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FAD: Flavin adenin diniikleotid
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HCI: Hidroklorik asit
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LDL: Diisiik dansiteli lipoprotein

NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
NO: Nitrik oksit

NOA: Nitrik oksit analizorii

NOS: Nitrik oksit sentaz

eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz

iNOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
nNOS: Noral nitrik oksit sentaz

MAP Kinaz: Mitojen aktivated protein kinaz



OT: Oksitosin

OTR: Oksitosin reseptorii

P: Progesteron

PAI: Plazminojen aktivator inhibitorii

PBS: Fosfat buffer salin

PGI,: Prostasiklin

PMSF: Fenilmetansiilfonilflorid

SDS: Sodyum dodesil sulfat

SDS-PAGE: Sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi
sGC: Coziiniir guanilat siklaz

TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin
tPA: Doku plazminojen aktivatorii

uPA: Urokinaz plazminojen aktivatorii
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1.0ZET

Son yillarda yapilan arastirmalar, oksitosinin bir kardiovaskiiler hormon olabilecegini
gostermektedir. Oksitosin (OT) kan basinct ve kalp atis hizim1 endokrin veya
noroendokrin yolaklarla dogrudan veya vazoaktif aracilarin salinimim stimiile ederek
etkilemektedir. Oksitosin ve oksitosin reseptorlerinin (OTR) varligi kalpte ve damar
sisteminde gosterilmistir. Hiicre kiiltiiriinde OTR’lerinin OT tarafindan uyarimi endotel
hiicrelerden nitrik oksit (NO) salinimina sebep olmustur. Sicanlar iizerinde yapilan bir
calisma ile damar sisteminde Ostrojen regiilasyonuna hassas bir oksitosin sisteminin
oldugu gosterilmis olsa da mekanizmasi tam olarak kesinlik kazanmamistir. Bu
caligmada steroid hormonlardan 17B-6stradioliin (E2) ve progesteronun (P) insan
endotel hiicrelerinde OTR sentezi ve OT ile uyarilan NO iizerindeki etkisinin
arastirilmas1 amaglanmustir.

Insan umbilikal veninden izole edilen endotel hiicreler kiiltiir edilmis ve 3 pasajlama
sonunda hiicreler, hormon icermeyen medyum veya tek basina OT/E2/P hormonlari ile
veya bu hormonlarin kombinasyonlarini iceren medyumlar ile 24 saat inkiibe edilmistir.
Bu inkiibasyon sonunda medyumlardaki NO miktar1 NO analizorii Sievers 280i ile
Olciilmiistiir. Hiicre lizatlarinda Western Blot analizi ile OTR tayini yapilmustir.

Kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda tiim tek hormon ile inkiibe edilmis hiicrelerin
medyumlardaki NO miktarindaki anlamli artis su sirayla meydana gelmistir; E2, OT, P.
Endotel hiicrelerinin E2+OT ve OT+P gibi hormon kombinasyonlariyla inkiibasyonu
sonucunda NO saliniminda OT, E2 ve P ile tek basina inkiibe edilmis hiicrelere gore bir
azalma gozlenmistir. Steroid hormonlarla inkiibasyon sonucunda OTR miktarlarinda
artis gozlemlenmistir. Bu sonuglar seks steroidleri E2 ve P’nin OTR sentezi ve

aktivitesinde dnemli rollere sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Nitrik oksit, oksitosin, seks steroidleri, western blotting



2.SUMMARY

The Effect Of Oxytocin On Nitric Oxide Synthesis And The Role Of Estrogen On
Regulation Of Oxytocin Action In Endothelial Cell Culture

Evidence suggests that oxytocin (OT) is a cardiovascular hormone. OT influence blood
pressure and heart rate by endocrine and neuroendocrine pathways directly and/or or
by stimulating the release of vasoactive mediators. OT and OT receptor (OTR)
synthesis have been demonstrated in heart compartments and the vasculature.
Stimulation of OTR by OT caused release of nitric oxide from endothelial cells in
culture. Although the vascular OT system seems to be modulated by estrogens, the
mechanism is not clear yet. In this study we aimed to investigate the effect of steroid
hormones 17B-estradiol (E2), progesterone (P) on the synthesis of OTR and oxytocin
induced NO release from human endothelial cells.

Endothelial cells isolated from human umbilical veins were cultured and after 3
passages incubated by hormone free medium or medium containing OT/estradiol /
progesterone or combination of these hormones. After 24 hours of incubation NO
metabolite levels were measured in the media by NO analyzer Sievers 280i. In cell
lyzates OTR were assayed by Western Blotting.

Compared to controls, all the hormone when applied singly caused an increase in NO
levels with the order of potency E2, OT, P. Yet, incubation of endothelial cells with
OT+ E2 or with OT+P resulted in a decrease of the release of NO compared to only OT
or E2 or P incubated cells. OTR levels were found to be increased by both E2 and P.
These results show that sex steroid have important role in the regulation of both

synthesis and the activity of OTR.

Key words: Nitric oxide, oxytocin, sex steroids, western blotting



3.GIRIS VE AMAC

Mezoderm kaynakli, tek kathi yassi bir doku olan endotel, kan ve damar diiz kas
hiicreleri arasina yerlesmistir. Endotelyumun yapisal biitiinliigtiniin siirekliligi kalp-
damar-kan icliisiiniin koordinasyon icinde islevlerinin yiiriitilmesinde 6nemlidir.
Endotelden, kan akisi, oksijen basinci ve reseptor aracili uyaricilar gibi faktorlere yanit
olarak bir¢ok vazoaktif madde salinmaktadir.

Endotelden salgilanan NO, prostasiklin (PGI,), endotel kaynakli hiperpolarize edici
faktor (EDHF) gibi maddeler vazodilator etkili, endotelinler (ET-1, ET-2, ET-3) ve
tromboksan A2 gibi maddeler ise vazokonstriktor etkilidirler (1). Endotel kaynaklt NO
vazodilatasyona neden olmasindan bagka trombosit agregasyonunu, 16kosit adezyonunu
ve diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe ederek aterogenezi geciktirdiginden dolay:
damar saglig acisindan ¢ok onemli bir molekiildiir (2-7).

Ostrojen kalp damar sagligim koruma acisindan onemli bir hormondur. Arastirmalar
Ostrojenin 6nemli vaskiiler etkilerinin bir kismi nitrik oksit araciligiyla gerceklestigini
gostermektedir. Ostrojenin endotel hiicrelerdeki nitrik oksit sentaz (NOS) miktarim ve
aktivitesini arttirdigl ve damarlarda vazodilatasyona sebep oldugu bilinmektedir.

Bir nonapeptit olan oksitosinin de kardiovaskiiler etkilerinin oldugu son yillarda yapilan
arastirmalarla gosterilmistir. Kalpte ve c¢esitli damarlarda oksitosin ve oksitosin
reseptorlerinin varligr saptanmistir. Endotel hiicrelere oksitosin uygulanmasiyla hiicre
ici kalsiyum hareketlenmesi, artmis nitrik oksit iiretimi ve hiicre proliferasyonu
gozlenmistir (8). Sicanlarda yapilan bir calismada, damar sisteminde Ostrojenik
diizenlemeye hassas olan bir oksitosin sistemi oldugu gosterilmistir. Ostrojen
uygulamast vena cavada oksitosin ve oksitosin reseptorleri gen ekspresyonunda artisa
neden olmustur (9).

Bugiine kadar 0Ostrojenin kalp-damar sistemi {iizerindeki koruyucu etkisine yonelik
bircok calisma yapilmistir. Ancak oksitosinin NO sentezi iizerindeki etkileri ve
Ostrojenin bu etkilerin diizenlenmesindeki rolii heniiz net olarak bilinmemektedir. Bu
calismada insan endotel hiicrelerinde oksitosinin ve seks steroidleri Ostrojen ve
progesteronun NO salgilanmas iizerindeki etkileri ve de seks steroidlerinin oksitosin

reseptor sentezi iizerindeki etkileri arastirilarak aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Ayrica bu



calismayla birlikte kalp damar sisteminde onemli etkileri olabilecek, ancak cok az

arastirilmis bir hormon olan oksitosin hakkinda bilgi saglanmaya calisilmistir.



