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1. KISALTMALAR

ANP: Atrial natritiretik peptit
APS: Amonyum persiilfat
BCA: Biginkonik asit

BSA: Sigir serum albumini (bovine serum albumin)

BH,: Tetrahydrabiopterin

[Ca?*];: Hiicre ici serbest kalsiyum konsantrasyonu

cDNA: Komplementer DNA

CAMP: Siklik adenozin monofosfat
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CNP: C tip natritiretik peptit

DAB: Diaminobenzidin

DCC: Dekstran kapli karbon
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EDHF: Endotel kaynakli hiperpolarize faktor
EDTA: Etilendiamintetraasetik asit

eNOS: Endotel nitrik oksit sentaz
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FMN: Flavin mononiikleotid

FBS: Fetal sigir serumu

GPCR: G Protein ile eslesen protein

HCI: Hidroklorik asit

HDL: Yiiksek dansiteli lipoprotein

HUVEC: Gobek kordonu vendz endotel hiicreleri
iNOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
LDL: Diisiik dansiteli lipoprotein

NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
nNOS: Noral nitrik oksit sentaz

NO: Nitrik oksit

NOA: Nitrik oksit analizorii

NOS: Nitrik oksit sentaz

viii



NPR-A: Natriiiretik Peptit Reseptor—A
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NPR-C: Natritiretik Peptit Reseptor—C
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RNA: Riboniikleik asit
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sGC: Coziiniir guanilat siklaz
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1.0ZET

Amac: Natritiretik peptitler, atrial natritiretik peptit (ANP), B-tip natriiiretik peptit
(BNP), ve C-tip natriiiretik peptit (CNP) kalp damar sisteminde 6nemli rolleri olan
hormonlardir. CNP baglica endotelyumdan salinan ve vazodilator etki gostererek
damar sagligmma Onemli katkilar1 olan antiaterosklerotik bir peptitdir. ANP ve
BNP’nin, CNP ekspresyonunu arttirdigi sigir aort endotel hiicrelerinde in vitro olarak
gosterilmistir. Oksitosin ANP’nin salgilanmasini arttirarak kalp-damar sisteminde
etki gosteren bir hormondur. Ostrojen ve progesteron ise OKsitosin ve oksitosin
reseptoriiniin  ekspresyonunun kontroliinde 6nemli steroid hormonlardir. Bu
calismada amacg oksitosin, Ostrojen ve progesteronun endotel hiicrelerinde CNP
ekspresyonu tizerindeki etkilerini incelemektir.

Yéntem: Insan umbilikal ven endotel hiicre kiiltiirleri (HUVEC) oksitosin, dstrojen
ve progesteronun tek baslarina ve degisik kombinasyonlar halinde 100°’er nM
konsantrasyonda eklenmesiyle 24 saat siireyle ile inkiibe edilmis ve hormonlarin
CNP geninin ekspresyonu iizerindeki etkileri Tagman® problar kullanilarak gercek
zamanlt polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve CNP protein diizeyinde etkisi ise,
Western Blot teknikleri ile aragtirilmistir.

Bulgular: Gergek zamanli PZR deneyleri, progesteron ve dstrojenin, kontrol grubuna
gore CNP ekspresyonunu arttirdigini gostermektedir. Diger hormonlarla beraber
verildiginde oksitosinin, CNP ekspresyonu iizerinde azaltict etkisi oldugu
goriilmiistiir. Western blot teknigi ile hiicre ici CNP diizeyleri belirlenememistir.
Bunun nedeni, CNP’nin hiicre lizatinda deteksiyon limitinin altinda miktarlarda
(<50ng) bulunmasi veya sinyal peptiti oldugu i¢in sentez sonrasi derhal sekrete
edilmesi olabilir.

Sonug¢: Bulgularimiz, oksitosin ve steroid hormonlarin endotel hiicrelerinde CNP
sentezini etkileyebileceklerini ve bu hormonlarin damar iizerindeki etkilerinin

bazilarinin CNP araciligiyla gerceklesebilecegini gdstermektedir.

Anahtar sozciikler: C Tip Natriiliretik Peptit, Gergek Zamanli PZR, Oksitosin,

Ostrojen, Progesteron



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 Tagman® 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



3.GIRIS VE AMAC

Endotelyum, damar limeninde lokalize olmus ¢ok fonksiyonlu tek Kkatli hiicre
katmanidir. Endotelyum, nitrik oksit (NO), prostasiklin (PGl,), natritiretik peptitler
(NP) ve endotel kaynakli hiperpolarize edici faktor (EDHF; endothelium derived
hyperpolarizing factor) gibi damar gevsetici ve endotelin-1 (ET-1) gibi damar kasic1
molekiiller salgilayarak damar toniisiinde, kan basincinin regiilasyonunda ve kalp

damar sagligindaa ¢cok dnemli rol oynamaktadir (Sandow 2007).

Natritiretik peptit ailesinin bir iiyesi olan C Tip Natriiiretik Peptit (CNP), sinir
sisteminde ve Ozellikle endotelyumda sentezlenmektedir (Ry et al 2007, Wu et al
2003). CNP endotelyumdan salinarak diiz kas hiicreleri iizerinde gevseme yapmakta
ve trombositler iizerinde de antiadesiv ve antiagrege edici etki gostermektedir
(Sandow and Tare 2007, Ahluwalia and Hobbs 2005). Ancak son yillarda yapilan
arastirmalar CNP’nin 6nemli bir EDHF olabilecegini goéstermektedir (Barber,
Gaspari, Kairuz, Dusting and Woods 2005). Bu peptitin etkilerinin, endotel
disfonksiyonunu ve enflamasyonu 6nleyici yonde olmast damar sagliginda koruyucu bir

etkisi oldugunu gostermektedir.

CNP’nin salinimi = sitokinler, shear stres, TNF-a, lipopolisakkaritler varliginda
artmaktadir. (Costa-e-Sousa et al 2005, Mukaddam-Daher, Jankowski, Wang,
Menaouar and Gutkowska 2002). ANP ve BNP’nin, CNP sekresyonunu arttiran g¢ok
onemli uyaran oldugu, sigir endotel hiicreleri ile yapilan ¢alismada gosterilmistir
(Nazario, Hu, Pedram, Prins and Levin 1995). ANP’nin sentezinin, bir hipofiz
hormonu olan oksitosin tarafindan arttirildigi bilinmektedir. Dolayisiyla oksitosinin,

ANP aracili olarak CNP ekspresyonunu arttirma olasilig1 bulunmaktadir.

Oksitosin, dogum ve laktasyonda gorevi oldugu bilinen bir nonapeptitdir. Bu
hormonun sentezinin ve reseptorlerinin vaskiiler sistemde de olmasi, bu hormonun
bilinen etkisi olan iireme haricinde de damar iizerine de etkilerinin oldugunu

diistindiirtmektedir (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

Ostrojenler ise, oksitosin sisteminin (oksitosin ve oksitosin reseptdrlerinin) en
onemli diizenleyenlerinden biridir (Fang, Wong and Mitchell 1996). Ostrojenin,
damarlarda vazodilatasyona neden olmasi, diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu
inhibe etmesi, yaralanma sonrasi endotelyumun tekrar yapilanmasini saglanmasi,
apoptozu engellemesi, 16kosit adezyonunu inhibe etmesi gibi pek ¢ok olumlu etkileri
bulunmaktadir. Ostrojen, damar saghg: iizerindeki bu etkilerinden ¢ogunu nitrik oksit

aracili ger¢eklestirmektedir (Kim and Bender 2005).

Progesteron, Ostrojene gore damar etkileri ¢ok daha az bilinen bir hormondur.
Progesteronun tek basina vazokonstriksiyon, fakat Ostrojenle birlikte vazodilatasyon
yaptig1r bilinmektedir. Progesteronun fizyolojik konsantrasyonlar1 oksitosin
reseptoriinun sinyalini ve dolayisiyla oksitosin sistemini inhibe etmektedir (Edwards
2005).

Bu tez calismasinda amacimiz, oksitosin, Ostrojen ve progesteronun, endotel
hiicrelerinde CNP ekspresyonu iizerinde etkilerinin arastiriimasidir. Ostrojen ve
progesteronun ve de oksitosinin damar sistemindeki etkilerinde CNP’nin muhtemel
katkilarin1 belirlemektir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1.Endotelyum

Endotelyum tanimi 1856 yilinda yapilirken sadece pasif bir bariyer oldugu
distintilmustiir. Endotelyumun son derece aktif bir hiicre tabakasi, hatta bir organ
oldugu, son kirk yilda yapilan yogun arastirmalarla anlagilmistir (Mas 20009,
Vanhoutte, Shimokawa, Tang and Feletou 2009). Endotelyum, kan ve lenf
damarlarinin cidarinda tek katli bir sekilde bulunan hiicreler toplulugudur.
Endotelyum, salgiladigi pek ¢ok molekiiller ile trombozu, fibrinolizi, vaskiiler tontisii
ve kan akimini diizenlemekte ve ¢evresindeki diger hiicrelerle haberleserek saglikli
bir damarin devamliligini saglamaya calismaktadir (Sprague and Khalil 2009).
Ateroskleroz, hipertansiyon, sepsis ve enflamatuvar hastaliklarda endotelyumdan
salgilanan bu molekiillerin salgilanmasinda bozukluklara rastlanmaktadir (Valbuena
and Walker 2006).

Antitrombotik faktorler

Matriks drdnleri prostasikin Prokoaglilant faktérier
fibronekiin rombormoduin von Willabrand faktor
lamenin kollzjen akombin tromboksan A2
proteoglikaniar plazminojen aktivator fromboplastin

proteazlar hepann fakese V

\ T lrombosit aidivator faktor

/ plazminojen aktivator inhibitory

Blytme faktorleri
Lipid metabolizmasi - insithin banzen buyame faktor
LDL-resepton - = transforming blyome faktora

Ipopretein lipaz kolons sumale edici fakaor

Vazodilatsr faktsr) Vazokonstriktor faktorler
Enflamatuvar aracilar azodilator faktorier : g
intertokin 1. 6, 8 Axik it anjiyotensin ¢evinici enzim
Wkotnen romboksan A2
MHC prostasildin

= lokotnen

serbest radikaller
endotein

Sekil 1. Endotelyumdan salman molekiiller (Galley and Webster 2004)



Endotelyumun en o6nemli fonksiyonlarindan biri, damar toniisiini salgiladigi
vazoaktif maddelerle diizenlemektir (Coats, Johnston, MacDonald, McMurray,
Hillier 2001). Endotelyum, nitrik oksit (NO), prostasiklin (PGl;), EDHF gibi
vazodilatorler ayn1 zamanda ET-1, anjiyotensin ¢evirici enzim (ACE), tromboksan

A2, 16kotrienler gibi vazokonstriktif molekiiller salgilamaktadir (Sekil 1).

Endotel kaynakli vazoaktif maddelerden NO bilinen en potent vazodilatordiir.
Eksikligi damar sagliginin bozulmasina neden olur. NO, endotelden salinarak diiz
kas hiicrelerinde bulunan ¢6ziinebilen guanilat siklaz1 (sGC) aktive eder ve siklik
GMP (cGMP) olusturarak diiz kaslarda gevseme meydana gelir (Alderton et al
2001).

Prostasiklin, enflamatuvar ajanlara cevap olarak, arasidonik asitin siklooksijenaz
enzimi ile reaksiyonu sonucunda meydana gelen, damar gevsemesinde rolii olan bir

molekiildiir (Radomski, Palmer, Moncada 1987).

Vazokonstriktif maddelerin basinda gelen ET-1, diiz kas hiicreleri {lizerinde kasict
etkisiyle, NO ve prostasikline karsi bir rol oynamaktadir (Lavallee, Takamura,
Parent, Thorin 2001).

Ancak, kan damarlarinin ¢ogunda NO ve prostasiklin sentezi baskilandiginda,
damarlarda gevsemenin devam ettigi gortilmistiir. Bu gevsemenin, endotel kaynakl
bir madde veya elektriksel bir sinyal tarafindan damarlardaki diiz kas hiicrelerini
etkilemesi sonucunda meydana geldigi anlasilmistir. Bu madde veya elektriksel
sinyal i¢cin endotel kaynakli hiperpolarize edici faktér (EDHF) kavrami ortaya
atilmistir. EDHF yapist tam olarak anlagilmamis olsa da, eikosatrienoik asit,
potasyum iyonlari, HO,, CNP ve endokannabinoid en gii¢lii EDHF adaylaridir (Mas
2009).

Yapilan pek ¢ok calismayla CNP’nin, NO ve PGl,’den bagimsiz olarak diiz kas
hiicrelerinde hiperpolarizasyon etkisi gerceklestirerek damarlarda gevseme yaptigi

goriilmistiir. Kobaylardan alinan arterlerde yapilan ¢alismada endotel kaynaklt CNP



salimi ile diiz kas hiicrelerinde hiperpolarizasyon meydana geldigi goriilmiistiir

(Fe’le’tou and Vanhoutte 2006).

Endotel hiicreleri bir uyaran sonucunda, hiicre i¢i iyonlarndaki degismelere bagl
olarak bazi maddeler veya elektriksel bir sinyal iireterek diiz kas hiicrelerinde
hiperpolarizasyon meydana getirir. Hiperpolarizasyon etkisi, K* kanallarinin
blokasyonu ile azaldigindan, bu kanallarin hiperpolarizasyonda ¢ok onemli gorevi

oldugu anlasilmistir (Luksha, Agewall and Kublickiene 2009).

4.2.C-Tip Natriiiretik Peptit
4.2.1. Natriiiretik Peptit Ailesi ve Reseptorleri

Natriiiretik peptit ailesi, atrial natriiiretik peptit (ANP), B tip (veya brain) natriiiretik
peptit (BNP), C tip natriiiretik peptit, dendrosis natriiiretik peptit (DNP) ve tirodilatin
olmak tizere bes liyeden olugmaktadir. ANP ve BNP’nin bilinen en 6nemli etkisi
natritirez ve dilirezdir. Ayrica biitin natriiiretik peptitler, kardiyomiyositlerin ve
vaskiiler sistemdeki diiz kaslarin biiylimelerini diizenlerler. Natriiiretik peptitlerin,
ekstraseliiler matriks birikmesini engelleyerek ateroskleroza karsi koruyucu etkiler
gosterdigi bilinmektedir. Bu goriisii destekleyen en dnemli kanit, CNP ekspresyonu
ve NPR-A, NPR-B, NPR-C reseptor ekspresyonu susturulmus farelerde ateroskleroz

gelisiminin artmasidir (Peltonen et al 2007).

