtır (Acuff et al 1997). Östrojenin natriüretik peptitler üzerine etkisinin 

gösteren bir baĢka çalıĢmada, postmenapoz dönemde, östrojen replasman tedavi 

uygulanan kadınlarda NT-proBNP seviyesinin yükseldiği görülmüĢtür. Ancak, CNP 

üzerindeki etkileri incelenmemiĢtir. (Karjalainen et al 2004).  

 

Östrojenin, in vivo ve in vitro olarak NO‟yu arttırdığı bilinmektedir. Östrojenin 

damar sağlığı üzerinde etkilerini NO üzerinden yaptığı düĢünülmekteyken, bu 

araĢtırmamızla östrojenin CNP‟yi arttırıyor olması, östrojenin NO‟den baĢka, CNP 

aracılığı ile de damar sağlığı üzerinde etkili olabileceğini göstermektedir  

(Goligorsky 2000). 

 

Progesteron, yaptığımız bu çalıĢmada CNP ekspresyonunu arttırmıĢtır fakat östrojene 

göre etkisi daha azdır. Progesteronun, koyun endometrium kesitlerinde yapılan 

deneylerde vazokonstriktör olarak bilinen prostaglandin 2α‟nın salınımının azaltması 

(Bishop and Stormshak 2006), sıçan aorta kesitlerinde NO seviyesini arttırması 

(Cutini, Sellés, Massheimer 2009) ve sığır aortik endotel hücrelerinde ET-1 

salınımını azaltması (Morey, Razandi, Pedram, Prins and Levin 1998) bu hormonun, 

damar üzerinde vazodilatör etkisi olduğunu göstermektedir. Progesteronla inkübe 

edilen Chinese Hamster Ovary (CHO) hücrelerinde NO artması, bu hücrelerde 

meydana gelen [Ca
2+

]i artıĢının NO salgılattığına dair bir kanıt olarak sunulmuĢtur 

(Ashley, Clay, Farmerie, Niswender and Nett 2006). Progesteron, hamilelikte uterus 

kaslarının kasılmasını durdurarak erken doğumu engellemekte ve hamileliğin sağlıklı 

olarak devam etmesine yardımcı olmaktadır. Progesteron, oksitosinin reseptörüne 

bağlanmasını engelleyerek gebelik boyunca uterus kasılmasını durdurmakta, gebelik 

süresinin sonunda progesteron seviyesinin düĢmesiyle doğum baĢlamaktadır. 

Progesteron, bu yolla da kaslar üzerinde bir gevĢeme etkisi yapmaktadır  (Omar, 

Ramirez, Tracy, Glover and Gibson1998). Bizim çalıĢmamızda, progesteronun 
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CNP‟yi arttırması, bu hormonun vazodilatif etkisine CNP‟nin de katkıda 

bulunabileceğini göstermiĢtir.  

 

Oksitosin damarlardaki sıvı artıĢına bağlı olarak ve hipotolamustan salınarak kalpten 

ANP üretimi arttıran, natriüretik etki yapan bir nörohipofiz peptitdir. Oksitosinin 

ANP salınımından sorumlu olduğu, oksitosin verilen perfüze sıçan kalplerinde 

gösterilmiĢtir. Bu deneyde, oksitosin reseptörü antagonistleri kullanılığında ANP 

salınımınında azalma görülmesi, kalp içi bir oksitosin sisteminin olduğunu 

göstermiĢtir (Costa-e-Sousa et al 2005). ANP ve BNP‟nin de natriüretik ve diüretik 

etkilerle kan hacmini azaltarak tansiyon üzerinde olumlu etkileri vardır. Sığır aort 

hücre kültüründe yapılan çalıĢmada, ANP ve BNP‟nin CNP ekspreyonunu 400 kata 

kadar arttırdığı görülmüĢtür (Nazarino et al 1995). Oksitosinin, endotel hücrelerinde 

ANP ve BNP üretimini arttırıp arttırmadığı bilinmemektedir. Dolayısıyla bu 

hormonların da endotelyumda CNP ekspresyonu üzerinde etkilerinin olup olmadığı 

veya oksitosinin direk olarak CNP ekspresyonu üzerindeki etkileri bilinmemektedir. 

Bu tez çalıĢmasında oksitosinin, HUVEC kültüründe CNP ekspresyonu üzerinde 

etkisi araĢtırılmıĢtır. Kısıtlı sayıdaki deneyler sonunda, oksitosinin CNP 

ekspresyonunu önemli ölçüde artırmadığı görülmüĢtür. Fakat, yapılan bu kültürlerde 

eĢzamanlı olarak ANP ve BNP miktarlarına bakılmadığı için oksitosinin ANP ve 

BNP üzerindeki etkileri de bu çalıĢmada incelenmemiĢtir.    