4.GENEL BILGILER

4.1. Endotel Hiicreler:
Kan damarimin i¢ kismimi kaplayan endotel hiicreler, vaskiiler homeostazin
saglanmasinda temel rol oynayan, yaklasik (1-6) X 10" hiicreden olusan biiyiik bir
endokrin organdir (10).
Damar duvar ile kan arasinda secici bir bariyer gibi davranan endotel hiicreler, kritik

basal ve bir¢cok metabolik fonksiyonlar1 olan multifonsiyonel hiicrelerdir (11,12).

b DAMAR]

demar lameni

Sekil 4.1: Endotel hiicrelerin damar i¢i pozisyonlari (13)

Endotel hiicrelerinin fonksiyonlar1 su sekilde dzetlenebilir;

1. Dolasim ve damar duvari arasinda segici gecirgen bir bariyer olustururlar.

2. Cesitli vazoaktif maddeler iireterek damar toniisiiniin kontroliinde rol oynarlar.
3. Damar diiz kas hiicresinin proliferasyon ve migrasyonunu diizenlerler.

4. Koagiilasyon ve fibrinolitik olaylarda modiilator olarak rol oynarlar.

5. Inflamatuar ve immiinolojik olaylarda yer alirlar (12)
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Sekil 4.2 : Damar fizyolojisine iligskin endotel hiicrelerden salinan maddeler (10)

Endotel hiicreleri morfolojik yapilar1 ve bulunduklar1 yer dolayisi ile vaskiiler diiz kas
hiicreleri ile kan dolasiminin elemanlar1 arasinda (trombosit, monosit, enzimler,

hormonlar v.s) selektif gegici bir bariyer olusturur (14,15).

Ayrica basta NO, prostasiklin, endotel kaynakli hiperpolarize edici faktér (EDHF) ve
endotelin gibi vazodilatasyona veya vazokonstriksiyona sebep olan bircok vazoaktif
madde iiretip salarak, damar tonusunu kontrol ederler. Bu maddeler; trombin, bradikinin
ve ADP gibi bircok kimyasal uyaricilara cevap olarak veya kan basinci veya akisindaki

degisikliklere cevap olarak salinirlar (16).

Endotelden salinan vazoaktif maddelerin en 6nemlilerinden biri olan NO yar1 dmrii 5-10
saniye olan, endotel fonksiyonlarinin bir cogunda rol alan 6nemli bir biyolojik

habercidir. Gliclii vazodilator etkisinin yanisira nitrik oksit, endotele Iokosit



yapismasini, vaskiiler diiz kas proliferasyonunu ve trombosit agregasyonunu

engellemektedir (17).

Coziiniir koagiilasyon sistemine ve trombosit agregasyonu ilizerinde etkilere sahip olan
endotel hiicreler saglikli olduklarinda damar ici koagiilasyonu engellerler. Bunun igin
endotel hiicreler tarafindan trombosit aktivasyonunu etkileyen NO, prostaglandin,

trombomodulin ve heparin benzeri maddeler gibi bir¢ok madde iiretilir (12).

Ayrica endotel hiicreler, doku plazminojen aktivator (tPA), iirokinaz plazminojen
aktivator (uPA) ve plazminojen aktivator inhibitor (PAI) gibi maddeler iireterek

fibrinolitik yolakta gorev alirlar (18).

Endotel hiicreler c¢esitli biiylime faktorleri salgilayarak biiylime diizenlenmesi,
ekstraselliiler matriks bilesenlerinin iretimi gibi bircok olayda yer alir. Anjiogenez ve

vaskiilojenezde énemli bir role sahiptirler (19).

Endotel hiicreleri ayrica bir hiicrenin baska bir hiicre veya ekstraselliiler matriks ile
iliskisini saglayan membran proteinleri olan intraseliiler adezyon molekiilii (ICAM) ve
vaskiiler hiicre adezyon molekiilleri (VCAM) gibi adezyon molekiilleri sentezleyerek

16kosit migrasyonu inflamasyon ve endotel hiicre hasarinda 6nemli rol oynarlar (20).

Kisacast endotel hiicreler ¢esitli fiziksel ve kimyasal uyaricilara cevap verip hemostaz,

vazomotor tonus, immiin ve inflamatuar cevaplari regiile eder (19).



Tablo 4.1: Endotel hiicrelerden salgilanan baslica maddeler (12)

Endotel hiicrelerden salgilanan maddeler

1- Vasokonstriktorler
* Angiotensin converting enzim (ACE)
* Endotelinler (ET-1, ET-2, ET-3)

* Angiotensin II

2- Vasodilatatorler

* Nitrik oksit (NO)

* Endotel kaynakl: hiperpolarize edici faktorler
* Prostasiklin (PGI,)

3- Antitrombotik (homeostaz) maddeler
¢ Trombomodiilin
* Doku plazminojen aktivator (t-PA)

* Plazminojen aktivator inhibitor tip I (PAI-1)

4- Biiyiime modiilator / mediatorleri

a) Biiyiime promotorleri b) Biiylime inhibitorleri
* PDGF e Heparin siilfat

* FGF e TGF-

* IGF-1 @« NO

* [L-1 e Bradikinin

e Endotelin ® Prostasiklin

5- inflamatuar mediatorler

Adezyon molekiilleri;

* Endotelyal Lokosit Adezyon Molekiilii (ELAM)
« Intraseliiler Adezyon Molekiilii (ICAM)

* Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilleri (VCAM)




Endotel hiicre hasari, aktivasyonu veya disfonksiyonu, ateroskleroz, trombosis ve yari-
gecirgen membran Ozelliginin kayb1 gibi bir¢ok patolojik olayin gostergesi sayilir.
Endotel disfonksiyonu damar hastaliklarinin gelisiminde ve ortaya ¢ikisinda 6nemli bir
faktor olarak kabul edilmektedir (11,21). Hipertansiyon, hiperkolesterolemi ve diabet
gibi ateroskleroza zemin hazirlayan hastaliklarda endotele bagli gevseme cevabinin
yetersiz oldugu gosterilmistir (22-28). Bu baglamda, yapilan arastirmalar saglikli bir

kalp damar sisteminin ilk sartinin saglikli bir endotel oldugunu gostermektedir (29).

Tablo 4.2: Endotel disfonksiyonu ile birlikte olan bozukluklar (12)

Endotel disfonksiyonu ile birlikte olan bozukluklar
* Ateroskleroz

* Kalp yetmezligi

* Posttransplantasyon (koroner) reperfiizyon

* Hipertansiyon

* Hiperkolesterolemi

* Sigara i¢imi ve pasif icicilik

« Insiilin rezistans sendromlart / DM

Bu yiizden endotel hiicre yapisi ve fonksiyonel biitiinliigli, damar duvar1 saghg ve

fonksiyonlarinin devamliligini korumada ¢ok 6nemlidir (10).




4.2. Nitrik Oksit ve Nitrik Oksit Sentazlar:

Yar1 omrii, 5-10 saniye olan NO, hiicre i¢i ve hiicre disinda diizenleyici islev goren
kiiciik, reaktif bir serbest radikal molekiildiir. Ik kez 1979°da siklik guanozin
monofosfat (cGMP) iizerinden etki gosteren potent bir periferik vaskiiler diiz kas

gevsetici olarak tanimlanmustir (30).

NO, kanda ve ekstraselliiler sivida yiiksek oranda bulunan L-argininden sentezlenir
(31). Reaksiyon nitrik oksit sentaz (NOS) enzimlerine spesifik yerlerden baglanan
bircok kofaktdr (hem, FMN, FAD, BH,) iceren bir redoks olayidir. Farkli dokularda
farkli enzimlerden salgilanan NO degisik etkilere sebep olur (33).