ANP ve BNP kardiyomiyositlerde sentezlenmektedir. ANP, sol ve sag atrial basinca
ve hacim artmasina cevap olarak atriumdan salinarak natritlirez ve diiirez etki ile kas
gevsemesini saglar. BNP, sag ve sol ventrikiiler basinca ve hacim artmasia cevap
olarak salinir, kalp biiylimesi ve fibrosisi inhibe etmeye calisir. ANP ve BNP
preprohormon olarak sentezlenip endopeptitazlarla kesilerek aktif sekline doniiserek
sekrete edilen hormonlardir. ANP ve BNP i¢in reseptor, Natriliretik Peptit Reseptor—
A (NPR-A)’dir (Nir 2007, Munagala, Burnett and Redfield 2004).

CNP, basta endotel hiicrelerde olmak iizere, beyinde, kondrositlerde, uterus ve

ovaryumlarda eksprese edilmektedir. Diger natriiiretik peptitlerin natrilirez ve dilirez



etkileri olmasina karsin CNP’nin natriiiretik etkileri bulunmaz ancak damar tizerinde
gevsetici bir rolii bulunur. Yapilan pek ¢ok arastirma, CNP’nin en fazla

endotelyumdan salindigini ortaya koymustur (Sandow and Tare 2007).

CNP, 103 aminoasitlik proCNP olarak sentezlenir. ProCNP, 50-51 ve 81-82.
aminoasitlerinden kesilerek aktif formlar1 olan sirasiyla CNP-53 ve CNP-22 olarak
peptitler meydana gelir. CNP prekiirsor halinin, furin ile kesildikten sonra meydana
gelen NT-proCNP seviyesi serumda ve hiicre kiiltiirii besiyerinde dl¢iilmektedir. NT-
proCNP yar1 6mrii biyolojik olarak aktif olan CNP-22 yar1 6mriinden daha fazladir.
NT-proCNP molekiiler agirligi 8.7 kDA’dur (Pricket, Yandle, Nicholls, Espiner, and
Richards 2001). CNP, Golgide furin ile kesilerek hiicre disina sekrete olur (Sekil 2)
(Wu, Wu, Pan, Morser and Wu, 2003).
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Sekil 2. insan C tip natriiiretik peptitinin furin ile kesilmesi (Wu, Wu, Pan, Morser and Wu, 2003)

4.2.2. C-Tip Natriiiretik Peptitlerin Vaskiiler Etkileri

Kan damarlarinin saglikli olmasi, gevsek olmasina baglidir. CNP’nin vaskiiler diiz
kas hiicreleri lizerinden damarlar {izerinde gevsetici etkisinin olduguna dair giiclii

kanitlar bulunmaktadir.

CNP’nin, damar gevsemesi lzerine iki sekilde etkisi oldugu diisiiniilmektedir.
Birincisi, kendi reseptorii olan partikiil guanilat siklaz (pGC) ile eslesmis Natritiretik
Peptit Reseptor—B (NPR-B) ile etkileserek 3',5'-siklik guanozin monofosfat (cGMP)

meydana getirir. cGMP ise, Ca?*’un hiicre igerisinden uzaklastirilmasini saglayarak



bir gevseme etkisi yapar. ikincisi ise, CNP bir EDHF olarak diiz kas hiicrelerinde
gevseme meydana getirir (Pagel-Langenickel, Buttgereit, Bader and Langenickel
2007).

Hiperpolarizasyon, hiicrenin uyaranlar neticesinde hiicre i¢inde kalsiyum artmasi ile
hiicrenin pozitif yiikklenmesi ve asir1 pozitif yiiklii hale gelen hiicrenin, G protein-
kapili igeri dogru destekleyici K (GIRK) kanallarini agarak hiicre disina potasyum
atmasi, kalsiyum seviyesini de diisiirmesiyle hiicre icinin tekrar negatif hale
gelmesidir (Griffith 2004). Domuzlardan arter alinarak organ banyolarinda inkiibe
edilmis ve CNP verilmistir. CNP’nin diiz kas ve endotel hiicreleri membran
potansiyelinde hiperpolarizasyon etkisi gosterdigi ve damarlar vazodilator etki
gosterdigi izlenmistir (Barton et al 1998). insan, kemirgen, fare gibi pek ¢ok canlida,
CNP infiizyonu sonucunda vazodilatasyon gozlenmistir (Honing, Smits, Morrison,
Burnett and Rabelink 2001).

Vaskiiler diiz kas hiicreleri iizerinde hiperpolarizasyondan bagimsiz olarak CNP’nin,
pGC reseptorii ile etkileserek olusturdugu c¢cGMP aracili diger bir gevseme
mekanizmasi bulunmaktadir. Bu etki ile NO gibi ¢cGMP olusturarak diiz kaslarda
gevseme meydana getirmektedir. NO ile benzer mekanizmayla etki etmesi, NO
biyoyararlaniminin diisiik oldugu endotelyal disfonksiyonunda bir kompensavatuvar

mekanizma olabilecegini diisiindiirmektedir (Kone 2001).

CNP’nin diiz kas tizerinde gevsetici etkisini, resoptoriit NPR-B ile etkilestikten sonra
pGC’1 aktivasyonu sonucunda olusan cGMP meydana getirir. cGMP, “cGMP
tarafindan aktiflenen protein kinaz1” (PKG) aktifler ve asagidaki etkiler ile
diizkaslarda gevseme meydana getirir (Sekil 3). Gevseme etkisi, cesitli
mekanizmalarla hiicre icinde artan Ca?’iin sitoplazmadan uzaklastirilmasi ve
potasyumun hiicredigina atilmasiyla, hiicrenin tekrar negatif yiikli hale gecmesiyle
gerceklesir.
cGMP:

1. PKG, fosfolamban proteinini fosforilleyerek, Ca®*/ATPase pompasini aktive

ederek Ca**’1n hiicre disina atilmasim saglar.


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

2. Sarkoplazmik retikulum iizerinde bulunan Ca®* pompasimi aktive ederek,
Ca’*“un sarkoplazmik retikulum tarafindan alinmasim saglar.

3. Sarkoplazmik retikulumdan Ca*’un hiicre digina atilmasim saglayan IPsR;
reseptOriinii inaktive eder ve hiicre digina Ca*un atilmasini engeller.

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

tizerinde kaymasi engellenir (Potter, Abbey-Hosch and Dickey 2006).

ANP/CNP

ca2t

Ca®*/ATPase NPR-A/NPR-B

SERCA <GMP
c32+

PKGI —>»

1\
IP3R1 ®7
IRAG
C62+
élﬂLCP

Myosin

Sekil 3. cGMP aracili diiz kas gevsemesi (Potter et al 2006)

CNP’nin vazodilator etkisine NO’in de aracilik ettigi disiiniilmektedir. CNP,
temizleyici reseptor olarak bilinen NPR-C ile etkileserek PI3K/Akt yolagini uyararak
eNOS enzimini aktifler ve NO salimimin arttirir (Sekil 4) (Burley, Ferdinandy and
Baxter 2007).

ANP ANP
BNP NO BNP
oNP CNP BK AM  INSULIN
NPR—NBII
v
pGC sGC . &
e
4—NO 4— eNOS «—— PI3-K/Akt
GTP cGMP > PKG T? PTEN
\ |PDEs Rho-kinase
sGMp

distal pathways
of protection

Sekil 4. NPs’lerin reseptorleri araciligryla cGMP olusturmasi ve NO salinimini arttirmasi (Burley et al

2007)

Ayrica, plazmada Ang Il ve ET-1 miktarlar arttifinda CNP’nin de artmasi, CNP’nin

bu iki vazokonstriktor iizerinde bir modiilatdr olabilecegini diisiindiirtmektedir.
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Baska bir calismada da, CNP infiizyonu yapildiginda ACTH, vazopressin ve
aldosteronun kandaki konsantrasyonlarinda azalmalar gézlenmis ve paralel olarak
natritirez ve dilirez meydana gelerek kan basinci dismistir. CNP, degisik etki
yollariyla damar sagligi tizerinde olumlu etkiler meydana getirmektedir (Han and
Hasin 2003).

Bunlara ilaveten, CNP’nin antienflamatuvar etkileri bulunmaktadir. Endotel
hiicrelerindenden salinan CNP, trombosit agregasyonunu ve 16kositlerdeki adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu baskiladigi (Sekil 4) ve IL-1, TNF-a ve LPS gibi
enflamatuvar ajanlar, CNP ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (Scotland,
Ahluwalia and Hobbs 2005, Piechota, Banach, Jacon and Rysz 2007). Kopek
arterleri kiskag ile sikilarak iskemik bir durum olusturulmus ve CNP inflizyonunun
doku hasarini1 6nemli sekilde onledigi goriilmiistiir (Ahluwalia et al, 2005). Biitiin bu

calismalar, CNP’nin anti-aterosklerotik etkisinin olduguna dair kanitlardir.

Blood vessel lumen

421
Platelet(s; <>

Leukocytes

- CEEN

Endothelial cell

HYPERPOLARISATION Smooth muscle cell

Sekil 4. Endotel kaynakli CNP’nin damar koruyucu rolii (Scotland et al 2005).
Sigir aort hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda, ANP ve BNP, CNP’nin ekspresyonu 400

kata kadar arttirmaktadir. BNP’nin, ANP’den daha gii¢lii bir CNP uyaran1 oldugu

goriilmiistiir. (Ry, Passino, Emdin, Giannessi 2006).
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4.3.0ksitosin

4.3.1. OKksitosin ve oksitosin reseptorii

Oksitosin, dokuz peptitden olusan, ana iiretim yeri hipotolamus olan bir hormundur.
Oksitosin ayrica, Kkalp, plasenta, ovaryum, testis, hipofiz bezi, pankreas gibi
dokularda da eksprese olmaktadir. Dogumda ve laktasyonda gorevli oldugu bilinen
bu hormonun, viicuttaki sivi dengesi tizerinde de 6nemli etkilerinin olduguna dair
kanitlar bulunmaktadir. Bu hormonun reseptorii, GPCR ailesine baghdir ve viicutta

endotel hiicreleri dahil pek ¢ok yerde bulunmaktadir (Gimpl and Fahrenholz 2001).

Oksitosinin, damarlar tizerinde 6nemli etkilerinin oldugu, damarlardaki kan hacminin
artisina cevap olarak salgilanan oksitosinin, kalpteki reseptorleri araciligiyla ANP ile
BNP salinimini uyararak natriiiretik, ditiretik etkiler yaptig1 bilinmektedir (Burbach,
Young and Russel 2006, Gutkowska, Jankowski, Mukaddam-Daher and McCann
2000).

Ekstraselliiler sivi artiglarinin, oksitosin salgilanmasina ve oksitosinin ise kalpten
ANP salgilanmasina neden oldugu bilinmektedir. Oksitosinin ana iiretim yeri olan
norohipofizin ¢ikarilmasi ile yapilan deneylerde, sivi artisgina ragmen ANP
salgilanmasmin engellemesi, oksitosinin ANP salgilanmasinda rolii oldugunu

kanitlamaktadir (Baek et al 1996).

4.3.2. Oksitosinin Damar Sistemi Uzerine Etkileri

Oksitosin, kalpten ANP salinimini arttirarak natriiiretik ve ditiretik etki yapmaktadir.
Bu etkiler ile kan hacmi azalmakta ve dolayisiyla damar basinci azalmaktadir.
Farelere oksitosin infiizyonunun izole kalplerin oksitosin ile perfiizyonunun ANP
miktarmi arttirdigr goriilmiistiir. Oksitosinin, ANP aracili damar sagligi iizerinde
olumlu etkileri bulunmaktadir. Oksitosinin ayn1 zamanda HUVEC Kkiiltiirlerinde NO

salinimini uyardigi da bilinmektedir (Pournajafi-Nazarloo et al 2007).
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Oksitosin, etkisini GPCR ailesine bagli reseptorii etkisi ile gergeklestirir (Pournajafi-
Nazarloo et al 2007). Oksitosin, Gq11 Ve Gis proteinleri ile eslesmis olan reseptoriine
baglandiktan sonra fosfolipaz C (PLC) aktive olur ve fosfoinozitidi, IP3’¢ hidroliz
eder. 1Pz ise, Ca®"un hiicre ici depolardan ve hiicre disindan alinmasinmi saglar. OT
aym zamanda L-tip kanallardan da Ca®" girisini saglayarak hiicre ici serbest Ca
diizeylerini arttirir ve Ca, CaM’i aktifler. Uterusta ve meme diiz kas hiicreleri
tizerinde, CaM aktive oldugunda, miyozin hafif zincir kinaz1 fosforilleyerek aktin-
miyozin etkilesimini gerceklestirir ve sonucunda da kas kasilmasi meydana gelir
(Burbach, Young. and Russell 2006). Ayrica hiicre i¢i artan Ca?*, hiicrenin ekzositoz
yapmasini saglayarak kalpten ANP, endotel hiicrelerinden NO gibi molekiillerin
sekresyonunu saglar. Oksitosin, ANP ve NO aracili olarak damarlar iizerinde

gevseme etkisi meydana getirir (Nazarloo et al 2007).

4.4.0strojen

4.4.1. Ostrojenler ve dstrojen reseptorleri

Ostrojen, baslica ovaryumda sentezlenen steroid yapili bir hormondur. Kadilarda
tireme sistemi iizerinde 6nemli etkilere sahiptir. Erkekte de ¢ok az iiretilerek sperm
olgunlagsmasinda goérevleri bulunmaktadir (Hess, Bunick, Lee, Bahr, Taylor, Korach
and Lubahn 1997). Ostrojenin a ve B olmak iizere iki reseptorii (ER) bulunmaktadir
(Koledova and Khalil 2007). ER o’nin tiremede, ER P’nin ise kardiyovaskiiler
sistemde daha etkili oldugu bilinmektedir. Ayrica hiicre membraninda bulunan bir
ticlincii reseptorii aracilifiyla da eNOS enziminin aktivitesini arttirdigi bilinemktedir

(Orshal and Khalil 2004).