 

Literatürde, CNP‟nin ekspresyonunun, LPS, TNF-α, IL-1 gibi enflamatuvar ajanlar 

ve iskemi, shear stres gibi patolojiler tarafından arttığı gösterilmiĢtir. Ayrıca, aynı 

natriüretik peptit aile üyesi olan ANP ve BNP‟de CNP ekspresyonunu endotelde 

artırdığı bildirilmiĢtir. Yaptığımız bu araĢtırmayla, oksitosinin ANP aracılı olarak 

beklenen CNP ekspresyonunu artırması gözlenmemiĢtir. Ancak östrojen ve 

progesteronun CNP ekspresyonu üzerinde arttırıcı etkisi olduğunu gösterilmiĢtir.   

 

Bu tez araĢtırmasında, östrojen, progesteron ve östrojen tek tek verilmesinin yanında 

kombinasyonlar halinde de verilmiĢtir. Bulgularımız hormon kombinasyonlarının tek 

baĢına hormonlara göre CNP ekspresyonunu daha az etkilediğini göstermektedir. 

Yani sinerjik bir etki gözlenmemiĢtir.  Örneğin, oksitosin östrojen ile beraber 
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verildiğinde tek baĢına östrojene göre daha az CNP ekspresyonu artıĢı gözlenmiĢtir. 

Aynı Ģekilde oksitosinin varlığı progesteronun tek baĢına uyardığı CNP artıĢını 

baskılamıĢ görunmektedir. Literatürde gerek östrojenin oksitosin etkilerini, gerekse 

oksitosinin östrojen  etkileri modüle ettiğine dair bulgular bulunmaktadır.  Benzer 

sekilde progesteron ve oksitosin arasındada etkileĢimlerin bulunduğuna dair bulgular 

vardır. Ama henüz bu etkileĢimler net olarak anlaĢılmıĢ değildir.  

 

Östrojen, oksitosin siteminin en önemli uyaranıdır. Ovaryumu alınan farelerde 

oksitosin reseptörünün seviyesinin uterusta düĢtüğü ve östrojen takviyesi ile 

oksitosin reseptörünün seviyesinin yükseldiği görülmüĢtür (Ivell, Walther 1999). Bu 

deney östrojenin oksitosin sistemi üzerinde bir modülatör olduğunu göstermektedir. 

Endotel hücrelerine oksitosin verildiğinde, NO ürettiği ve damarlarda gevĢeme 

meydana getirmektedir (Thibonnier et al 1999). Östrojende, oksitosin sistemi 

tarafından üretilen NO miktarını arttırabilir ve oksitosinin vazodilatif etkisine katkıda 

bulunabilir.     

 

Östrojen verilerek yapılan in vivo damarlarda oksitosin ve oksitosin resptörünün 

ekspresyonunda artıĢlar kaydedilmiĢtir (Gutkowska et al 2000).  

MCF-7 hücrelerinde, oksitosin verildiğinde östrojenin mitozu uyarıcı etkisini 

durdurduğu ve reseptörlerinin sayısını azalttığı gösterilmiĢtir (Yamamoto, Carter and 

Cushing 2006).    

 

 Progesteronun da oksitosin sistemini uyardığı, sığır granulaza hücre kültüründe 

yapılan çalıĢmayla anlaĢılmıĢtır. Progesteron verilen bu hücrelerde oksitosin 

salınımının arttığı tespit edilmiĢtir (Voss and Fortune 1993). Buna mukabil 

progesteronun oksitosinin etkilerini reseptörüne bağlanmasını engelliyerek 

baskıladığına dair de bulgular bulunmaktadır. 

 

Bizim sonuçlarımızda bu hormonların birbirini etkilediğini ispatlamaktadır. 

Oksitosinin, östrojen ve progesteronun CNP ekspresyonu üzerindeki uyarıcı etkisini 

baskıladığını göstermektedir. Ancak bu etkileĢmenin mekanizmasının aydınlatılması 

için daha çok deneylere gerek vardır. Literatürde bulunan kısıtlı sayıdaki 
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araĢtırmalarla bu konuda yorum yapmak mümkün değildir. Bu konunun 

aydınlatılması ve CNP sentezinin ve salgılanmasının mekanizmasının anlaĢılması 

damar sağlığı açısından çok önem taĢımaktadır.  
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