H.N TH™ H.N
2 2 NADPH I: ?em N ﬁDP++H+ 2 N-0H
Ca /CaM / \%
MH \ WH
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Sekil 4.3: NO biyosentezi (32)

Uc NOS izoformu vardur:
* Noronal (nNOS veya NOS-1)
« Indiiklenebilir (iNOS veya NOS-2)
* Endotelyal (eNOS veya NOS-3)

Noronal NOS, esas olarak sinir sisteminde bulunur. Sinir sisteminde nNOS tarafindan

sentezlenen NO sinapslarin sekillenmesinde, koku alma, gorme, agriy1 algilama, hafiza



olugsmasi1 gibi islevlerde rol oynar. Nonadrenerjik ve nonkolinerjik sistemde
norotransmitter olarak rol oynar. Merkezi ve periferik sinir sisteminde bir

norotransmitter gibi rol oynayarak sinirlerden impuls gecisini etkilemektedir.

Immun sistem hiicrelerinde bulunan iNOS tarafindan iiretilen NO kalsiyumdan
bagimsiz olarak sentezlenir. Uyaricilar tarafindan transkripsiyonel olarak (mRNA
artistyla) enzim indiiklenir. Makrofajlardaki NO, tiimor hiicresi ve mikroorganizmalara

antimikrobiyal ve antitiimoral sitotoksik etki gosterir (33).

Vaskiiler endotel hiicrelerinde ekspresse edilen eNOS tarafindan iiretilen NO damar
saglhig acisindan ¢ok onemli bir molekiildiir. Diiz kaslarin gevsemesini saglayarak kan
akis hizini regiile eden NO, vaskiiler diiz kas hiicreleri {izerinde antiproliferatif etkiye
sahiptir. cGMP araciligiyla trombositlerin hem aggregasyonunu hem de adezyonunu
inhibe ederek trombus olusumunu engeller. Endotel yilizeyindeki adezyon (yapisma)

molekiillerinin ekspresyonunu inhibe ederek antiinflamatuvar etkiye sahiptir (33).

NOS enzimleri birbirinin aym olan iki alt birimden olusan homodimerik yapida
proteinlerdir. iNOS ve eNOS genleri 26’sar ekzondan; nNOS geni ise 29 ekzondan
olusur (34).

Biitiin izoformlar primer aminoasit dizilisinde %51-%57 oraninda bir homolojiye
sahiptirler. Her ii¢ izoformun karboksi-terminal bolgesi, sitokrom P450 ile %60

homolojiye sahiptir.

NOS enzimleri iki farkli bolge icerirler. Enzimin N-terminal bolgesi sitokrom P450
oksidaza yap1 ve fonksiyon olarak benzer. Bu bolge oksidaz bolgesi diye adlandirilir.
Bu bolge hem-grubu ve arjinin baglanma bolgelerini igerir. Tetrahidrobiopterin ve
oksijen baglanma bolgeleri de bu bolge iizerindedir. Oksidaz bolgesi, ayrica altbirimler

arasi etkilesimi sagladigindan, dimerizasyondan da sorumludur (34).



NOS enzimlerinin karboksi terminal bolgeleri ise yapr ve islev olarak P450 rediiktaz
enzimine benzer. Bu yilizden bu bolge ise rediiktaz bolgesi diye adlandirilmistir.

Koenzimlerden NADPH, FAD, FMN baglanma bolgeleri bu bolgede yer alir.

Kalmodulin veya Ca”*/kalmodulin, NOS enzimlerine ortalarindan baglanir. Bu bolge
rediiktaz ve oksidaz bolgeleri arasinda bulunur. Bu baglanma ile rediiktaz ve oksidaz

bolgeleri uygun konformasyonlari alarak enzimi aktive eder (34).

Arginine
02

Citrulline
NO (or NO")

Sekil 4.4: NOS enziminde elektron akis1 (35)

Endotelyal NOS ve nNOS asetilkolin ve bradikinin gibi hiicre ic¢i kalsiyum
konsantrasyonunu arttiran ajanlarca aktiflenir. Makrofajlar ve diger bagisiklik
hiicrelerinde bulunan iNOS ise sitokinlerce uyarilir, kalsiyum ve kalmoduline bagiml
degildir ve yeni protein sentezine ihtiya¢ duyar. NOS’un iizerinde NADPH, FAD, FMN
ve tetrahidrobiopterin gibi kofaktorleri ve prostetik gruplart baglamak igin bircok
diizenleyici boliimii vardir. Hiicrede eNOS esas olarak hiicre membranina bagh
bulunurken nNOS sitozolde bulunur. U¢ NOS izoformu aminoasit dizilisi bakimindan
%50 benzerlik gosterir. NOS, N-metil-L-arginin, N-nitro-L-arginin ve N-amino-L-

arginin gibi L-arginin analoglarinca inhibe edilebilir (36,37).



Endotelyal NOS endotelden NO salgilanmasinda rol oynayan, % 90 oraninda zarsal
fraksiyonda kaveollerde bulunan bir enzimdir. Endotelyal NOS 134 kD’luk iki benzer
monomerden olusan bir dimerdir ve fonksiyonel olabilmesi i¢in dimerik formda olmas1
gerekir. Enzimin dimerik hale gelmesi hem molekiiliiniin baglanmas: ile baslar; hem’in
yoklugunda enzim monomer halde kalir. Dimerik hale gegince enzime
tetrahidrobiopterin (BH4) baglanmasi miimkiin olur ve dimer kararli hale gelir (38).
Dimerin fonksiyonel aktivitesi, baglanan BH; molekiiliiniin sayisina baghdir. BHy
baglanmamis bir dimer siiperoksit iiretebilirken, BH4 molekiilii baglanmis eNOS dimeri
NO iiretir. Ayrica siiperoksitin ne kadar iretilebilecegi ortamdaki arjinin
konsantrasyonuna da baghdir. Yiiksek seviyede BHs varligi ise doymus bir dimer
yaratarak sadece NO sentezleyen bir enzim olugmasimi saglar. Arter ve ven endotel
hiicrelerinin yani sira, immiinohistokimyasal teknikler kullanilarak, bu enzimin
plasenta, bobrek tiibiil epitel hiicreleri, kolon, hipokampus ve beyinin c¢esitli

bolgelerinde varligr gosterilmistir (34).

Kaveolada kaveolin adl1 kaplayici proteinle sarili olan eNOS inaktif haldedir. Hiicre ici
serbest kalsiyumun artmasi ile enzim bu proteinden siyrilir ve aktif hale gelir ve serbest
kalsiyum diizeyi diisene kadar aktif kalir. Her ne kadar eNOS enzimi bazal bir diizeyde
iretilse de hipoksi, 0strojen gibi hormonlar, okside olmus diisiik dansiteli lipoproteinler

(oxLDL) ve mekanik gii¢ gibi faktorler ekspresyonu artirabilir (38,39).

In vitro ¢aligmalarda, hiicre dist Ca® yoklugunda veya kalmodulin antogonistlerinin
varliginda NO sentezinin devam ettigi de goOsterilmistir. Ca**/ kalmodulin bagimh
olmayan bu NO sentezi protein kinaz inhibitorleri tarafindan regiile edilir. Ozellikle
tirozin kinaz inhibitorlerinin eNOS aktivitesini de azaltmalar1 ve fosfataz
inhibitorlerinin aktiviteyi arttirmalar tirozin kinaz sisteminin de eNOS aktivitesinin

kontroliinde rol aldigim gosterir (34).

Endotelyal NOS’un zarsal veya sitoplazmik lokalizasyonu proteinin yag asitleri ile

kimyasal modifikasyonu tarafindan belirlenir. eNOS enzimi, N-terminaline yakin glisin



(Gly-2) miristoilasyona ve 2 sistein amino asitleri (Cys-15 ve Cys-26) palmitoilasyona
ugrayabilir. G proteinlerinde oldugu gibi miristoilasyon, proteinin zara yonlendirilmesi
icin onemlidir ve tepkime N-miristoil transferaz enzimi tarafindan katalizlenir.
Endotelyal NOS enzimi ayrica 2 sistein amino asidi {izerinden tiyoester bagi araciligi ile
palmitoilasyona da ugrar. Ancak yalmzca palmitoillenmis enzim hiicre zarina
yerlesebilir. Yag asitleri takilmig eNOS enzimi zarsal fraksiyona gecger (34). Enzimin
sitoplazmik fraksiyona gecisi depalmitoilasyon ve serin/treonin fosforilasyonu ile

hizlanir. Endotelyal NOS enziminin sitoplazmik fraksiyonunun aktivitesi cok diistiktiir.