Ostrojenin, vaskiiler toniis ve lipid metabolizmas: iizerindeki olumlu etkileriyle,
kardiyovaskiiler sistemde koruyucu etkisi bulunmaktadir (Prossnitz, Arterburn,
Smith, Oprea, Sklar, and Hathaway, 2008). Kanda, diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) seviyesini digiirdigii, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) seviyesini
yiikselttigi pek cok calismayla gosterilmistir (Mattiasson, Rendell, Tornquist,
Jeppsson and Hulthén 2002).
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Ostrojen, dolasgimdaki lipoproteinlerin oksidasyonunu engelleyerek, aterosklerotik
lezyonun kii¢iilmesini saglayarak, homosistein miktarin1 normal seviyelere indirerek,
kollajen birikmesini  Onleyerek kardiovaskiiler sistemde olumlu etkilerini
gergeklestirmektedir (Koledova and Khalil 2007).

4.4.2. Ostrojenin damar sistemi iizerine etkileri

Ostrojen, endotel hiicrelerinde NO miktarini arttirarak vazodilatasyon gerceklestiren
bir hormondur (Baker et al 2003). Ostrojen endotel hiicrelerinde eNOS enziminin
ekspresyonunu ve aktivitesini arttirmaktadir. Ostrojen, endotel hiicrelerinde,
endoplazmik retikulumdan Ca?* salinmasini saglar, MAPK/Akt yolagiyla eNOS
aktivitesini arttirir ve niikleer reseptorii ile eNOS ekspresyonu meydana getirir.
Olusan NO, VSMC iizerinde etkisini gostererek vazodilatasyon meydana getirir.
Ostrojen, endotel hiicrelerinde siklooksijenaz enziminin aktivitesini arttirarak
prostasiklinleri meydana getirir. Prostasiklinler, VSMC iizerinde bulunan
reseptorleriyle PKC, MAPK inhibisyonu yapar ve VSMC kasilmasint durdurur
(Sekil 6) (Koledevo et al 2007).

Ostrojen, oksitosin ve reseptoriiniin ekspresyonunu arttirarak, oksitosin sistemini
uyarmaktadir. Ostrojen, oksitosin sistemini aktive ederek ANP miktarmi
arttirmaktadir ve dolayisiyla natrilirez ve diiirez yaparak, damar saglii lizerinde
olumlu etkileri bulunmaktadir (Wang et al 2003, Bold 1999). Ovarioktemize farelerle
yapilan c¢alismada Ostradiol verildiginde, kalp dokusunda CNP’nin, mRNA ve
protein diizeyindeki artiglart kaydedilmistir (Acuff, Huang and Steinhelper 1997).
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Sekil 6. Ostrojenin endotel ve diiz kas hiicreleri iizerine etkisi (Orshal et al 2004).
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Ostrojenin enflamasyonda bilinen etkilerini, o6zellikle sitokinlerin, adezyon
molekiillerinin, C- reaktif proteinin, TNF-o ve ET-1 plazma konsantrasyon
seviyelerini diistirerek meydana getirir. Ayrica tromboksan, endotelin-1 gibi damar
kasici molekiillerin postmenapoz donemde arttiginin goriilmesi, Gstrojenin damar
acisindan olumsuz olan bu molekiillerin seviyesini diislirdiigli ve prostasiklin
seviyesini arttirdigini diisindiirtmektedir. Bu goriisii, bu molekiillerin seviyelerinin
postmenoposal donemdeki kadinlarla ayni yasdaki erkeklerin ayni olmasi da

desteklemektedir (Koh 2002).

4.5.Progesteron

4.5.1. Progesteron ve reseptorleri

Progesteron steroid yapili bir hormondur ve hamilelik boyunca sentezi artmakta olup
dogumun baglamasinda once diismektedir. Progesteronun hiicreler iizerinde A ve B
olmak iizere iki tane reseptorii vardir ve ilireme sisteminde, VSMC’de, endotel

hiicrelerinde bulunmaktadir (Edwards 2005).
4.5.2. Progesteronun damar sistemi iizerindeki etkileri

Progesteronun damarlar iizerinde etkisi genel olarak gevsetici kabul edilmektedir.
Progesteron, damar segmentleri ile yapilan ¢alismalarda ilk 5 saniyede [Cal;
miktarini arttirsa da 15 saniye sonra normal seviyesine getirdigi goriilmektedir
(Bishop and Stormshak 2007). Damarlar iizerindeki gevsetici etkisini Ca®*’m hiicre
icine alinmasin1 engelleyerek veya [Ca]; konsantrasyonunu azaltarak yaptig
diisiiniilmektedir. Ostrojenden daha az damar gevsetici etkisi bulunmaktadir
(Koledova et al 2007). Progesteron, VSMC ve endotel hiicrelerinin migrasyonunu ve
proliferasyonunu engellemektedir (Va" zquez, Manzaneque, Lydon, Edwardsi,
O’Malley, and Arispe 1999). Progesteronun, damar sagligi acisindan son derece
onemli olan eNOS enziminin de ekspresyonunu arttirdigi ve artan NO’nun da

damarlar lizerinde gevsetici bir etki yaptig1 bilinmektedir (Koledova et al 2007).
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Progesteron, LDL seviyesini diisiirlip, HDL seviyesini arttirarak anti-aterosklerotik

etki gostermektedir. Anjiyotensin II tip I reseptoriin ekspresyonunu arttirarak

vazokonstriksiyonu arttirmaktadir (Koledova et al 2007).

Progesteron oOstradiol ile beraber ovarioktimize farelere uygulandiginda oksitosin

miktarimi arttirdigi goriilmiistiir (Fanf et al 1996).

Ancak, progesteron, OT nin OTR’ye baglanmasini inhibe ettigine dair bulgular

vardir (Grazzini, Guillon, Mouillac and Zingg 1998). Progesteron, hiicre iginde

kolesterol sentezini inhibe ederek ve hiicre i¢cinde tasinmasini engelleyerek OTR ve

OT etkilesimini etkiler (Sekil 7).

Sekil 7.
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Progesteronun OTR iizerine etkisi (Gimpl, Wiegand, Burger and Fahrenholz 2002).
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5.GEREC VE YONTEMLER

5.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Malzemelerin Temizlik Islemleri

Siseler: Hiicre kiiltiiriinde vidali kapakli, otoklava dayanikli Pyrex camdan yapilmis
sigeler kullanildi. Siselerin temizliginde, hiicrelerin biiyiimeleri iizerine olumsuz
etkileri olabilecegi nedeniyle deterjan kullanilmadi, distile su ile 3 kez calkalanarak,

gozle de herhangi bir maddenin kalmadigina dikkat edilerek kurumalari saglandi.

Cam Pipetler: Cam pipetler, kullanilmalarindan hemen sonra kurumadan % 10
olarak seyreltilmis ticari ¢amasir suyuna alindi. Arkasindan potasyum kromik asit
¢oOzeltisinde en az 2 saat bekletilerek kalan partikiillerden temizlendi. Bu pipetler
biiylikce bir kaba alinarak 5 defa distile su ile durulandi ve kurumalarindan sonra
agiz kisimlan filtre gorevi gérmesi i¢in pamuk ile tikandi. Kapali metal kaplarda

otoklavda sterilize edildi.

Potasyum Bikromat Cozeltisi: 100 g potasyum bikromat istya dayanikli bir
balonjojede tizerine yaklasik 50 ml distile su ile ¢oziildi, lizerine 950 ml siilfirik asit

eklendi ve kullanild.

Filtre Sistemi: Plastik malzemelerden olusan filtre sistemi distile su ile yikandi ve
kurutuldu. Fitre sistemine Millipore marka 0,22 um porlara sahip PVDF filtre kagidi
(Millipore, Durapore membrane filters, 0,22 um, #GVWP04700) konuldu ve
alimunyum folyo ile sarilarak otoklav ile sterilize edildi ve besiyeri siizmek amaciyla

kullanildi.
Kiiltiir Kaplari: Hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda (Greiner BioOne, Avusturya) 100

mm capl tek kullanimlik plastik hiicre biiyiitme kaplar1 kullanildi. Bu kaplara 10 ml

besiyeri konuldugunda yeterli olmaktadir.
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5.2. Sigir Beyninden Ekstrakte Edilen Biiyiime Faktorlerinin Elde Edilisi
(Maciag, Cerundolo, lisley, Kelley and Forand 1979)

5.2.1. Cozeltiler

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

dH,0 igerisinde ¢oziildi ve +4°C sicakliginda pH degeri 7.00’a ayarlandi.

5.2.2. Sigir Beynindeki Biiyiime Faktorlerinin Eldesi

- Oncelikle pH Metre +4 °C’de kalibre edildi.

- Mezbahadan alinan bir adet taze sigir beyni soguk PBS icinde ve buz
tizerinde alindu.

- Si8ir beyninin {izerinde kan toplanan bdlgeler bir makas yardima ile
temizlendi, tartildi (yaklasik 100- 200 g gelmektedir).

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

soliisyonda kiigiik parcalara ayrildi. Bu islem + 4°C’de yapildu.

- Igerisinde beyin parcalar1 bulunan HEPES-NaCl tamponu tamamen
homojenize oluncaya kadar her defasinda 5 defa olmak tizere
homojenizatorde (6 ayarinda, IKA marka RW 20 model homojenizator)
homojenize edildi.

- Total hacim buz tizerindeki bir beherde toplanir, pH: 7.00’ye 1 N NaOH
kullanilarak getirildi. Olgiilen pH:7.2, Hacim 260 ml olarak not edildi ve 300
ml’ye HEPES-NaCl tampon ile tamamlandi.

- Beherde toplanmis olan homojenat + 4°C’deki soguk odada 2 saat
karistirtlarak bekletildi (son hacim 375 ml olarak not edildi).

- Bu siirenin sonunda + 4°C’de GSA rotorunda 40 dk 9200 rpm’de santrifiij
edildi.

- Tiiplerin dibindeki pellet kaldirilmadan siipernatant bir meziire alinarak

ol¢iildii, hacim 172 ml olarak not edildi, pH:7.2.
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- Elde edilmis siipernatant son konsantrasyonu % 0.5 olacak sekilde olacak
sekilde streptomisin siilfat eklendi ve lipid materyallerini ekstre edebilmek
icin 2saat + 4°C’de soguk odada karistirilarak inkiibe edildi. Cozeltinin
pH:7.00 olmaldir.

- Karisim 40 dk 13 800 g’de (9200 rpm)’de (SS-34 rotor) santrifiij edildi. -2.
siipernatant

- Siipernatant tekrar 45 dk 19 000 rpm’de (SS-34 rotor) santrifiij edildi. -3.

supernatant
- Elde edilen siipernatantlar (-80°C’dondurularak) liyofilize edildi ya da hemen
liyofilizasyon yapilamayacak ise -80°C’de saklandi.

- Liyofilize edildiklerinde yaklasik her bir 50 ml tiiplerde birer gram kadar
Growth Factor elde edildi.

- HUVEC hiicreleri i¢in yaklasik besiyerlerinde 125 pg/ml konsantrasyonunda
kullanildi.

5.3. Insan Gébek Kordonu Endotel Hiicrelerinin (HUVEC) Izolasyonu

5.3.1. Cozeltiler

Kordon Cozeltisi: 2.2831 g HEPES, 0.2882 g KCl, 1.9822 g D-Glukoz ve 8.1816 g
NaCl 800 ml ultrasaf dH,0O igerisinde ¢6ziildii ve 1 L’ye tamamlandi. +4°C’de pH’s1

7.3’e ayarland1. Otoklavlanarak sterilize edildi.

Serumsuz M-199: M-199 (Sigma #M5524) besiyeri igerisine serum konulmadan
kullanildi.

Kollejenaz Cozeltisi: Collagenase hazirlanmasi: 5 mg Collagenase (Sigma #C-

2674), 5 ml serumsuz M-199 igerisinde ¢6ziildii ve taze olarak kullanildi.
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5.3.2. HUVEC’lerin izolasyonu islemleri

Zeynep Kamil Dogum servisinden sezeryan ameliyatlar1 sirasinda alinan 20-50 cm

uzunlugundaki gobek kordonlar steril kordon ¢ozeltisi igeren siselere alindi.

Ameliyat sirasinda zedelenen veya mekonyumlu olan kordonlar ¢alismaya alinmadi.

Alinan kordonlar en ge¢ 12 saat igerisinde c¢aligildi.

Kordonlar, steril siseden laminar flow altinda ¢ikarildiktan sonra yirtik ve pihtili
olanlar elendi, saglam kordonlarin uglar makas ile dissekte edildi ve venoz agizdan 5
ch beslenme sondasi seti takildi. Once kordon 40 ml 37 °C sicakliginda bulunan steril

kordon ¢ozeltisi ile beslenme sondas1 araciligiyla yikandi.

Yikanan kordonlar 37 °C’ de 10 ml M-199 Medium (Biological Industries #11-080-
1G) + Penisilin (100 U/ml) / Streptomisin (100 ug/ml (Biological Industries #03-
031-5C) iginde ¢oziinmiis 10 mg kollajenaz (Sigma #C-2674) ile dolduruldu ve
uclar1 klemplenerek 37 °C’ lik su banyosu iginde ultrasaf dH,O iceren beherde 15 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda damar yiizeyinden sokiilen hiicreler infiizyon
setinin ucundan verilen 50 ml M-199 Medium + % 2 FBS + Heparin + Penisilin
Streptomisin yardimu ile steril tiipler iginde toplandi ve 1000 g’de oda sicakliginda, 5
dk santrifiij edildi. Stipernatant dikkatle, vakum sistemi ile ¢ekilerek alindi ve atildi.
Endotel hiicrelerden olusan pellet 1 ml medyum i¢inde siispanse edildikten sonra
ayni sekilde iki kez daha santrifiij edildi. Stipernatant atilip kalan hiicre pelleti
tizerine % 20 FBS , penisilin/streptomisin igeren M-199 medyum eklendi. 100 mm
capli hiicre biiyiitme kaplarina ekim yapildi. Kaplar 37 °C’lik % 5 ‘lik CO,

inkiibatoriine konuldu ve besiyerleri 2 giinde bir degistirildi.