Nitrik oksitin arjininden sentezi, nitrik oksit sentaz enzimi iizerinde iki basamakta
gerceklesir. Tepkimenin ilk basamaginda arjininin guanido nitrojeni hidroksillenerek N-
hidroksiarjinin olusur. Bu ara iiriin oldukg¢a stabildir ve istenirse tepkime ortamindan
izole edilebilir. Enzime siki bagli olan ara iiriin ikici asamada sitrulin ve nitrik oksite

cevrilir.

Nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan 1 mol arjininden 1 mol NO sentezi i¢in, 2 mol
oksijen ile 1.5 mol NADPH kullanilir. Kullanilan oksijenlerin 2 atomu suya

indirgenirken, diger 2 oksijen atomu NO ve sitrulin olusumunda kullanilir.

NO’in arjininden sentezi sirasinda arjininin azot atomu 5 elektronluk bir oksidasyona
ugrar. Arjininin N-hidroksi-arjinine c¢evrilmesi sirasinda substratta iki elektronluk
oksidasyon, N-hidroksi-arjininden NO ve sirtulin sentezi sirasinda ise ayni azot
atomunda ii¢ elektronluk oksidasyon daha gerceklesir (34). Sentezlenen NO hem damar
limenine hemde damar duvarina gecerek etki gosterir. Kisa Omiirlii bir molekiil
oldugundan okside edilerek inaktif bilesikler olan nitrit ve nitrat gibi son {iiriinlere

doniisiir. Hem’e yiiksek affinitesi olan NO, hemoglobin tarafindan inaktive edilir.

Etki Mekanizmasi: NO’nun en onemli fizyolojik hedefi, coziinebilir guanilat siklaz
(sGC) enziminin hem grubudur. sGS enzimi GTP’den cGMP olusumunu katalizleyen
bir enzimdir. Diiz kas hiicresine diffiizyonla gecen NO, guanilat siklaz1 uyararak,

guanozin trifosfatin cGMP’ye doniisiimiinii saglar.
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Sekil 4.5: Endotelden diiz kas hiicresine NO diffiizyonu (40).

Bircok hiicresel islem endotel, trombosit, vaskiiler diiz kas hiicreleri, noronlar ve NO
tireten diger hiicrelerden salinan NO tarafindan diizenlenmektedir. Dolasim sistemi
dikkate alindiginda NO’nun vazodilatator etki gosterdigi, bolgesel kan akimini ve
sistemik kan basincini diizenledigi, endotele yonelik olarak da aterosklerozu onleyici

etki yaptig1 bilinmektedir (41,42).

4.3. Ostrojen:

Disi seks hormonlarindan olan ve hipofizin gonadotrapik hormonlarinin etkisiyle
salgilanan Ostrojen, kadinlarda sekonder seks karakterlerinin olusumuna yol agan,
treme siklusunu ve bununla ilgili organlarin biiylime ve gelismesini saglayan 18

karbonlu steroid yapida bir hormondur.

Bagslica overlerde sentezlenen Ostrojenler, az miktarda da olsa plasenta, adrenal bezler

ve testislerde de sentezlenir.

Kadinlarda 6strojen foliikiiler fazda 100 pg/mL civarinda olup ovulasyon donemlerinde

600 pg/mL civarina kadar yiikselir. Hamilelik boyunca ise bu oran 20.000 pg / mL’ya



kadar cikabilir. Menopoz sonrasi ise Ostradiol serum miktart; ayni yastaki erkeklerde

olan seviyeye kadar inebilir ( 5-20 pg/mL) (43).
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Sekil 4.6: Ostrojen sentezinin sematik gosterilisi

Kadin ve erkeklerde goriilen kardiovaskiiler hastaliklarin insidansi risk faktorleri ve
bulunan hormonlarin farklili§i sebebiyle farklilik gosterir (43). Aterosklerotik
hastaliklarin insidansi, menopoz O©ncesi kadinlarda diisiik olup, menopoz sonrasi
kadimnlarda artar. Ostrojen takviye tedavisi alan menopoz sonrasi kadinlarda ise
Ostrojenin kandaki seviyesinin artmasina bagli olarak aterosklerotik hastaliklarin

insidansinda diigsme goriiliir (43-45).

Ostrojenin antiaterosklerotik etkileri kismen hormonun serum lipoprotein diizeyleri
iizerindeki olumlu etkilerine baghidir (45-47). Ostrojenin damar duvarindaki etkileri,
kardiovaskiiler koruyucu etkilerine de katkida bulunur (46,47). Hem akut hemde kronik

olarak vazodilatasyona sebep olan ve ateroskleroz gelisimine karsi koruyucu etki



saglayan Ostrojenin, damar sisteminden baska kemik, karaciger ve beyin gibi bir¢ok

dokuda reseptorlerinin varligi gosterilmistir.

4.3.1. Ostrojen ve dstrojen reseptorleri:

Her ikisi de steroid hormon reseptor ailesine dahil olan iki tip Ostrojen reseptorii
tanimlanmaistir; strojen reseptor o ve dstrojen reseptor B (48,49).

Ostrojen reseptérii a ve P oldukga benzer yapiya sahip olmakla birlikte, farkli genlerle
kodlanan, yapilari, ligand afiniteleri ve etkileri farkli olan steroid hormon
reseptorleridir. Aktive olduklarinda gen ekspresyonu araciligr ile etki gosterirler (48-
52). Dokular aras1 dagilimlan farkli olmakla birlikte, prostat, uterus, over, testis, akciger
ve beyin gibi bir¢ok farkli dokuda bu reseptorlerin varligi gosterilmistir (49). Vaskiiler
endotel ve diiz kas hiicrelerini iceren duvarlara sahip olan kan damarlari, 6strojeni

yiiksek afiniteyle baglayan Ostrojen reseptorleri bulundururlar (46,53).

4.3.2. Ostrojenin damar sistemi iizerine etkileri:

Vaskiiler sistem fonksiyonlari, endotel ve diiz kas hiicreleri tarafindan modiile edilir
(54). Kan damarlarinin i¢ kismina yerlesmis olan endotel hiicreler, diiz kas hiicrelerini
gevseten ve trombosit aktivasyonunu inhibe eden nitrik oksit sentezler ve salarlar (55).
Ostrojen, insan endotel hiicre Kkiiltiiriinde eNOS ekspresyonunu, eNOS promotor
aktivasyonu icin gerekli olan, transkripsiyon faktorii Spl’nin aktivitesini arttirarak

yapabilir (56).
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Sekil 4.7: Damar duvarindaki ostrojen etkileri (57).

Diiz kas hiicrelerinde 6strojen reseptorlerinin varligi bu hiicrelerin, 6strojen i¢in hedef
doku oldugunun bir gostergesidir. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde dstrojen konraktiliteyi,
proliferasyonu, matriks bilesenlerini ve yapimini regiile eder (58). Yapilan in vitro
caligmalarda Ostrojenin diiz kas hiicrelerindeki hiicre biiylimesi iizerindeki diizenleyici

etkilerini desteklemektedir.

4.3.2.1. Ostrojenin direkt vaskiiler etkileri:
Ostrojenin, 0Ostrojen reseptér aracili direk vaskiiler etkileri gen ekspresyonunu
etkilemeyen hizli non-genomik etkiler ve klasik gen ekspresyonu aracili uzun donem

genomik etkileri diye 2’ye ayirabiliriz.

Hizli Etkileri: Genomik olmayan etkiler steroid hormonlarin ortak Ozelliklerinden

biridir ve siklikla ¢esitli protein kinaz kaskadlarinin aktivasyonu ile alakalidir (59,60).