20



Resim 1: izole edilen HUVEC lerin 100 mm ¢apl kiiltiir kaplarindaki 4. giin

5.4. Hiicre Kiiltiir Kaplarimin Jelatin ile Kaplanmasi ve insan Gobek Kordonu

Endotel Hiicrelerinin (HUVEC) Beslenmesi ve Bolilnmesi

5.4.1. Cozeltiler

Fotal Sigir Serumu (FBS): (Biochrom # S0115, Isvigre) 55°C’de 30 dk sicaklik ile

icinde bulunan enzim ve proteinlerin biyolojik aktivitelerini engellemek amaciyla

inaktive edildi. Kiigiik hacimlere boliinerek -20°C’de saklandi.

Penisilin Streptomisin Cézeltisi: (Biological Industries #03-053-1C, Israil)
Penisilin 10 000 tnite/ml, streptomisin 10 mg/ml konsantrasyonlarinda bulunan bu
¢ozeltiden, hiicre kiiltliriindeki etkili dozunda kullanabilmek i¢in, besiyerinde 1000

defa seyreltilildi ve kii¢iik hacimlere boliinerek -20°C’de saklandi.

Tripsin EDTA Soliisyon C: (Biochrom # L2143, Isvicre) Kiiciik hacimlere
bolinerek -20°C’de saklandi.
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Fibronektin (1 mg/ml): (Biological Industries #03-090-1, israil) Deneylerde

kullanilmak tizere 20 ug/ml konsantrasyonuna steril PBS ile sulandirilarak +4°C’de

saklandi.

dH,0: Cozeltilerin hazirlanmasinda PureLab Plus (USF Elga, Almanya) sisteminden
gegirilere 0.055 puS/cm olan en yiiksek safliktaki su kullanildi.

10 X Fosfat Tamponlu Tuzlu Su Cézletisi (PBS): 80 g NaCl (1.36 M), 2 g KCI (20
mM), 18.5 g Na,PO,4 (100 mM), 2.4 g KH,PO4 (17 mM) tartilarak 1000 ml dH,0O
igerisinde ¢0ziildii. Otoklav ile steril edilerek saklandi ve 10 kere seyreltilerek
kullanildi.

% 20 FBS iceren M-199 Besiyeri (250 ml): _Hiicre kiiltiir ¢alismalarinda fenol
kirmizist igeren 1.99 g M-199 (Biological Industries #11-080-1G) igerisine 0.44 g
sodyum bikarbonat ve 0.95 g HEPES eklendi ve 200 ml saf su igerisinde ¢oziildii ve
pH 7.4 ‘e ayarlandi. % 20 fetal sigir serumu (FBS), 250 ul Penisilin/Streptomisin
(Biological Industries, #03-031-5C) eklendikten sonra 0.22 um por genisligindeki

filtreden gegirilerek steril edildi ve +4°C’de saklandi. Bu besiyeri, hiicrelerde

kullanilirken % 01 oraninda biiytime faktorii eklenerek kullanildi.

HUVEC’lerin, Steroid Hormonlar ve Oksitosin Verilerek Yapilan Deneylerinde
Kullanilan Steroidlerce Fakirlestirilmis Besiyeri (1 L): 9.4 g Fenol kirmizisi
icermeyen M-199 (Sigma, #M 3769) tartildi, 897 ml ultra saf dH,O igerisinde
¢ozildi ve 3 ml 200 mM L-Glutamin (Biochrom #K0283) eklendi ve pH 7.4’e
ayarlandi. Icerisine 100 ml DCC ile isleme tabi tutulmus fotal sigir serumu (FBS), 1
ml Penisilin/Streptomisin (Biological Industries, #03-031-5C) eklendikten sonra
0.22 um por genisligindeki filtreden gegirilerek steril edildi. Bu besiyeri, hiicrelerde

kullanilirken % 0.1 oraninda biiytime faktorii eklenerek kullanildi.
Dekstranla kaph aktif komiir (DCC: Dextran coated chacoal) ile Steroidlerce

Fakirlestirilmis FBS Hazirlanmasi: Dekstran kapli karbon, % 0.5 aktif karbon
(Sigma #C-9157) ve % 0.05 dekstran (Sigma #D-4751) tartilir ve % 8 olacak sekilde
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otoklavlanmis 0.15 M NaCl pH:7.4 igerisinde ve 4°C’de 18 saat karistirildi. Daha
sonra +4°C’de 4500 rpm’de RC-5C Sorvall santrifiijlde GSA rotorda 10 dk santrifiij
edilerek ¢okelti elde edildi. Bu ¢okelti 1 g/1.25 ml olacak sekilde ddH,O igerisinde
¢ozildi ve bu ¢ozeltiden 7.5 ml alinip, 150 ml FBS iizerine konuldu. Bu karisim 55
°C’de 45 dk karistirilarak inkiibe edildi ve bu karisim inkiibasyon sonunda 800 g’de
RC-5C Sorvall santrifiijde GSA rotorda + 4°C’de 20 dk santrifiij edildi, st faz
almarak ikinci defa aym sartlarda santrifiij edildi. Elde edilen iist faz steroidlerce
fakirlestirilmis FBS olarak kullanildi (Cho, Ziats, Pal, Utian and Gorodeski 1999).
Bu islemlerden sonra alinan FBS 6rneginde, Ostrojen ve progesteron miktarlart RIA
temelli olarak 6lciilmiis olup, icerisinde 6.7 x 10 ° M &stradiol ve 2.5 x 10 * M
progesteron bulundugu tespit edildi ve besiyerinde ise 10 kere daha seyreltik
oldugundan, deneylerde kullanilan hormonlara olan katki miktar1 ¢ok diisiik

oldugundan 6nemsenmedi.

Oksitosin, Ostrojen ve Progesteron Maddeleri ile Hazirlanan Steroidlerce
Fakirlestirilmis M-199 Besiyerleri: Bu besiyerleri i¢in kullanilan hormonlar,
Oksitosin Asetat (Sigma #06379, Lot: 103K08181, MW: 1007 g/mol), Ostrojen,
Beta Ostradiol (Sigma #E4389, 024K0839, MW: 272 g/mol), Progesteron (Sigma
#P7556, Lot: 77H1244, MW: 372 g/mol), olmak iizere 100’er nM olarak bu
hormonlar degisik kombinasyonlarla, steroidlerce fakirlestirilmis besiyerleri
igerisinde kullanildi. Bu hormonlar ultra saf dH,O igerisinde ¢oziilerek, 0.22 um

steril enjektor ucu filtreden gegirilere sterilize edildi.

Kontrol Besiyeri: Dekstran kapli aktif komiir ile isleme tabi tutulmus FBS, Fenol
Kirmizis1 icermeyen M-199 (Sigma M-3769)’a herhangi bir hormon eklenmeden
hazirlandi. Bu besiyeri, hiicrelerde kullanilirken % 0.1 oraninda biiylime faktorii

eklenerek kullanildi.

100 nM 17 p-éstradiol iceren Besiyeri: Dekstran kapl aktif komiir ile isleme tabi
tutulmus FBS, Fenol Kirmizisi igermeyen M-199 (Sigma M-3769)’a son
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konsantrasyonu 100 nM olacak sekilde 17 f-Ostradiol eklendi. Bu besiyeri,

hiicrelerde kullanilirken % 0.1 oraninda biiytime faktorii eklenerek kullanildi.

100 nM Oksitosin Iceren Besiyeri: Dekstran kapl aktif komiir ile isleme tabi
tutulmus FBS, Fenol Kirmizisi igermeyen M-199 (Sigma M-3769)’a son
konsantrasyonu 100 nM olacak sekilde oksitosin eklendi. Bu besiyeri, hiicrelerde

kullanilirken % 0.1 oraninda biiytime faktorii eklenerek kullanildi.

100 nM Progesteron Iceren Besiyeri: Dekstran kapl aktif komiir ile isleme tabi
tutulmus FBS, Fenol Kirmizisi icermeyen M-199 (Sigma M-3769)’a son
konsantrasyonu 100 nM olacak sekilde progesteron eklendi. Bu besiyeri, hiicrelerde

kullanilirken % 0.1 oraninda biiylime faktorii eklenerek kullanildi.

100 nM Oksitosin ve 100 nM 17 B-ostradiol iceren Besiyeri: Dekstran kapl aktif
komiir ile isleme tabi tutulmus FBS, Fenol Kirmizisi icermeyen M-199 (Sigma M-
3769)’a son konsantrasyonu 100’er nM olacak sekilde oksitosin ve 17 B-ostradiol
eklendi. Bu besiyeri, hiicrelerde kullanilirken % 0.1 oraninda biiylime faktorii

eklenerek kullanild.

100 nM 17 B-éstradiol ve 100 nM Progesteron Iceren Besiyeri: Dekstran kapli
aktif komiir ile isleme tabi tutulmus FBS, Fenol Kirmizisi igermeyen M-199 (Sigma
M-3769)’a son konsantrasyonu 100’er nM olacak sekilde 17 p-Ostradiol ve
progesteron eklendi. Bu besiyeri, hiicrelerde kullanilirken % 0.1 oraninda biiyiime

faktori eklenerek kullanildi.

100 nM Oksitosin ve 100 nM Progesteron iceren Besiyeri: Dekstran kapl aktif
komiir ile isleme tabi tutulmus FBS, Fenol Kirmizisi igermeyen M-199 (Sigma M-
3769)’a son konsantrasyonu 100 nM olacak sekilde oksitosin ve progesteron eklendi.
Bu besiyeri, hiicrelerde kullanilirken % 0.1 oraninda biiyiime faktorii eklenerek

kullanildi.
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% 20 FBS iceren Besiyeri: % 20 oraninda FBS ile Fenol Kirmizis1 igeren M-199 ile
hazirlandi. Bu besiyeri, hiicrelerde kullanilirken % 0.1 oraninda biiylime faktorii

eklenerek kullanildi.

Endotel Hiicresi Biiyiime Faktorii: Liyofilize edilmis olan Growth Factor hiicre
kiiltiirtinde kullanilirken 125 mg/ml konsantrasyonunda dH-O ile ¢oziilerek ve 0.22

um steril enjektor ucu filtreler kullanilarak sterilize edilip -20°C’de saklandi.

5.4.2. Hiicre Kiiltiir Kaplarimin Fibronektin ile Kaplanmasi

Fibronektin ¢ozeltisi 20 ug/ml olarak kullanildi. Deneylerde degisik hacimlerde ve
boyutlarda hiicre kiiltiir kaplar1 kullanldigindan, hangi hacimlerde fibronektin
¢ozeltisi ile bu kaplarin kaplandigi Tablo 1°de belirtilmistir. Bu uygun miktarlarda
alinan fibronektin ¢ozeltisi kaplara konulduktan sonra steril kabin iginde bir saat
bekletildi. Bu siirenin sonunda fibronektin ¢6zeltisi vakum altinda steril bir pastor

pipetiyle ¢ekildi ve PBS ile bir kere yikandi.

Hiicre Kiiltiir Kaplari Kullanilan Fibronektin (20 ug/ml) Hacmi (ml)
100 mm gapl (60.00 cm®) 2.0
6 kuyulu (9.03 cm?) 1.0
12 kuyulu (3.66 cm®) 0.5
24 kuyulu (1.91 cm?) 0.2

Tablo 1: Farkli boyutlardaki hiicre kiiltiir kaplarinin kaplanmasi i¢in gereken fibronektin hacimleri

5.4.3. HUVEC’lerin Beslenmesi:

Hicreler, % 20 FBS igeren M-199 besiyeri ile biiyiitiildii. Bu hiicreler 3-4 giinde bir
beslenmeleri amaciyla Oncelikle iizerlerindeki besiyeri vakuma baglanmis steril
pastor pipetleriyle ¢ekildi. Oda sicakliginda bulunan 10 ml steril PBS ile yikandi.
Uzerlerine hiicre biiyiime kaplarinin biiyiikliiklerine gére asagida belirtilen

miktarlarda % 20 FBS igeren M-199 eklendi (Tablo 2).
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Hiicre kiiltiir kaplar1 (ylizey | Konulmasi gereken besiyeri (ml)
alani)

100 mm capli (60.00 cm?) 10

6 kuyulu (9.03 cm®) 2.0

12 kuyulu (3.66 cm?) 1.0

24 kuyulu (1.91 cm?) 0.5

Tablo 2: Farkli boyutlardaki hiicre kiiltiir kaplarma konulmasi gereken besiyeri miktarlari

5.4.4. HUVEC’lerin Boliinmesi:

Endotel hiicreleri, Kkiiltiir sartlar1 altinda yaklasik 36 saatte bir boliinerek
cogalmaktadirlar. Kiiltiir kaplarin1 kaplayan bu hiicreler yapisarak biiytidiiklerinden,
tripsin enzimi ile kaldirilarak 1:3 gibi bir oranla boliinerek tekrar ¢ogaltildilar. Bu
islem i¢in, kiiltiir kaplari steril PBS ile yikandi. 100 mm ¢apli 60 cm? alani olan kap
icin 1.5 ml tripsin/EDTA C ¢ozeltisi eklendi ve 37 °C’de yaklasik 5 dk tutuldu. Ters
tip biyolojik mikroskop ile hiicrelerin kalkmasi takip edildi, hiicre kaplar1 kontrollii
bir sekilde uygun bir kenara carptirildi, mekanik olarak hiicrelerin tamamen
kalkmalar1 saglandi. Hiicrelerin tamamen kalkmasindan sonra, tripsinin hiicre
membranindaki diger serin zengin proteinlere zarar vermemesi amaciyla hizli bir
konulan tripsin/EDTA C ¢ozeltisinin ii¢ kati hacminde % 20 FBS iceren M-199
besiyeri konuldu. Endotel hiicreleri, tripsin ve besiyeri igeren karisim, steril bir cam
pipet yardimiyla kiiltir kabindan alinarak steril 15 ml hacmindeki polipropilen tiipe
konuldu ve 200 g’de 5 dk santrifiij edildi. Stvi kismi vakum sistemine baglanan steril
pastor pipetiyle gekilerek, ¢okelek kismi yaklasik bir ml % 20 FBS igeren M-199 ile
¢oziildii. Bu hiicre ¢ozeltisinden uygun miktar alinarak fibronekrin ile kaplanmis olan
hiicre biiylitme kaplarina alind1 ve {izerine besiyeri konuldu. % 0.1 oraninda olacak

sekilde biiyiime faktorii ilave edilerek, % 5 CO; igeren 37°C etiivde inkiibe edildi.

5.4.5. HUVEC’lere Oksitosin, Ostrojen ve Progesteron Hormonlarimn Kiiltiir

Sartlarinda Verilmesi:
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HUVEC’leri kiiltiir kaplarinda % 80 oraninda kapladiklarinda, besiyerleri steril
pastor pipetler ile vakum ile ¢ekildi ve yerine steroidlerce fakirlestirilmis % 10 FBS
ile hazirlanan besiyeri konularak 24 saat inkiibe edildi. Bu 24 saat siire sonunda,
asagida belirtilen kontrol ve deney besiyerleri 24 saat siire ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra bu besiyerleri vakum ile ¢ekilerek asagidaki sekilde steroid
hormon kombinasyonlari bulunan ve bulunmayan medyumlari igeren dokuz grup

besiyerlerinde 24 saat daha inkiibe edildi.

1- Kontrol 6 X 100 mm hiicre biiyiitme kab1

2- Oksitosin 100 nM 6 X 100 mm hiicre biiyiitme kabi1
3- Ostradiol 100 nM 6 X 100 mm hiicre biiyiitme kab1

4- Progesteron 100 nM 6 X 100 mm hiicre biiyiitme kab1
5- Ostradiol 100 nM + Oksitosin 100 nM 6 X 100 mm hiicre biiyiitme kab1
6- Progesteron 100 nM + Oksitosin 100 nM 6 X 100 mm hiicre biiyiitme kab1
7- Ostradiol 100 nM + Progesteron 100 nM 6 X 100 mm hiicre biiyiitme kab1

Ayni anda 54 tane 100 mm ¢apl kiiltiir kaplarindaki HUVEC’lerden protein, RNA
ve besiyeri ornekleri alma zorlugu disiintilerek her bir 12 kiiltiir kab1 yani 2 deney
grubuna ayni saatte besiyeri eklenerek diger 12 kiiltiir kabi ile arasinda 3 saat zaman
aralig birakildi. Bu sekilde verilen liger saatlik aralar ile protein ve RNA izolasyonu
calisma zaman olarak planlandi. Inkiibasyon sonunda medyumlar 15 ml’lik steril

polipropilen tiiplere topland.

Protein izolasyonu yapilacak olan tiim kiiltlirlere hiicre patlatma solusyonu eklendi
ve her deney grubundan 4 tanesi kaziyict yardimiyla kazimak yoluyla hiicreler
patlatildi ve +4 °C santrifiijde, 30 dk 13000 rpm’de santrifiij edilen protein iceren
siipernatant kismi alikotlanarak -80 °C’ye kaldirildi. RNA izolasyonu igin
kullanilacak olan 2 adet 100 mm c¢apl1 hiicre biiylitme kabi kaziyict yardimiyla RNA
izolasyon kiti (Macherey Nagel, #MN 740.955.50) kullanilarak izole edilmis olup
ayrica protein izolasyonu i¢in kullanilan tripsin ile kaldirilan hiicrelerinde yarisindan

da RNA izolasyonu yapildi.
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5.5. Hemotositometre ile Hiicre Sayma:

Hematositometre distile su ile iyice temizlendi ve iizerine lamel kapatildi. Hiicre
siispansiyonu igerisinden 12 pl alinarak bu hemotositometre lamel arasina konuldu.
Biyolojik ters mikroskobun 10 X objektif ile hematositometrenin 16 tane biiyiik kare
alan1 goriildi. Buradaki hiicrelerden, sol ve iist kare ¢eperine degenlerin sayilmasi
esasia gore tiim karedeki hiicrelerl sayildi sonug 16’ya bdliindii ve elde edilen say1
10 000 ile garpilarak ml’de bulunan hiicre sayisi bulundu. Gerekli durumlarda
diiliisyonlar yapilarak sayim islemi yapildi ve diliisyon faktorii hesaplamalarda

kullanildi.

5.6. HUVEC’lerin Populasyonlarinin iki Katina Cikma Deneyi

HUVEC’lerin biiylime egrisinin elde edilmesi ve hiicre popiilasyonunun iki katina
¢ikma stiresi (Population Doubling Time: PDT), 12 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina
10 000, 20 000 ve 40 000 sayilarindaki miktarlarda ekilen hiicreler belirli bir siire
sonunda sayilarak yapildi. Bu deneyler i¢in 3. pasaj HUVEC kullanildi. Hiicreler 12
kuyuluk hiicre biiylitme kaplarina ekildi.

Hiicreler tripsinize edilerek, 4. saat, 47. saat, 95. saat, 169.5. saat sonunda hiicreler

sayild1 ve agagidaki denkleme konularak PDT hesaplandi.

0.693 tp : Hiicre popiilasyonunun iki katina ¢ikma siiresi
tp= --------------- Vi Xo: 1. noktadaki hiicre sayisi
(X) X : 2. noktadaki hiicre sayis1
In ---- V;: Iki nokta arasindaki saat farki
(Xo)

Her bir veri noktast i¢in 4 kuyudan elde edilen sonuglarin ortalamasi standart

sapmalarla beraber beraber kullanildi.

5.7. immiinohistokimya Yéntemi ile HUVEC’lerin Karakterizasyonu
5.7.1. Cozeltiler

Permeabilizasyon Cozeltisi: PBS icerisine % 0.2 (v/v) Triton X-100 ilave edildi.
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Mounting Medium: PBS igerisinde % 50’si gliserol olacak sekilde hazirlandi.

Primer Antikor, Anti-von Willebrand (Factor VIII Related Antigen), Rabbit
Polyclonal Antibody, Neomarkers USA, Labvision #RB-281-Al

Immiinohistokimya Kiti, UltraVision LP Value Detection System HRP Polymer &
DAB (Diaminobenzidin) Plus Chromogen, Labvision #TL-015-HD
Immiinohistokimya Kiti Bilesenleri

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. Hiicrelerin Ekilmesi

Hiicreler 24 kuyulu hiicre biiyiitme kaplarinda, fibronektin kapli 12 mm ¢apl saat
camlar1 tizerinde her bir kuyuda 50 000 hiicre olacak sekilde ekilerek ¢ogaltildi.
Hiicrelerin % 80 oraninda kaplar1 doldurduklarinda fiksasyon islemi yapildi.

5.7.3. Hiicrelerin Fiksasyonu:

Hiicrelerin ¢ogalmalar1 tamamlandiginda, iizerlerindeki besiyeri ¢ekildi, oda

sicakligindaki PBS ile yikandi ve kuyulara 1.5 ml -20°C’de sogutulmus metanol

konuldu ve derin dondurucuda 20 dk tutuldu. Metanol ¢ekilerek PBS ile yikand1 ve
PBS igerisinde deney yapilana kadar bekletildi.

5.7.4. Immiinohistokimya Deneyinin Yapilmasi

Fiksasyonu gergeklestirilen hiicrelerin bulundugu saat camlari alinarak 100 mm ¢apl

hiicre biiyiitme kaplar1 gibi daha genis bir alana alindi ve kurumamalar1 amaciyla
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tizerlerine PBS konuldu. Hiicrelerde bulunan hidrojen peroksidaz enziminin verecegi
sinyalleri azaltmak amaciyla hidrojen peroksit ¢ozeltisinden 100 uL konuldu, 15 dk
oda sicakliginda bekletildi ve vakum ile ¢ekilerek 4 kere PBS ile yikandi. Camlarin
tizerine 100 uL Ultra V Blok eklendi ve 5 dk oda sicakliginda bekletildi, vakum ile
cekildi ve 1 kere PBS ile yikandi. Primer antikor olarak segilen, HUVEC’lerin
spesifik olan Faktor VIII iligkili antikor/VonWillebrand Faktor, 1:100 oraninda % 1
BSA igeren PBS igerisinde hazirland1 ve 1 saat oda sicakliginda her bir saat cami
tizerine 100 pL konularak inkiibe edildi. Buharlasma nedeniyle saat camlarinin
kurumamast igin bir nemli ortam igerisinde inkiibasyon islemi gergeklestirildi. Daha
sonra antikor vakum ile ¢ekildi ve 4 kere PBS ile yikandi. Sekonder antikordan 100
uL konuldu ve 10 dk oda sicakliginda tutuldu ve vakum ile gekilerek 4 kere PBS ile
yikandi. Streptavidin peroksidazdan 100 pL konuldu ve 10 dk oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra vakum ile ¢ekilerek 4 kere PBS ile yikandi. 1 ml DAB
substrat igerisine 1-2 damla DAB kromojen konuldu ve bu karigimdan 100 uL cam
tizerine konularak 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu ¢6zelti kanserojen oldugu
icin dikkatle alinda ve 6zel atiga atildi. PBS ile 4 kere yikand1 ve hematoksilen
mayer ¢ozeltisinden 100 pL cam iizerine konuldu 5 dk oda sicakliginda tutulduktan
sonra ¢esme suyu bulunan bir beher icerisinde yikandiktan sonra, iizerine 1:1
Gliserol:PBS bulunan lam iizerine hiicreler lama kapanacak sekilde yerlestirildi. Bir
yapistirict ile bu camlar lama yapistirildi. Yapistirict kuruduktan sonra mikroskop
altinda 10 X objektif ile boyanan hiicrelerin boyanmayana hiicrelere orani

hesaplandi.

5.8. Oksitosin, Ostrojen ve Progesteronun HUVEC’lerde C tip Natriiiretik
Peptit Ekspresyonu Uzerine EtKisi

5.8.1. Protein izolasyonu

5.8.1.1.Cozeltiler
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Hiicre Patlatma Cozeltisi (100 ml) ( 50 mM Tris, 150 mM NaCl, %1 Triton X-
100, 1 mM EDTA buz soguklugunda pH=8.0): 0.88 mg NaCl tartildi ve 1 ml
Triton X-100, 5 ml 1M Tris HCI, 1 ml 100 mM EDTA eklendi, ultra saf dH,O ile
100 ml’ye tamamlandi, pH:8.0 ayarlandi ve + 4° C’de saklandu.

1 M Tris Cozeltisi (50 ml): 6.057 g Tris tartilarak 50 ml ultrapure su i¢inde ¢oziildii
ve pH: 8.0 ayarlandi.

100 mM EDTA (100 ml): 3.72 g EDTA tartilip 100 ml ultra saf dH,O iginde

¢Ozildii.

Hiicre Patlatma Cozeltisine Eklenen Protease Inhibitorlerinin Hazirlanmasi:

Pepstatin (1mg/ml) : 10 mg pepstatin tartilip 10 ml metanol i¢inde ¢oziildii.

Leupeptin (Img/ml): 10 mg leupeptin (Sigma, #L-2884) tartilip 10 ml ultra saf
dH,0 iginde ¢oziildii.

PMSF (0.1 M): 0.0174 g PMSF tartilip 1 ml metanol i¢inde ¢oziildii.
5.8.1.2. Protein izolasyonu islemleri

1 ml hiicre patlatma soliisyonu alinir. igine;

-1ul pepstatin (Img/ml) (son konsantrasyon 10ug/ml)

-1ul leupeptin (Img/ml) (son konsantrasyon 10ug/ml)

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

-Hiicre kiiltiir ortam1 ¢ekilmis ve PBS ile yikanmis olan hiicrelerin {izerine 200 pl

proteaz inhibitdrii iceren hiicre patlatma soliisyonu eklendi.

-Hiicreler buz igeren bir kabin tizerinde, kaziyict yardimi ile hiicre kiiltiir kabindan

kaldirild1 ve hiicre lizat1 buz iizerinde bekleyen bir eppendorf tiipe aktarildi.
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-Tiipler, 11000 g’de + 4° C’de 30 dk cevrildi ve siipernatant alinip eppendorf tiiplere
paylastir1ldr ve kullanilmayacaksa -80° C’ye kaldirild.

5.8.2. Proteinlerin BCA Yontemi ile Konsantrasyonlarmin Olgiilmesi

5.8.2.1.Cozeltiler

BCA Compat-Able Protein Assay Kit (Pierce #23223)
Bovine Serum Albumin (BSA) Standartlari

5.8.2.2.BSA Standartlarinin Hazirlanmasi

BCA ile protein miktarlarint 6lgebilmek igin sigir serumu albumini (BSA)
proteininden degisik konsantrasyonlarda hazirlanarak bir standart bir egri grafigi
¢izildi. 25 ul’sinde 30, 25, 20, 15, 10, 5 ve 2.5 pug BSA bulunan standartlar

hazirlandi.

5.8.2.3.BCA Ol¢iimiiniin Yapilmasi

Bicinkonik asit (BCA) protein tayin yonteminde Bakir Siilfat, BCA soliisyonuna
eklendiginde olusan kompleks elma yesili bir renk alir. Bu sollisyon protein
soliisyonuna ilave edildiginde, proteinin peptit baglar ile etkilestiginde Cu*" iyonlar1
Cu’ iyonlarina déniisiir ve kompleksin rengini mora gevirir. Bu yontem hizli, hassas
ve kesindir ancak deterjan ve organik solventlerle etkilesimlerine dikkat etmek

gerekir.

-Olgiim igin Pierce marka BCA Compat-Able Protein Assay Kit ve 96 kuyuluk

mikroplate kullanildi.

-Her bir kuyuya 25 ul  standart veya bilinmeyen 6rnek pipetlendi. Bilinmeyen

orneklerde bulunan hiicre patlatma c¢ozeltisi, BCA ile etkilesime girerek yanlis
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sonuglar verdiginden 6rnekler 10 kere ultrasaf dHO ile seyreltilerek 6lgiim yapildi

ve bu seyreltme katsayis1 hesaplamalarda dikkate alindi.