Ostrojenin en 6nemli akut etkisi endotel hiicrelerdeki nitrik oksit sentazi aktive etme

yoluyla hizli bir sekilde arter vazodilatasyonuna sebep olmasidir.
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Sekil 4.8: Non genomik yolakla, endotel hiicre iizerindeki Ostrojen kaynakl

vazodilatasyon (61)

Bu aktivasyonu saglayan net mekanizma tam anlamiyla anlasilmis degildir. Ostrojenin
fizyolojik konsantrasyonu vaskiiler diiz kas hiicrelerinin hiicre membraninda bulunan
kalsiyum aktifli potasyum iyon kanallarinin agilmasini stimiile eder (62,63). Bu da

vaskiiler diiz kas hiicrelerinin gevsemesine katkida bulunur (62,63).

Ostrojenin  rapor edilen diger akut etkileri arasinda; intraselliiler kalsiyum
mobilizasyonu, adenilat siklaz aktivitesinin stimiilasyonu ve cAMP iiretimi yer alir (64-
66). Ayrica 17B-0stradiol tarafindan MAP kinaz sinyal yolaginin aktivasyonu, endotel,
kemik ve noroblastoma hiicre tipleri gibi ¢esitli hiicrelerde gosterilmistir (67-70) Yine
17B-0stradiol’ iin Fosfoinozitid-3kinaz (PI 3-kinaz) sinyal yolagini aktive ettigi endotel

hiicrelerde meme kanser hiicrelerinde ve bobrek hiicrelerinde gosterilmistir (67,71,72).

Genomik Etkileri: Ostrojenin kalp-damar sistemindeki bazi etkileri, dstrojen reseptorii

aracili ve gen ekspresyonundaki degisiklikleri iceren uzun dénem genomik etkileridir.

Ostrojenin kan damar duvari iizerindeki bu etkileri dstrojen reseptorii o ve P aracili



olarak gerceklesir (73,74). Vaskiiler dokularda tanimlanan bircok gen Ostrojen
regiilasyonu i¢in potansiyel bir hedeftir. Bu genomik etkiler basta endotelyal nitrik oksit
sentaz, prostasiklin sentaz, prostaglandin siklooksijenaz, kollajen ve elastin sentaz gibi
bircok 6nemli vazodilator enzimlerin ekspresyonundaki artisi icerir. Ayrica Ostrojen

endotel hiicre biiylimesini hizlandirir (62,75-78).

4.3.2.2. Ostrojenin diger vaskiiler etkileri:

Kardiovaskiiler fonksiyonlar {izerindeki etkilerinin yani sira Ostrojen, serum lipid
konsantrasyonu, koagiilasyon, fibrinolitik sistem, antioksidan etkileri ve diger vazoaktif
maddeler iizerinde bir¢ok etkilere sahiptir (62). Bu etkilerin bir ¢ogu, apoprotein,
koagiilasyon ve fibrinolitik enzim genleri gibi spesifik genlerin hepatik
ekspresyonundaki reseptor aracili etkilerini igerir. Ostrojenin, serum HDL-kolesterolii,
trigliserid seviyelerindeki artis1 ve LDL-kolesterolii diisiisii ile serum total kolesterol
diisiisiinii iceren etkileri de mevcuttur (79,80). Ostrojen hepatik lipaz enziminin etkisini
azaltarak HDL molekiillerinin karaciger tarafindan daha kolay taminmasini saglar.
Ayrica LDL reseptorlerini upregule ederek zararlh lipidlerin temizlenmesine yardimci

olur (81).

Tablo 4.3: Ostrojenin etkileri (82)

Ostrojenin dogrudan ve dolayh vaskiiler etkileri

Direk Etkileri Indirek Etkileri
Hizli non-genomik etkiler: Serum lipoproteinlerine etkisi:
1 Arter vazodilatasyonu | LDL-C
1 Nitrik oksit sentezi 1 HDL-C
1 Trigliserid
Uzun donem genomik etkiler: Antioksidan Etkileri:
1 Vazodilator enzimlerin ekspresyonu | LDL-C oksidasyonu

| Vaskiiler hasar
1 Vaskiiler endotel hiicre proliferasyonu

| Vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonu




Vaskiiler tonus anjiotensin II, endotelin ve noradrenalin gibi vazokonstratif maddeler ile
prostasiklin ve nitrik oksit gibi vazodilator maddeler tarafindan diizenlenir. Ek olarak
bu maddeler kardiak fonksiyonlarina da etki ederler: anjiotensin II ve endotelin fibrosis
ve hipertropiye sebep olup, kasilma giiclinii artirirken; nitrik oksit ise kardiak

kasilmasini modiile eder (83).

Insanlarda ve hayvanlarda yapilan arastirmalar gostermistir ki, Ostrojen replasman
terapisi, sirkiilasyondaki anjiotensin II miktarin1 azalttig1 gibi anjiotensin ¢evirici enzim

(ACE) ekspresyon ve aktivitesini de diisiiriir (84).

Kadinlardaki Ostrojen replasman terapisi, giiclii bir vazokonstratif madde olan
anjiotensin II’nin seviyelerini diisiiren ACE’nin sirkiilasyondaki aktivite seviyelerindeki
diisiiriir. Renin-anjiotensin sisteminin Ostrojenle inhibe edilmesi, vazodilator natriiiretik
peptitlerin aktivitesini arttirabilir.  17-B Ostradiol ile prostasiklin {iretimi stimiile
olurken, endotelin-1 salinimi inhibe edildigi gosterilmistir (85). Insan endotel hiicre
kiiltiiriinde 17-f Ostradiol uygulanmasi ile sirkiilasyon ET-1’in ekspresyon ve salinimi

diistiriiliir (86).

4.3.4. Ostrojen ve Nitrik oksit:

Ostrojenin disi iireme sistemi iizerindeki etkileri cok iyi bilinmektedir. Ostrojenin
damar sistemi iizerindeki etkileri ile ilgili arastirmalar, Ostrojenin Onemli vaskiiler
etkilerinin biiyiik ¢ogunlugu nitrik oksit araciligiyla gerceklestigini gostermektedir
(62,87-91). Ornegin kadinlarin damarlarindan salinan nitrik oksit miktar1 erkeklerinkine
kiyasla daha fazla olup, Ostrojenin NO iiretimindeki roliinii desteklemektedir (92).
Nitrik oksit miktar1 hamilelik boyunca artmakta ve menstriiel dongiideki, Ostrojen
seviyesinin en yiiksek seviyede oldugu ovulasyon Oncesi fazda artmaktadir (75,93).
Hangi mekanizma veya mekanizmalar ile Ostrojenin nitrik oksit iiretimini arttirdigi tam
olarak aciklanamamustir. Ostrojen vaskiiler hiicrelerden nitrik oksit salimimini gen
bagimli veya gen bagimsiz mekanizmalarla stimiile edebilir (94). Ayrica Gstrojen insan

aort endotel hiicrelerinde eNOS aktivitesini arttirir (95). Benzer bir sekilde kronik ve



akut Ostrojen uygulamasi uterus arterlerindeki endotelyumda eNOS aktivasyonunu

uyarmistir (96).

Ayrica Ostrojen yukarida da anlatildigr gibi, akut ve uzun donem etkileriyle kan
damarlarim1  hasarlar ve ateroskleroza karsti korur. Ostrojen kaynakli akut
vazodilatasyon, saniyeler veya dakikalar icinde gerceklesmekte olup, iyonik akis ve
guanilil siklaz aktivasyonu saglayarak diiz kas hiicrelerinde gevsemeyi tetikleyen NO
salimmm sayesinde gerceklesir. NO salmimi ayrica vaskiiler diiz kas hiicre
proliferasyonunu inhibe ederek, iskemi gibi mekanik hasarlara cevap olarak gelisen,

endotel hiicrelere 16kosit yapigsmasini engeller (97,98).

Koroner arterlere direk olarak 6strojen uygulanmasi, endotelyal nitrik oksit iiretimini
aktive ederek, hizli bir sekilde vazodilatasyona sebep olur (62). Lantin-Hermoso ve
arkadaslari ile Caulin-Glaser ve arkadaslar1 6strojen reseptorlerine 6zgii antogonistlerin,
fizyolojik konsantrasyonda Ostrojene maruz birakilmis kiiltiir edilmis endotel

hiicrelerden, nitrik oksit salinimini inhibe ettigini gostermislerdir (94,99).

Lantin-Hermoso ve grubu, 17B-0stradiole maruz birakilmis koyun pulmoner arter
endotel hiicrelerinde, 5 dk i¢inde doz bagimli yolakla eNOS aktivitesinde meydana
gelen artis1 gostermislerdir. Gene ayni calismada iyonik kalsiyumun tamamen ortadan
kaldirilmas1 17-6stradiol kaynakli eNOS aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu da
17B-0stradiol’ iin kalsiyum influx 11 arttirarak eNOS aktivitesini akut olarak stimiile
ettigi hipotezini desteklemektedir. Gene ayni c¢alismada, bir Ostrojen reseptorii
antagonisti olan ICI-182,780, 17p-6stradiol kaynakli eNOS aktivitesini tamamen inhibe
etmistir (94).

Caulin-Glaser ve grubu, insan gobek kordonundan elde edilen endotel hiicrelerde, 17f3-
Ostradiol uygulamasina cevap olarak gelisen hizli nitrik oksit salinimini gostermislerdir.
Gene benzer sekilde Ostrojen reseptor antagonisti ICI-164,384’nin nitrik oksit salinimini

inhibe ettigi gosterilmistir (99).



1999’ da Chen ve arkadaslari, ERa ‘nin Ostrojenin eNOS aktivitesi lizerindeki kisa
donemli etkilerine aracilik edebilcegini gostermislerdir (67). 17B-0stradioliin hizli bir
sekilde, mitogen-activated protein kinazin (MAP kinaz)’in ER bagimli aktivasyonuna
sebep olup ve saglam endotel hiicresinde, MAP kinaz inhibitorii olan PD-98059, 1783-
Ostradioliin eNOS aktivasyonunu bloke ettigi gosterilmistir. Bu bulgular eNOS
aktivasyonunun non-genomik bir yolakla ERa tarafindan regiile edildigini

gostermektedir.

2000 yilinda, iki ayr1 ¢alisma eNOS aktivasyonunda ikinci bir yolak olduguna dair
kanitlar bulmuslardir; fosfotidilinositol (PI) 3-kinaz-Akt yolagi (100,101). PI 3-kinaz,
bir lipid kinaz olup, p110 katalitik bolgesi iie p85a regiilator bolgesinden olusur. Ve
fosfotidilinositol-3-fosfat olusumunu saglar (102). Haynes ve grubu, PI 3-kinazin bircok
grup tarafindan eNOS’u aktive ettigi gosterilen Akt (protein kinaz B)’ nin aktivasyonuna

yetenekli oldugunu gostermislerdir (100).

Cell membrane

Protein
kinases
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L-arginin F ;
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Cytoplasm

Sekil 4.9: Ostrojenin endotel hiicrelerden non-genomik yolakla PI 3-kinaz/Akt yolagini
aktive etmesi (103).



Simoncini ve arkadaglari ise, insan rekombinant ERa’ nin ligand bagimli bir yolakla PI
3-kinazin p85a regiilatér bolgesine baglandigimi gostermistir (101). Ostrojen ile
stimulasyon, ERa iliskili PI 3-kinaz aktivitesini arttirmakta ve bu da Akt aktivasyonuna

sonug olarak ta eNOS aktivasyonuna sebep olmaktadir.

Bu bulgulara ragmen, ER-bagimli eNOS aktivasyonunda, MAP kinaz ve PI 3-kinaz

sinyal yolaginin mekanizmasi tam olarak anlasilabilmis degildir (104).

4.4. Oksitosin:

Bir nonapeptid olan oksitosin, hipofizden salinan ve dogum siiresince rahim
kasilmasini, laktasyon boyunca siit salinimini saglayan, hipotalamik bir ndropeptidtir
(105). Paraventrikiiler ve supraoptik cekirdekteki, magnoselliiler nérosekretuar hiicreler,
oksitosini biiyilk bir oncii molekiil olan prepro-oksitosin-nérofizin I’ in bir pargasi
olarak sentezlerler. Bu kompleks oksitosin vermek iizere kirpilir, daha sonra da
hipofizin arka lobu tarafindan kana salinir (106). OT’nin santral saliniminin yaninda
kalbi de iceren, bobrek, timus, pankreas, adipositler, adrenal bezler, uterus, overler,

testis gibi bir¢ok periferik dokuda salgilandig1 bulunmustur (107).

Bilinen en giiclii uterotonik madde olmasi, siklikla dogumu kolaylastirmak amaciyla
kullanilmasin1t saglar. Son yillarda, oksitosin reseptor geninin hipofiz, bdobrek,
yumurtalik, testis, timus, kalp, vaskiiler endotel, adiposit ve bircok tip kanser hiicresi
gibi bircok farkli yerde ekspresse edilmesinin bulunusu, klasik oksitosin konseptinde

gelismelere sebep olmustur (108).



Ureme ile ilgili fonksiyonlar iizerine olan etkisinin yanisira oksitosin, kalp-damar
sisteminin ve bobregin endokrin ve noroendokrin regiilasyonuna katilir (108).
Oksitosin, vaskiiler ve kardiak gevsemede ve hidromineral dengede Onemli bir
regiilatordiir (109-113). Ayrica seksiiel, annelige ait davranislarda, hafiza ve 6grenmede
de rol oynar (114,115). Natriiiretik Ozelligi sebebiyle, ANP salgilanmasini stimiile
ederek kan basincinda ve hacminde modiilatér olarak gorev alir. Insan umilikal ven
endotel hiicre kiltirinde NO salimmmini stimiile etmesi, oksitosinin vaskiiler

fonksiyonlarda onemli bir mediator oldugunun bir gostergesidir (112,116).

Artmis ozmotik basing, hemoroji, beslenme gibi faktorler oksitosin salinimini hem

erkeklerde hemde kadinlarda stimiile eder (117).

4.4.1. Oksitosin ve Oksitosin Reseptorii:
Oksitosin, 6 aminoasitlik bir halkasal yap: ve 3 aminoasitlik yan zincirden olusan bir

nonapeptidtir (118).

Sekil 4.10: Oksitosin hormonunun yapist

Oksitosinin etkilerine tek tip oksitosin reseptorii aracilik eder. Bu reseptor, klass 1 G-
Protein Coupled Receptor ailesine dahil olup, 7 adet transmembran domain igeren 389

aminoasitlik bir polipeptidtir (108,119).



Molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak oksitosin ve oksitosin reseptorii genleri,
rahim, amnion, kalp ve damar ve cesitli dokularda tanimlanmistir (120-125). Bu genler
tek kopya olup, genetik yapilar yiiksek oranda korunmustur. Insan oksitosin-nérofizin I
geni kromozom 20p13 de lokalize olmus olup, 2 intron ve 3 ekzon icerir (125). ilk
ekzon oksitosini kodlarken, ikinci ekzon nérofizin T'i kodlar. Insan oksitosin reseptor

geni kromozom 3p26.2 de lokalize durumda olup, 3 intron ve 4 ekzon igerir (126).

Reseptoriin yliksek afinitede OT baglamasi i¢in iki onemli regiilatore ihtiyaci vardir:
Mn?* veya Mg”* gibi divalent katyonlar ile kolesterol. Kolesterol, OTRyi 1s1sal
denaturasyona kars: stabilize eder. Ayn1 zamanda reseptor icin allosterik bir modiilator
gibi davranip reseptorii agonist ve antogonistlere kars1 yiiksek afinitede stabilize eder.
Mg** ise kolesterol benzeri etkiler gostererek reseptoriin OT baglanma kapasitesini ve

ilgi durumunu arttirir (108).
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Sekil 4.11: OT ve OTR’nin etkilesimi (105)

OTR ekspresyonunun diizenlenmesi:

GPCR ailesine dahil diger reseptorlerin aksine, oksitosin reseptoril hiicrelere 6zgii bir
seklide regiile edilir. Ornegin rahimde hamilelik boyunca, oksitosin reseptorlerinin
ekspresyonu 2-3 kat artmaktadir. Bu da rahimin oksitosine olan sensitivitesinin
artmasina sebebiyet vermektedir (109). Dogumdan sonra ise rahimdeki oksitosin
baglanma bolgelerinde hizli bir diisiis olurken, meme bezlerindeki oksitosin reseptor

ekspresyonu laktasyon ic¢in artmaktadir (109,127). Dokuya 6zgii olan bu oksitosin



reseptor ekspresyonu, sirkiilasyondaki OT’nin hedef dokusunu degistirmesini, ve
dogum boyunca rahim kasilmasi ile laktasyon boyunca siit salgilanmasini saglar.
Uterus, hipofiz, bobrek gibi dokularda OT reseptor ekspresyonu ostrojen tarafindan

stimiile edilir (105).