-Kuyularin tizerine 200 ul  calisma ayiraci pipetlenir ve plate karistiricida 30 sn

tutuldu.

-Plate 37°C hava 1sitmali etiive, iginde yaklasik 100 ml su bulunan bir kap igerisinde
yerlestirilerek 30 dk inkiibe edildi.

-15 dk oda sicakligina ulagmasi igin beklendi.

-A 540 nm’de okundu.

5.8.3. Western Blot Yontemi ile Proteinlerin PVDF Membrana Aktarilmasi

5.8.3.1.SDS-Poliakrilamit Jelin Hazirlanmasi ve Yuriitiillmesi

5.8.3.2.Cozeltiler

%10’luk SDS c¢ozeltisi: 10 g SDS 100 ml ultra saf dH,0 su iginde ¢6ziildii.

%10’luk Amonyum persiilfat (APS): 0.5 g APS 5 ml ultra saf dH,O i¢inde

¢oOzildii.

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

Elektroforez Yiiriitme Cozeltileri: Elektroforez isleminde anot ve katot kisminda

ayr1 tamponlar kullanildu.

10X Anot Yiiriitme Cozeltisi (1 M Tris, 0.255 M HCI, pH:8.9): 100 mi

hazirlamak i¢in, 12.1 g Tris tartildi, 97.9 ml ultra saf su eklendi ve iizerine 2.1 ml
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HCI konuldu, karistirildi ve pH degeri 8.9’a ayarlandi. Kullanilirken, 10 kere
seyreltilerek kullanilda.

10X Katot Yiiriitme Cozeltisi (1 M Tris, 1 M Tricine, % 1 SDS, pH:8.25): 100
ml hazirlamak i¢in, 12.1 g Tris, 17.92 g Tricine, 1 g SDS tartildi, ve 100 ml ultra saf
suya tamamlandi, karistirildi ve pH degerinin 8.25 oldugu gorildi. pH degeri
protokolde de belirtildigi lizere ayarlanmadi. Kullanilirken, 10 kere

seyreltilerekkullanildi.

10 X Transfer Cozletisi-Towbin Tamponu (25 mM Tris, 192 M Glisin, pH:8.3):
100 ml hazirlamak igin, 3.03 g Tris, 14.4 g glisin tartildi 100 ml ultra saf su ile
tamamlandi, pH degeri 8.3’¢ ayarlandi. Kullanilirken, 10 kere seyreltilerek kullanildi

ve % 10 metanol eklendi.

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

tamamland.

3 X Jel Tamponu (3 M Tris, 1 M HCI, % 0.3 SDS) : 100 ml hazirlamak i¢in, 36.3
g Tris tartildi, 97.9 ml ultra saf su eklendi ve tizerine 8.26 ml HCI konuldu,

karistirildi ve pH degeri 8.45’e ayarlanda.

5.8.3.3.Tris-tricine SDS-Poliakrilamit Jelin Dokiilmesi

Proteinlerin negatif yikli SDS molekiilleri ile kaplandiktan sonra molekiil
agirliklarina gore poliakrilamid jel ortaminda elektrik alan iginde gé¢ etmesi ve boya

maddesi ile bandlarin goriiniir hale getirilmesi prensibine dayanan elektroforez islemi

icin jel ayirma ve yiginlama olmak tizere iki kisim olarak hazirlandi.
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Ayirma jeli %16 Yiginlama Jeli % 4

AB-6 (ml) 10 1

3 X Jel Tamponu (ml) 10 3

Gliserol (ml) 3 -

Su ile tamamlanacak son | 30 12

hacim (ml)

APS % 10 (pl) 100 90

TEMED (ul) 10 10

Tablo 3. Ayirma ve yiginlama jeli i¢in kimyasal malzemeler ve kullanilacak miktarlar

-10X elektroforez yiiriitme ¢ozeltilerinden 1X yiiriitme ¢ozeltisi yapildi. Anot ve
katot bosluklarina uygun ¢ozeltiler konuldu.
-Hazirlanan jel tizerindeki kuyular bir enjektor yardimiyla 1 X katot yiiriitme

cozeltisi ile iyice yikandi.

5.8.3.4.Proteinlerin Yiiklenmesi ve Jelde Yiirutiilmesi

-Ornekler istenen hacimlerde toplam protein miktart BCA ydntemiyle belirlenerek
eppendorf tiiplere pipetlendi ve 5:1 oraninda yiikleme tamponu eklenip 5 dk
kaynatildi.

-Daha sonra bu ornekler enjektér yardimiyla kuyulara 20 pl ’lik miktarlarda
kuyulara yiiklenip bos kuyulara ayni1 miktar yiikleme tamponu eklendi.

-Ornekler yiginlama jelinde 30 V’da ve ayirma jelinde 100 V°da yiiriitiildii.

5.8.3.5.Western Transfer
5.8.3.5.1. Cozeltiler

Membran: Immobilon PVDF Membran 0,22 um, 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 Banyolar:

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

hidrokinon tartild1 ve 1 L distile su igerisinde ¢oziildii.

Fiksatif Banyosu: 62.5 g sodyum tiyostilfat, 5 g potasyum metabisiilfit tartildi ve 1

L distile su icerisinde ¢oziildi.

TBS (20 mM Tris-HCL, 154 mM NacCl), 1 L: 2.42 g Tris-HCI ve 9 g NaCl tartilip

1 L ultrasaf su i¢inde ¢6ziildii ve pH:7.4’e ayarlandi.

Bloklama Solusyonu: TBS igerisine % 3 oraninda BSA eklendi ve iyice ¢6ziinmesi

saglandi.

Birincil Antikor Hazirlanmasi: TBS igerisine % 0.5 oraninda BSA, % 0.1 olacak
sekilde Tween -20, % 0,02 NaN3; ve antikor konuldu.

ikincil Antikor Hazirlanmas: (1:5000): TBS icerisine % 0.5 oraninda BSA, % 0.1
olacak sekilde Tween -20, 1 uL Anti-Goat Mouse (Santa Cruz #SC-2354) antikoru

konuldu ve son hacim 5 mI’ye ayarlanarak hazirlandi.

5.8.3.5.2. Yar1 Kuru Transfer

Yari kuru transfer islemi i¢in Towbin tamponu 10 kere seyreltildi ve % 10 metanol
eklenerek kullanildi. 2 kat Whatman 3 MM filtre kagidi ve PVDF membran kagidi
jel boyutunda kesildi. PVDF membran kagidi metanolle 15 saniye kadar 1slatilarak 3
MM Whatman kagitlari ile birlikte hazirlanan metanollii Towbin tamponu igerisinde
15 dk oda sicakliginda ¢alkalandi. Proteinlerin PVDF membrana aktarilmasi i¢in yari
kuru transfer sisteminde, alta 2 kat 3 MM Whatman kagidi, jel, PVDF membran ve
tekrar 2 kat 3 MM Whatman kagidi ile sandvi¢ benzeri olarak hazirlandi. Bio-Rad
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Semi Dry transfer aleti (Bi-Rad #170-3940) ile 15 volt’da 45 dakika (dk) oda

sicakliginda transfer islemi gergeklestirildi.

5.8.3.5.3. Bloklama

TBS igerisinde % 3 BSA ¢ozildii ve 1 saat oda sicakligindak, bir calkalayici

tizerinde calkalanarak inkiibe edildi.

5.8.3.5.4. Birincil Antikor

Anti-Aktin antikoru: Actin (1-19), Santa Cruz # SC-1616, Lot: L1307, 1:1000 olacak
sekilde TBS igerisinde ¢6ziildii, 10 ml antikor ¢6zeltisine koruyucu olarak 50 pL % 2
NaNs; eklendi.

Anti-CNP antikoru: CNP (C tip natriiiretik peptit), SC # 20371, Lot: L1345, 1:400
olacak sekilde TBS igerisinde ¢oziildii, 10 ml antikor ¢6zeltisine koruyucu olarak
100 pl % 2 NaNg3 eklendi.

5.8.3.5.5. ikincil Antikor

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

igerisinde ¢oziildii.

5.8.3.5.6. C Tip Natriiiretik Peptit / Aktin Proteinlerinin Belirlenmesi

Bu yontem ile SDS-PAGE ile protein bandlar1 halinde ayrilmis olan lizatlar elektrik
akimi ile bir matriks membrana aktarildi. Membrana aktarilmis proteinlerden
arastirtlmak istenene karsi antikorlar ve anti-antikorlar ile bir deteksiyon yapildi. Bu
deteksiyon ile ilgilenilen protein semi kantitatif olarak tespit edildi (Manchenko
2003).
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5.8.3.5.6.1. Karanhk Oda Islemleri

PVDF iizerine transfer edilmis olan proteinler karanlik odada, kemiluminesans kit
(Super Signal West Pico Chemiluminescent, Pierce #34080) kullanilarak olusan
1stma X-ray filmlere aktarildi. Kemiluminesans kit protokoliinde belirtildigi gibi, bu
kitin iki bileseninden de birer birim alinarak her bir membran igin 4 ml kullanildi ve
membran bu kit ile iyice islatildi. Membranin altina istiine asetat film konuldu.
Asetatlarin lizerinde su kalmamasina dikkat edilerek bir X-ray film kasetine
yerlestirildi. X-ray filmile 1, 5, 10, 30 ve 60 dk siirelerle membran ile film bekletildi.
Kirmizi 151k altinda 6 dk developer ve 1 dk fiksatif solusyonunda tutuldu.

5.8.4. Oksitosin, Ostrojen ve Progesteronun HUVEC’lerde C Tip Natriiiretik

Peptit Ekspresyonunun mRNA Diizeyinde Incelenmesi

5.8.4.1.Cozeltiler

Scrapper (Hiicre Kaziyici)
Total RNA izolasyonu Kiti: Macherey Nagel: MN #740955.50

Total RNA Izolasyon Kiti Bilesenleri

RA1 Tamponu

RA2 Tamponu

RA3 Tamponu

MDB Tamponu (Membrandan Tuz Uzaklastirict Tampon)

rDNAse (Rekombinant DNAse)

rDNAse i¢cin Tampon

H.0O

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

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

1.5 ml Eliisyon Tiipleri
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5.8.4.2.RNA Izolasyonunun Yapilmasi

RNA izolasyonu, 100 mm c¢apli hiicre biiyiitme kaplarindan elde edilen endotel
hiicrelerinden Total RNA Izolasyonu kiti ile yapildi.

- RA1 patlatma tamponundan 350 ul alimp {iizerine 3.5 uL B-merkaptoetanol
konularak bir karisim hazirlandiktan sonra bu karisim 100 mm ¢apli hiicre biiyiitme
kaplarinin iizerine konularak bir kaziyici yardimiyla hiicreler par¢alandi ve lizat elde
edildi.

- Bu lizat, NucleoSpin® Filter Column fizerine konuldu ve 1 dk 11 000xg’de 1 dk
santrifiij edildi.

- Kolondan tiipe gegen lizat iizerine 350 ul % 70 etanol konuldu ve 2 defa 15’er
saniye vorteks yapildi.

- Lizat, NucleoSpin® RNA II Column iizerine konuldu ve 30 saniye 11 000xg’de
santrifiij edildi. Bu durumda, RNA kolona baglandi.

- Kolona 350 pl MDB tamponu konul ve 1 dk 11 000xg’de santrifiij edildi.

- Kolondan DNA’lar1 uzaklastirmak ve parcalamak amaciyla 95 ul DNAse (10 ul
DNAse + 90 ul DNAse tampon karisimindan) eklendi ve oda sicakliginda 15 dk
inkiibe edildi. Uzerine 200 pul RA2 yikama solusyonunda konuldu ve 30 saniye
11 000xg’de santrifiij edildi.

- Kolona 600 pul RA3 yikama solusyonundan konuldu 30 saniye 11 000xg’de
santrifiij edildi. Kolona tekrar 250 pul RA3 yikama solusyonu konuldu ve 2 dk
11 000xg’de santrifiij edildi.

- Kolona 40 pl su konuldu ve 1 dk 11 000xg’de santrifiij edilerek bir tiip i¢erisinde
topland1 ve -80°C’de saklandi.

5.8.4.3.RNA miktarinin Nanodrop Cihaz ile Ol¢iilmesi

Izole edilen RNA’larin miktar1 Nanodrop™ TermoScientific cihazi ile dl¢iildii.
DEPC ile islem gormiis su ile 1:10 sulandirilan RNA o6rneklerinden 2 pl alindi ve
suya kars1 kor alinan cihaz ile olgtimler yapildi. RNA miktarlart 50 ng/ul ile 600

ng/ul arasinda bulundu.
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5.8.4.4 RNA Kalitesinin Bioanalyzer 2100 Cihaz ile Kontrol Edilmesi

RNA kalitesini gosteren bir tanim olan RIN (RNA integrity number), gen
ekspresyonunun kantitatif olarak oOlgiilmesi islemlerinde Olgililmesi gerekmektedir
(Fleige and Pfaffl 2006). Bu tez calismasinda RIN degerine Agilent 2100
Bioanalyzer cihazi ile bakildi. Bu cihaz, 28 S ve 18 S ribozomal RNA miktarlarini
mikrofludik sistem ile Olgerek 2 ile 10 arasinda RIN degeri vermektedir. Cihazin

6l¢lim yapabilmesi i¢in 1 pl total RNA gerekmektedir.

Resim 2. Agilent Bioanalyzer 2100 cihazi ve kullanilan ¢ip

5.8.4.5.cDNA Sentezinin Yapilmasi

Elde edilen total RNA ornekleri, kullanila Bio-Rad iscript cDNA sentez Kiti (Bio-
Rad # 170-8090) ile cDNA’ya ¢evrilmistir.

Bio-Rad cDNA Sentez kiti igerigi:

Reverse transkriptaz enzimi

Reverse transkriptaz enzim tamponu

dNTP karigimi

Rastlantisal hekzamer

1 ug total RNA alinmis ve DNase ile isleme tabi tutularak DNA’dan arinmis RNA
elde edildi. 1 ug RNA hacmi DEPC ile isleme tabi tutulmus su ile 15ul’ye getirildi.
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4ul 5X iscript tamponu ve 1 ul iscript transkriptaz enzimi eklenen 6rnekler sicaklik

dongii cihazi ile asagidaki sicaklik dereceleri ve zamanlariyla cDNA’lar elde edildi.