Birgok calisma Ostrojen ve glukokortikodilerin myometrial ve kardiak oksitosin
reseptorlerinin ekspresyon artislar1 iizerindeki pozitif etkilerini, progesteronun ise
oksitosin reseptorleri iizerindeki negatif etkilerini gostermistir (128-130). Insanlarda
hamileligin sonuna dogru Ostrojen artig1 goriiliirken, progesteron konsantrasyonu diisiis
goziikiir. Bu artan Ostrojen konsantrasyonunun, damar, myometrium ve kardiak

dokularda oksitosin reseptor ekspresyonunu indiikledigi kabul edilmektedir.

4.4.2. Sinyal Mekanizmasi:

Rahim myometrial hiicreleri veya meme bezi myoepitel hiicreleri gibi diiz kas
hiicrelerine lokalize olmus oksitosin reseptorlerinin aktivasyonu, fosfolipaz C
aktivasyonu saglar. Bunun sonucunda fosfotidilinozitol 4,5 bis fostat’tan (PIP,) inozitol
trifosfat (IP3) ve diagilgliserol (DAG) olusur. IP3 hiicrei¢i depolardan kalsiyum
salintmini stimiile ederken, DAG protein kinaz C aktivasyonuna sebep olur. Sonucta
intraselliiler kalsiyumdaki artisa sebep olarak bircok hiicresel olay meydana gelir.
Ornegin diiz kaslarda, artan kalsiyuamun kalmodilin tarafindan baglanisi, miyozin hafif
zincir kinaz aktivasyonu saglayarak uterus veya meme bezi gibi diiz kaslarda kasilmaya
sebep olur. Fosfolipaz C iizerindeki oksitosin reseptorlerinin bu stimulasyonu cAMP

tarafindan inhibe edilir (131-133).

Oksitosinin reseptorii ile direk etkilesimi myometrial kasilmanin yaninda kardiak
gevsemeye de sebep olur (134). Oksitosin, hizli bir sekilde intraselliiler serbest
kalsiyum konsantrasyonu artisini, MAP kinaz aktivasyonunu, prostaglandin E2
sentezini stimiile eder (135-138). Ayrica artan bu kalsiyum NO sentazi aktive eder.
Vaskiiler ortamda olusan bu NO, komsu diiz kas hiicrelerine gecerek, guanilat siklazi

aktive ederek relaksasyona sebep olur (116).



Makula densa ve proksimal tiibiil hiicrelerine lokalize olmus OTR’lerinin bulundugu
bobrekte ise; guanilat siklaz aktivasyonu siklik GMP araciligr ile Na ve K kanallarinin
kapanmasinda islev gordiigiinii diistindiiriir (139). Kardiomiyositlerde ise, cGMP OTR

kaynakli ANF saliniminini olas1 aracisidir (122).

4.4.3. Oksitosin ve Damar sistemi:

Jankowski ve ark. sicanlarda oksitosinin ve oksitosin reseptorlerinin kalp ve biiyiik
damarlarda sentezlendigini, Thibonnier ve ark. ise insan endotel hiicrelerinde

bulundugu gostermislerdir (116,123).

Vaskiiler sistemde oksitosin reseptoriiniin yaygin olarak bulunmasi, kardiovaskiiler
fonksiyonda otokrin ve parakrin olarak oksitosinin etkili oldugunu gostermektedir. Elde
edilen bulgular, oksitosinin kan hacmi ve basincinda diizenleyici rolii oldugunu ifade

etmektedir (122).

Oksitosin damar sistemi {izerindeki etkilerini NO’in yanisira ANP araciligi ile
gerceklestirmektedir. ANP natritiretik  peptidler ailesinin bir iiyesidir. Bu peptidler
renin-anjiyotensin-aldosteron sistemine zit olarak calisirlar ve bu sebeple
diiirez/natritirez diizenlenmesi, diiz kas hiicresi tonusu ve proliferasyonunda rol alirlar.

Potent bir natriliretik ve vazorelaksant olan ANP ilk olarak rat atriumundan izole
edilmistir, fakat beyin dahil diger organlarda da bulunmustur. OT hem akut hem de
kronik uygulamadan sonra ANP salgilanmasina neden oldugu, natriiiresisi uyardigi ve

arteryel basingta diislise neden oldugu gosterilmistir (122)

Oksitosin hem vasodilatasyonu hem de vasokonstriksiyonu indiikleyebilmektedir.
Oksitosinin bu 6zelligi, damar yataginin tipine ve tonus derecesine baglidir. Plasental
umbilikal damarlarda, oksitosin vasopressine gore daha potent bir vasokonstriktordiir.
Disi farelerde Ostrus sirasinda oksitosin vasokonstriksiyonu indiiklerken, didstrus
sirasinda vasodilatasyona aracilik eder. Kopeklerde oksitosin kan basincinda azalmayla
birlikte kalp hizinda artisa neden olmaktadir, bu etkilerin oksitosinin vasodilatator

etkisiyle olustugu diisiiniilmektedir. Insanlarda, oksitosinin en ¢ok gozlenen etkisi kan



basincinda hafif ve kisa siireli (5-10 dakikalik) bir azalmadir. Bu azalma, hamile

olmayan kadinlarda hamile olanlara gore daha belirgindir (117).

Oksitosinin farkli ve zit yonlerdeki etkilerinin a¢iklamasi; oksitosin reseptorlerinin her
iki endotelyal ve vaskiiler diiz kas hiicreleri tizerinde lokalize olmalar1 ve baska
hormonlarla olan etkilesimi sonucu olabilir. Oksitosin resetorlerinin endotelyal
hiicrelerde NO {iretimini stimule ettigi ve vasodilatasyonu indiikledigi; diiz kas
hiicrelerinde ise vasokonstriksiyona aracilik ettikleri gosterilmistir (116). Yiiksek
konsantrasyonda oksitosinin ise vazokonstriktor etkisi vazopressin V; reseptorlerinin

oksitosin tarafindan aktivasyonuyla agiklanabilir.

Insanlarda kalp-damar sistemindeki OTR regiilasyonu ile ilgili fazla bilgi mevcut

degildir.

4.4.4. Oksitosin ve Nitrik Oksit:

Thibonnier ve arkadaslar1 insan endotelyal hiicrelerinde spesifik oksitosin
reseptorlerinin varligin1 gostermislerdir. Ayn1 zamanda endotelyal hiicrelere oksitosin
uygulanmasinin intraselliiler kalsiyum mobilizasyonuna, NO iiretimine ve artmis
proliferasyona yol actigini da gostermislerdir (116). Vaskiiler oksitosin reseptorlerinin

aktivasyonu damarlarda NO aracili bir vasodilatasyona neden olmaktadirlar.

Endotelyal oksitosin reseptorlerinin sinyal transdiiksiyon yollart heniiz tam olarak
aciklanmig degildir. Bununla birlikte bu reseptorlerin intraseliiler kalsiyumu arttirarak
kalsiyum-kalmodiilin bagimli nitrik oksit sentaz1 aktive ettikleri ve bu yolla guanilat
siklazi cGMP olusturmak {iizere indiikledikleri bilinmektedir. Bu sekilde oksitosinin
nitrik oksit aracilikli bir mekanizmayla vaskiiler ortamda relaksasyona yol actifi

diistiniilmektedir.

Gene Gutkowska ve arkadaslar1 endotelyal oksitosin reseptorlerinin, NO yolagi
tizerinde kalsiyum bagiml bir stimiilasyona ve kardiak gevsemeye sebep oldugunu 6ne
stirmiislerdir (123). Ayn1 grup oksitosinin, cGMP iiretimini saglayarak kardiak doku ve

kan damarlarinda gevsemeye sebep olan NO’i iirettigini 6ne savunmuslardir (123).