5x iScript Reaction Mix 4ul
iScript Reverse Transcriptase Tul
DEPC ile isleme tabi tutulmus su xul
RNA kalip Xul
Toplam hacim 20 ul

Sicaklik dereceleri ve zamanlari;

5dk 25°C
30 dk 42°C
5dk 85°C

5.8.4.6.Real Time PCR Analizinin Yapilmasi

Kullanilan 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 i¢in gerekli olan kimyasal malzemeleri iceren bir karisimdir ve iki
kere konsantre sekildedir. Kullaniminda 12.5 pl bu karisimdan alinir ve 12.5 ul’de
kalip cDNA, su, primerler, Tagman® prob olacak sekilde toplam 25 pl hacim ile
PCR yapilir. Real Time PCR cihazi olarak Bio-Rad 1Q5 kullanilmistir (resim 2).

41



=

2

==zee ®

-
Resim 3. Bio-Rad 1Q5 cihazi.
C Tip Natriiiretik Peptit Ekzon Dizisi

Gen Numarasi: : NM 024409.1

Exon 1:
ATGCATCTCTCCCAGCTGCTGGCCTGCGCCCTGCTGCTCACGCTGCCTCTCC
CTCCGGCCCTCCGAAGCCAAGCLCCGGGGLGLLCGLCCGAAG

Exon 2:
GTCCCGCGAACCCCGCCGGCAGAGGAGCTGGCCGAGCCGCAGGCTGCGG
GCGGCGGTCAGAAGAAGGGCGACAAGGCTCCCGGGGGCGGGGGCGCCA
ATCTCAAGGGCGACCGGTCGCGACTGCTCCGGGACCTGCGCGTGGACAC
CAAGTCGCGGGCAGCGTGG A
GGAGCCAACAAGAAGGGCT
GCCTCAAGCTGGACCGAATCGGCTCCATGAGCGGCCTGGGATGTTAG

CNP Primeri Forward: 0.3 uM olarak kullanilmistir.
5’-GCTCGCCTTCTGCAAGAGC-3’

CNP Primeri Reverse: 0.3 uM olarak kullanilmustir.
5’-CGAAGCAGCCCTTGGACA-3’

CNP Tagman Prob: 0.2 uM olarak kullanilmustir.
FAM 5’-CCCCAACGCGCGCAAATACAAA-3 TAMRA
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Glikoz 6 Fosfat Dehidrojenaz Geninin Ekzon Dizisi:
Gen numarasi: NM_001042351.1

Exon 1:

CGAGAACTCGGGAAGCCGGCGAGAAGTGTGAGGCCGCGGTAGGGLCCGC
ATCCCGCTCCGGAGAGAAGTCTGAGTCCGCCAGGCTCTGCAGGCCCGCG
GAAGCTCG

Exon 2:
AGGGACAGCCCAGAGGAGGCGTGGCCACGCTGCCGGCGGAAGTGGAGC
CCTCCGCGAGCGCGCGAGGCCGCCGGGGCAGGCGGGGAAACCGGACAGT
AGGGGCGGGGCCTGGCCGGCGATGGGGATTCGGGAGCACTACGCGGAGC
TGCACCCGTGCCCGCCGGAATTGGGGATGCAGAGCAGCGGCAGCGGGTA
TGGCAGGCAGCCGGCGGGCCGGCCTCCAGCGCAGGTGCCCGAGAGGCAG
GGGCTGGCCTGGGATGCGCGCGCACCTGCCCTCGCCCCGCCCCGLCCCGCA
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:

44



GGGTGCCCTTCATCCTGCGCTGCGGCAAGGCCCTGAACGAGCGCAAGGC
CGAGGTGAGGCTGCAGTTCCATGATGTGGCCGGCGACATCTTCCACCAGC
AGTGCAAGCGCAACGAGCTGGTGATCCGCGTGCAGCCCAACGAGGCCGT
GTACACCAAGATGATGACCAAGAAGCCGGGCATGTTCTTCAACCCCGAG
GAGTCGGAGCTGGACCTGACCTACGGCAACAGATACAAG

Exon 12:
AACGTGAAGCTCCCTGACGCCTACGAGCGCCTCATCCTGGACGTCTTCTG
CGGGAGCCAGATGCACTTCGTGCGCAG

Exon 13:
CGACGAGCTCCGTGAGGCCTGGCGTATTTTCACCCCACTGCTGCACCAGA
TTGAGCTGGAGAAGCCCAAGCCCATCCCCTATATTTATGG CAG

Exon 14:
CCGAGGCCCCACGGAGGCAGACGAGCTGATGAAGAGAGTGGGTTTCCAG
TATGAGGGCACCTACAAGTGGGTGAACCCCCACAAGCTCTGAGCCCTGG
GCACCCACCTCCACCCCCGCCACGGCCACCCTCCTTCCCGLCGLCCGACC
CCGAGTCGGGAGGACTCCGGGACCATTGACCTCAGCTGCACATTCCTGGC
CCCGGGCTCTGGCCACCCTGGCCCGCCCCTCGCTGCTGCTACTACCCGAG
CCCAGCTACATTCCTCAGCTGCCAAGCACTCGAGACCATCCTGGCCCCTC
CAGACCCTGCCTGAGCCCAGGAGCTGAGTCACCTCCTCCACTCACTCCAG
CCCAACAGAAGGAAGGAGGAGGGCGCCCATTCGTCTGTCCCAGAGCTTA
TTGGCCACTGGGTCTCACTCCTGAGTGGGGCCAGGGTGGGAGGGAGGGA
CAAGGGGGAGGAAAGGGGCGAGCACCCACGTGAGAGAATCTGCCTGTG
GCCTTGCCCGCCAGCCTCAGTGCCACTTGACATTCCTTGTCACCA
GCAACATCTCGAGCCCCCTGGATGTCCCCTGTCCCACCAACTCTGCACTC
CATGGCCACCCCGTGCCACCCGTAGGCAGCCTCTCTGCTA
TAAGAAAAGCAGACGCAGCAGCTGGGACCCCTCCCAACCTCAATGCCCT
GCCATTAAATCCGCAAACAGCC
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G6PDH Primeri Forward: 5’-TGCCCCCGACCGTCTAC-3’ 0.3 uM olarak
kullanildi.

G6PDH Primeri Reverse: 5’-ATGCGGTTCCAGCCTATCTG-3* 0.3 uM olarak
kullanildi.

G6PDH Tagman prob: Cy5 5’-ACTCGTGAATGTTCTTGGTGACGGCC-3’BH4
0.2 uM kullanildz.

http://medgen.ugent.be/rtprimerdb/assay report.php?assay id=1031

Su: Real Time PCR deneylerinde kullanilan su, niikleazdan arindirilmis 6zelliktedir.

Primerlerin Hazirlanmasi:

Alman primerler Operon firmasindan F ve R primerle 100 nmol, prob ise 50 nmol
olacak sekilde satin alinmistir. Laboratuara geldiginde liyofilize halde olan primerler

kendi bilgi dosyalarinda bulunan sekilde sulandirildi.

5.9.ELISA Yéntemiyle Oksitosin, Ostrojen ve Progesteronun HUVEC’lerden C
Tip Natriiiretik Peptitin Besiyerine Sekresyonunun Olgiilmesi

Cozeltiler:

NT-proCNP ELISA Kiti, Biomedica #B1-20872
Kit bilesenleri:

Antikor kapli plate

Yikama tamponu, 20 kere konsantre

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

Kontrol 6rnegi

Konjugat, anti NT-proCNP-HRPO

Substrat, TMB ¢ozeltisi

Durdurucu ¢ozelti

Bu kitin ¢alisma prensibi sekil 8’de de goriildiigi gibi antikor kapl kuyulara 6rnek,

standart ve kontrol eklenerek bir antikor antijen etkilesimi meydana gelir. HRP
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enzimi konjugat olarak eklenir ve TMB solusyon ile bir renk meydana gelir. Bu

olusan renkte spektrofotometrede absorbansi Olgiilerek standart grafigi yardimiyla

orneklerdeki NT-proCNP konsantrasyonu pikomolar olarak ifade edilebilir.
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Sekil 8 : ELISA kitinin ¢aligma prensibi

1: ELISA plate kapl1 antikor

2: Ornek, standart veya kontrol

3: HRP enzimi bagl konjugat
4: TMB ¢ozeltisi

Deneyin yapilisi:

Her bir antikor kapli kuyuya, standartlardan, kontrolden ve orneklerden
duplike olarak 50’ser ul konuldu, fakat kor olarak olusturulan iki kuyuya
konulmadi.

Kor harig, her bir kuyuya 200’er pl konjugat konuldu.

Kuyularin iizeri kitten ¢ikan bir band ile kapatildi, oda sicakliginda ve
karanlikta dort saat inkiibasyona birakildi.

Kuyular bes kere yikama ¢ozeltisi ile yikandi.

Sert bir bigimde bir havlu kagida vurularak kuyularda sivi kalmamasi
saglandi.

Tiim kuyulara 200’er pl substrat eklendi.

Yarim saat oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi.
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- Uzerine 50 pl durdurma solusyonu eklendi ve ELISA okuyucuda Asis ve Agss

nm’de okundu.
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6. BULGULAR

6.1. HUVEC Biiyiime Egrisinin Elde Edilmesi ve ve Hiicre Popiilasyonunun ki

Katina Cikma Siiresinin Hesaplanmasi

HUVEC’lerin biiylime egrisinin elde edilmesi ve hiicre popiilasyon sayisinin iki

katina ¢ikmasi siiresi farkli miktarlarda ekilen hiicrelerin belirli siireler sonunda

sayilarak yapildi. 12 kuyulu hiicre biiylitme kaplarinda yapilan deneylerde her bir

nokta i¢in 4’er tekrar kuyu calisilmis olup, hiicreler 3. pasaj olarak kullanildi.

Yapilan deneylerin sonuglari Tablo 4’de gosterildi. Elde edilen veriler hem biiyiime

egrisinin ¢iziminde (Sekil 9) hem de popiilasyonun ne kadar siirede iki katina

¢iktiginin bulunmasinda kullanildi (Tablo5). Biiylime egrisinden beklenen, hiicrelerin

sayisinin artmasi ile bulunduklari kapta daha fazla biiyeyemeyerek egrinin plato

konumuna gelmesidir.

HUCRE PASAIJI 3
EKILEN 0. GUNDE | 2. GUNDE | 4. GUNDE | 7. GUNDE
HUCRE SAYILAN SAYILAN SAYILAN SAYILAN
SAYISI HUCRE HUCRE HUCRE SAYISI | HUCRE SAYISI
SAYISI SAYISI

10 000 9205+ 751 | 190311735 | 44126+ 7704 | 123708+33219
20 000 19870+ 1357 | 45185+2482 | 92276+21556 | 216368+ 10640
40 000 36100 £2458 | 97887 +7232 |230521+22151 | 119437+29 770

Tablo 4: Ekilen HUVEC’lerin Degisik Giinlerde Elde Edilen Sayilari
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HUCRE PASAJI 3

EKILEN HUCRE | 0-2 GUN PDT |24 GUN | 4-7 GUN PDT (saat)

SAYISI (saat) 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
yogunlugu  kurami
nedeniyle
hesaplanamamustir.

Tablo 5: HUVEC lerin Sayilarmin iki katma Cikma Zamanlari s (PDT)

Yapilan deneyler sonucunda hiicre sayilarmin iki katina ¢iktigi siirenin 36 saat
oldugu bulunmustur. 10 000 olarak ekilen hiicrelerin, kuyuya seyrek yerlestiginden
biiylimelerinin yavas oldugundan dolay1 PDT degerinin biiyiik oldugu, 40 000 ekilen
hiicrenin ise ¢abuk bir sekilde kuyuyu doldurdugundan 7. giinde hiicre sayisi ¢ok

diistiigii bulundu.
PDT
60 -
501 /-/.
40 ~— o
- — —e— 10000
2 30 - —=— 20000
n
20 - 30000
10 A
O T T 1
0-2 gin 2-4 gin 4-7 gin
GUNLER

Sekil 9: HUVEC lerin Biiyiime Egrisi.
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6.2. HUVEC Kiiltiirlerinin iImmiinohistokimya Yontemi ile Karakterizasyonu

HUVEC’ler i¢in von Willebrand faktor bir belirteg olarak kullanildi (Pusztaszeri,
Seelentag and Bomsan 2006). HUVEC’lerde bu proteinin  varligi
immiinohistokimyasal yontem ile arastirild1 ve 151k mikroskobu ile degerlendirildi.

Immiinohistokimya ydntemi i¢in anti-von Willebrand antikoru, HUVEC’lerdeki von
Willebrand proteinine baglandr ve ikincil antikor bu birincil antikora baglandi. Bu
ikincil antikora bagli olan horseradish peroksidaz enzimi ile ortama konulan DAB (3-
3’ Di amino benzidine) kimyasali ile kahverengi bir renk olustu ve bu HUVEC’ler bu

renk ile karakterize edildi.

Immiinohistokimya deneyi sonucunda, bu tez ¢aligmalarinda kullanilan

HUVEC’lerin vWF ile boyandigi goriilmiistiir.
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Resim 4: HUVEC’lerin vVWF antikoru ile karakterizasyonu. A. Anti-vWF antikorunun kullanildig:
hiicre grubu. B. Anti-vWF antikorunun kullanmilmadig hiicre grubu
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6.3. Anti-CNP Antikoru ile Western Blot Analizi

Western blot analizi, 40 ug protein lizati ve kontrol olarak da Bachem firmasindan
satin alinan CNP-22 peptiti ve Anti-CNP ve Anti-Aktin antikorlar1 kullanilarak
gergeklestirilmistir. Yapilan deney sonucunda CNP-22 antikoru ile 50 ng miktarinda
band goriinmiistiir. Lizatta CNP bandi gériinmezken, aktin bandi goriildii.

CNP-22, 2.2 kDa

10 25 50 100ng lizat

Resim 5. Anti CNP antikoru ile Western Blot Sonucu

<= 42 kDa

Resim 6. Anti Aktin antikoru ile Western Blot sonucu
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6.4. Real Time PCR (Ger¢cek Zamanh PZR) ile C Tip Natriiiretik Peptit
Ekspresyonunun mRNA Diizeyinde Analizi

Elde edilen total RNA miktarlart Nanodrop™ cihaziyla ve RIN numaralan ise;
Bioanalyzer 2100 cihaziyla 6l¢iildii ve sonuglar1 tablo 6’da goriilmektedir. Gergek

zamali PZR sonuglar1 2" %% S y5ntemiyle gen ekspresyonu sonuglart elde edildi.

—— —— —— — —— 4285 ribozomal RNA
—
% 18S ribozomal RNA
L

Resim 7. Bioanalyzer 2100 ile RNA kalitesinin analizi sonucu
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Resim 8. Ger¢ek zamanl PZR sonuglari. A: CNP sonuglari; B: GAPDH sonuglari
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Deney Gruplari 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) 112/07/08 230 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 degerleri, K:Kontrol, (E2): Ostrojen, Ox: Oksitosin, P(4):
Progesteron

Elde edilen bu total RNA’lar cDNA’ya ¢evrilip, Ger¢cek Zamanli PZR (Real Time
PCR) teknigi ile mRNA diizeyindeki ekspresyonlar olgiildii. Bu deneyler triplike
olarak biiyiitiilen hiicre biiylitme kaplarindan alinan hiicrelerden elde edilen total

RNA’lar ile elde edilen cDNA’lar duplike olarak ¢alisildi.
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Deney Gruplari
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=
P4 + OX
100 nM

Sekil 10. CNP geninin Gergek Zamanli PZR sonuglari

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

Miktarmin Olgiilmesi

ELISA kiti iige boliinerek ¢alismaya alindi. 11k ¢alismada diizgiin bir standart grafik

elde edildi ve yapilan denemelerde Ostrojen ile 2 pmol/L, diger hormonlarin

kombinasyonlarinda ise 0.5 pmol/L konsantrasyonlarinda CNP peptidi tespit edildi.

Fakat, kitin tamami anlagilamayan teknik sorunlar nedeniyle c¢alismadigindan,

diizgilin bir veri elde edilememistir.

0,9
0,8 1
0,7 1
0,6
0,5 1
0,4 1
0,3 1
0,2 1
0,1 1

A415-655

NT Pro CNP

y = 0,0382x - 0,0025
R? = 0,9986

& Seri1

—— Dogrusal (Seri 1)

0,19

10 15 20
pmol/L

25

Sekil 11. CNP ELISA kiti standart grafigi
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7. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda yapilan c¢alismalarla CNP’nin, kan damarinda bulunan diiz kas
hiicrelerinde hiperpolarizasyon yaparak veya reseptorii aracilifiyla vazodilatasyona
neden oldugu goriilmiistiir. CNP’nin, ayrica trombosit agregasyonunu engelleyerek,
NO salinimini arttirarak, adezyon molekiillerinin ekspresyonunu baskilayarak
enflamasyonda durdurucu etkisi bulunmaktadir (Qian et al 2002). Bu etkileriyle

CNP, endotel kaynakl1 anti aterosklerotik bir hormon olarak 6nem kazanmaktadir.

Bu arastirmada, Western blot yontemiyle, Ostojen, progesteron ve oksitosin gibi
hormonlarin endotel hiicre kiiltiirlerinde, CNP’nin protein diizeyinde ekspresyonu
tizerindeki etkileri arastirilmak istenmistir. Western blot deneylerinde, Bachem
marka CNP peptiti i¢in en diisiik tayin edilebilir diizey 50 ng olarak tespit edilmistir.
Arastirmamizda 40 pg total potein igeren hiicre lizatlarinda yapilan Western blot
calismasinda CNP bandlar1 gézlenememistir. Bunun nedeni CNP miktarinin 40 pg
hiicre total lizatinda 50 ng altinda bulunmasi veya sentezlendiginde depo edilmeden

derhal salinmasi olabilir.

Endotel kiiltiir ortamlarinda ELISA yontemi ile CNP diizeyleri dl¢iilmeye ¢alisilmig

nedeni anlasilamayan teknik sorunlar nedeniyle sonug¢ alinamamustir.

Arastirmamizda, endotel hiicrelerinde CNP ekspresyonundaki degisiklikler, gercek
zamanl PZR teknigi kullanilarak 6lgiilebilmistir. Ostrojen ve progesteronla inkiibe
edilen HUVEC’lerde CNP ekspresyonunda artislar tespit edilmistir. Ancak oksitosin
ile inkiibasyon sonunda anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Endotel hiicre
kiltiirlerinde, CNP transkriptlerinin kopya sayis1 ¢ok az oldugu i¢in, standart sapma
degerlerimiz yiiksek bulunmustur. Peltonen ve arkadaslari, CNP’nin 2007 yilinda
aort kapaklarinda mRNA ekspresyonunu inceledikleri ¢alismalarinda standart sapma
degerlerini yiiksek bulmuslardir. Arastirmamiz, ger¢ek zamanli PZR teknigi
kullanilarak CNP ekspresyonu diizeylerinin endotel hiicrelerinde olgtldigia ilk
caligmadir. Ayrica Ostrojen, progesteron ve oksitosin gibi hormonlarin CNP sentezi

tizerindeki etkilerini aragtiran ilk ¢aligmadir.
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HUVEC Kiiltiirlerine uygulanan hormonlar igerisinden  Ostrojenin  CNP
ekspresyonunu arttirici etkisi, progesterona gore yliksek bulunmustur. Daha once fare
uterusunda yapilan bir arastirmada, Ostrojenin CNP ekspresyonunun arttirdigi
gosterilmistir. Ostroza girmeyen farelerde ise, CNP transkriptleri uterusta
bulunamamistir (Acuff et al 1997). Ostrojenin natriiiretik peptitler iizerine etkisinin
gosteren bir baska calismada, postmenapoz donemde, Ostrojen replasman tedavi
uygulanan kadinlarda NT-proBNP seviyesinin yiikseldigi goriilmiistiir. Ancak, CNP

lizerindeki etkileri incelenmemistir. (Karjalainen et al 2004).

Ostrojenin, in vivo ve in vitro olarak NO’yu arttirdi1 bilinmektedir. Ostrojenin
damar sagligi lizerinde etkilerini NO iizerinden yaptiZ1 disiiniilmekteyken, bu
arastirmamizla Ostrojenin CNP’yi arttirtyor olmasi, ostrojenin NO’den bagka, CNP
araciligt ile de damar sagligi iizerinde etkili olabilecegini gostermektedir

(Goligorsky 2000).

Progesteron, yaptigimiz bu ¢alismada CNP ekspresyonunu arttirmistir fakat dstrojene
gore etkisi daha azdir. Progesteronun, koyun endometrium kesitlerinde yapilan
deneylerde vazokonstriktor olarak bilinen prostaglandin 2a’nin saliniminin azaltmasi
(Bishop and Stormshak 2006), sigan aorta kesitlerinde NO seviyesini arttirmasi
(Cutini, Sellés, Massheimer 2009) ve sigir aortik endotel hiicrelerinde ET-1
salinimini azaltmasi (Morey, Razandi, Pedram, Prins and Levin 1998) bu hormonun,
damar {izerinde vazodilatdr etkisi oldugunu gdstermektedir. Progesteronla inkiibe
edilen Chinese Hamster Ovary (CHO) hiicrelerinde NO artmasi, bu hiicrelerde
meydana gelen [Ca*]; artisinin NO salgilattigina dair bir kanit olarak sunulmustur
(Ashley, Clay, Farmerie, Niswender and Nett 2006). Progesteron, hamilelikte uterus
kaslarinin kasilmasini durdurarak erken dogumu engellemekte ve hamileligin saglikli
olarak devam etmesine yardimci olmaktadir. Progesteron, oksitosinin reseptoriine
baglanmasini engelleyerek gebelik boyunca uterus kasilmasini durdurmakta, gebelik
siiresinin sonunda progesteron seviyesinin diismesiyle dogum baslamaktadir.
Progesteron, bu yolla da kaslar iizerinde bir gevseme etkisi yapmaktadir (Omar,

Ramirez, Tracy, Glover and Gibson1998). Bizim ¢alismamizda, progesteronun
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CNP’yi arttirmasi, bu hormonun vazodilatif etkisine CNP’nin de katkida

bulunabilecegini gostermistir.

Oksitosin damarlardaki siv1 artigina bagli olarak ve hipotolamustan salinarak kalpten
ANP iretimi arttiran, natriiiretik etki yapan bir nérohipofiz peptitdir. Oksitosinin
ANP salinnmindan sorumlu oldugu, oksitosin verilen perfiize sigan kalplerinde
gosterilmistir. Bu deneyde, oksitosin reseptorii antagonistleri kullanilifinda ANP
salimimininda azalma goriilmesi, kalp i¢i bir oksitosin sisteminin oldugunu
gostermistir (Costa-e-Sousa et al 2005). ANP ve BNP’nin de natritiretik ve ditiretik
etkilerle kan hacmini azaltarak tansiyon iizerinde olumlu etkileri vardir. Sigir aort
hiicre kiiltlirtinde yapilan ¢aligmada, ANP ve BNP’nin CNP ekspreyonunu 400 kata
kadar arttirdig1 goriilmistiir (Nazarino et al 1995). Oksitosinin, endotel hiicrelerinde
ANP ve BNP iretimini arttirip arttirmadigir bilinmemektedir. Dolayisiyla bu
hormonlarin da endotelyumda CNP ekspresyonu iizerinde etkilerinin olup olmadigi
veya oksitosinin direk olarak CNP ekspresyonu lizerindeki etkileri bilinmemektedir.
Bu tez calismasinda oksitosinin, HUVEC kiiltiirliinde CNP ekspresyonu iizerinde
etkisi arastirllmistir. Kisitli  sayidaki deneyler sonunda, oksitosinin CNP
ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide artirmadigr gortiilmiistiir. Fakat, yapilan bu kiiltiirlerde
eszamanli olarak ANP ve BNP miktarlarina bakilmadigi i¢in oksitosinin ANP ve

BNP {izerindeki etkileri de bu ¢aligsmada incelenmemistir.

Literatiirde, CNP’nin ekspresyonunun, LPS, TNF-a, IL-1 gibi enflamatuvar ajanlar
ve iskemi, shear stres gibi patolojiler tarafindan arttigi gosterilmistir. Ayrica, ayni
natritiretik peptit aile liyesi olan ANP ve BNP’de CNP ekspresyonunu endotelde
artirdigr bildirilmistir. Yaptigimiz bu arastirmayla, oksitosinin ANP aracili olarak
beklenen CNP ekspresyonunu artirmasi gozlenmemistir. Ancak Ostrojen ve

progesteronun CNP ekspresyonu iizerinde arttirici etkisi oldugunu gosterilmistir.

Bu tez arastirmasinda, dstrojen, progesteron ve Ostrojen tek tek verilmesinin yaninda
kombinasyonlar halinde de verilmistir. Bulgularimiz hormon kombinasyonlarinin tek
basina hormonlara gore CNP ekspresyonunu daha az etkiledigini gostermektedir.

Yani sinerjik bir etki gozlenmemistir. Ornegin, oksitosin strojen ile beraber
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verildiginde tek basina dstrojene gore daha az CNP ekspresyonu artigi gézlenmistir.
Ayni sekilde oksitosinin varligi progesteronun tek basina uyardigi CNP artisini
baskilamis gérunmektedir. Literatiirde gerek Ostrojenin oksitosin etkilerini, gerekse
oksitosinin Ostrojen etkileri modiile ettigine dair bulgular bulunmaktadir. Benzer
sekilde progesteron ve oksitosin arasindada etkilesimlerin bulunduguna dair bulgular

vardir. Ama heniiz bu etkilesimler net olarak anlagilmis degildir.

Ostrojen, oksitosin siteminin en &nemli uyaranidir. Ovaryumu alinan farelerde
oksitosin reseptoriiniin seviyesinin uterusta diistiigli ve Ostrojen takviyesi ile
oksitosin reseptoriiniin seviyesinin yiikseldigi gorilmiistiir (Ivell, Walther 1999). Bu
deney Ostrojenin oksitosin sistemi tizerinde bir modiilatér oldugunu géstermektedir.
Endotel hiicrelerine oksitosin verildiginde, NO iirettigi ve damarlarda gevseme
meydana getirmektedir (Thibonnier et al 1999). Ostrojende, oksitosin sistemi
tarafindan tiretilen NO miktarini arttirabilir ve oksitosinin vazodilatif etkisine katkida

bulunabilir.

Ostrojen verilerek yapilan in vivo damarlarda oksitosin ve oksitosin resptdriiniin
ekspresyonunda artiglar kaydedilmistir (Gutkowska et al 2000).

MCF-7 hiicrelerinde, oksitosin verildiginde 0Ostrojenin mitozu uyarici etkisini
durdurdugu ve reseptorlerinin sayisini azalttigi gosterilmistir (Yamamoto, Carter and
Cushing 2006).

Progesteronun da oksitosin sistemini uyardigi, sigir granulaza hiicre kiiltiirtinde
yapilan ¢alismayla anlasilmigtir. Progesteron verilen bu hiicrelerde oksitosin
salmmminin  arttig1 tespit edilmistir (Voss and Fortune 1993). Buna mukabil
progesteronun  oksitosinin  etkilerini  reseptdriine baglanmasint  engelliyerek

baskiladigina dair de bulgular bulunmaktadir.

Bizim sonuglarimizda bu hormonlarin birbirini etkiledigini ispatlamaktadir.
Oksitosinin, dstrojen ve progesteronun CNP ekspresyonu iizerindeki uyarict etkisini
baskiladigin1 gostermektedir. Ancak bu etkilesmenin mekanizmasinin aydinlatilmasi

icin daha cok deneylere gerek vardir. Literatiirde bulunan kisitli sayidaki
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aragtirmalarla bu konuda yorum yapmak miimkiin degildir. Bu konunun
aydinlatilmast ve CNP sentezinin ve salgilanmasinin mekanizmasinin anlagilmasi

damar saglig1 agisindan ¢cok 6nem tagimaktadir.
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