Oksitosinin endotel aracili damar etkileri ile ilgili calismalar ¢ok kisitlidir ve bu konuda

mekanizmalarin aydinlanabilmesi i¢in daha ¢cok arastirmaya ihtiya¢ bulunmaktadir.

5.GEREC VE YONTEMLER

5.1. Kullanilan gerecler

Ters mikroskop, CK2 Olympus (Jp)

Laminar flow, ()zge AS (Tirkiye)

CO, Inkiibator, Forma Scientific (USA)

Distile su cihazi, Kotterman (FRG)

Buzdolabi, Argelik (Tiirkiye)

Derin Dondurucu, - 20° C, Philco (Tiirkiye)

Su saflastirma cihazi, Milli Q.UF Millipore (USA)
Santrifiij, Heraeus Digifuj GL (Jp)

Su banyosu, Dedeoglu (Tiirkiye)

pH metre, Corning (USA)

Hassas Terazi, Sartorius (Jp)

Manyetik karistirici, Elektro-Mag (Tiirkiye)
Otoklav, Trans Medikal Aletler Sanayi (Tiirkiye)
Pasteur etiiv, Elektro-Mag (Tiirkiye)



Vortex, Elektro-mag ( Tiirkiye)
Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad)
NOA Sievers 2801, (USA)

Filtreler:
Millipore Millex (0.22um) (USA)

Kiiltiir kab1 ve steril tiipler:
50 mL ve 15 mL’lik polipropilen tiip TPP (Isvicre)
75 cm? hiicre flaski TPP (Isvigre)

Diger gerecler:

21G pediatrik infiizyon seti
Steril enjektor

Bistiiri ucu

Kordon klempi

Steril gazl bez

Hemostatik forceps, Medical Instruments (Germany)

Protein Tayin Kiti:
BCA Compat-Able Protein Assay Kit (Pierce)

Kimyasal maddeler:

Inorganik kimyasallar: Merck

Fetal dana serumu: Sigma, Biological Industries

Diger tiim kimyasal kiiltiir malzemeleri: Sigma, Pierce

5.2. Kullanilan Cozeltiler

5.2.1. Hiicre kiiltiirii cozeltileri:

Fosfat tamponu (PBS)
%9 salinde (NaCl), 10 mM KH,PO; ve 10 mM Na,HPO, pH 7.4 olacak sekilde




karistirilarak hazirlandi.

HEPES Tamponu (HBS)
137 mM NaCl, 4mM KCI, 10 mM Hepes, 11 mM Glukoz iceren soliisyon NaOH

ile pH 7.4’e ayarlanarak hazirlandi.

Medyum

Hiicre kiiltiir calismalarinda fenol kirmizisi iceren ( M 2520, Sigma) ve icermeyen
(M 3769, Sigma) olmak iizere iki farkli M 199 kullanildi. M 199 hiicre kiiltiiriine
uygun deiyonize suda c¢oziildii, prosediiriine uygun bir seklide sodyum bikarbonat
eklendi, pH 74 ‘e ayarlandi. % 30 fetal dana serumu (FCS),
penisilin/streptomisin/amfoterisin B eklendikten sonra 0.22 um por genisligindeki tek

kullanimlik steril filtreden gecirilerek steril edildi.

Dekstran ile kaph aktif komiir (DCC: Dextran coated charcoal)
10 mM Tris, | mM EDTA ve % 10 gliserol iceren soliisyonun pH ‘1 8.0’e NaOH ile

ayarlandi.Buna 0.25 g Dekstran T ve 2.5 g aktif karbon ilave edilerek siispansiyon
halindeyken kullanildi.

Ostrojensiz medyum

20 mL DCC 4500 RPM’de 10 dk santrifiij edilerek coktiiriildii.Ust faz atildi. DCC

cokelegi iizerine 20 mL fetal dana serumu ilave edildi (FCS) ve 4°C’ de bir gece
bekletildi. Ertesi giin DCC ile muamele edilmis FCS 5000 RPM’ de 4°C’ de 10 dk
boyunca 2 kez santrifiij edildi. Siipernatanta Medium 199 (Sigma #M3769) ilave

edilerek 0.22um millipore filtre ile sterilize edildi.

100 nM 17 B-6stradiol iceren medyum

DCC ile muamele edilmis FCS iceren M 3769’a son konsantrasyonu 100 nM
olacak sekilde 17 B-ostradiol eklendi.

100 nM oksitosin iceren medyum




DCC ile muamele edilmis FCS iceren M 3769’a son konsantrasyonu 100 nM olacak

sekilde oksitosin eklendi.

100 nM progesteron iceren medyum

DCC ile muamele edilmis FCS iceren M 3769’a son konsantrasyonu 100 nM

olacak sekilde progesteron eklendi.

100 nM 17 B-06stradiol ve 100 nM oksitosin iceren medyum

DCC ile muamele edilmis FCS iceren M 3769’a son konsantrasyonlar1 100 nM olacak
sekilde 17 B-0stradiol ve oksitosin eklendi.

100 nM 17 B-6stradiol ve 100 nM progesteron iceren medyum

DCC ile muamele edilmis FCS iceren M 3769’a son konsantrasyonlari 100 nM olacak
sekilde 17 B-ostradiol ve progesteron eklendi.

100 nM progesteron ve 100 nM oksitosin iceren medyum

DCC ile muamele edilmis FCS iceren M 3769’a son konsantrasyonlar1 100 nM olacak

sekilde progesteron ve oksitosin eklendi.

100 nM 17 B-ostradiol, 100 nM oksitosin ve 100nM progesteron iceren medyum

DCC ile muamele edilmis FCS iceren M 3769’a son konsantrasyonlar1 100 nM olacak

sekilde 17 B-ostradiol, oksitosin, ve progesteron eklendi.

5.2.2. Protein izolasyonu cozeltileri:

Hiicre Patlatma Cozeltisi (10 mL) ( 50 mM Tris, 150 mM NaCl, %1 Triton X-100, 1
mM EDTA, buz soguklugunda, pH=8.0):

5 mL 1M Tris HCI1

0.88 mg NaCl

1 mL Triton X-100

1 mL 100 mM EDTA (ultrasaf su ile 100 mL’ye tamamlanir, pH 8.0 ayarlanir ve + 4°

C’de saklanir.



Pepstatin (1mg/mL) : 10 mg Pepstatin tartilip 10 mL metanol i¢inde ¢oziiliir.

Leupeptin (1mg/mL): 10 mg leupeptin tartilip 10 mL ultrasaf su i¢inde ¢oziiliir.

PMSF (0.1 M): 0.174 g PMSF tartilip 1 mL metanol i¢inde ¢oziiliir.

1 M Tris Cozeltisi (50 mL): 6.057 g Tris tartilarak 50 mL ultrasaf su i¢inde ¢oziiliir pH:

8.0 ayarlanir.

100 mM EDTA (100 mL): 3.72 g EDTA tartilip 100 mL ultrasaf su icinde ¢oziiliir.

Olciim Cozeltileri:

BCA (Bicinchonic acid) Cozeltisi: Hazir halde alinan BCA c¢ozeltisi kullamilir, BCA
Protein Assay Reagent A, Kat No: 23228, Pierce, USA

Bakir Siilfat Cozeltisi: Hazir halde alinan bakir siilfat pentahidrat ¢ozeltisi kullanilir,
BCA Protein Assay Reagent B, Kat No: 1859078, Pierce, USA

5.2.3. SDS-PAGE elektroforez ve transfer cozeltileri:

%10’ luk ammonium persiilfat (APS)
2-merkaptoetanol

%30’ luk Akrilamid-bisakrilamid
Asetik asit

Bromofenol Blue

Coomassie Brillant Blue R 250
Gliserol

Glisin

Hidroklorik Asit



Izopropanol

N,N- metilen-bis-akrilamid
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Tetrametilendiamid (TEMED)

Tris

Protein Marker: Broad Range Markers Santa Cruz: sc-2361

Avirma (Separating) Jeli % 12 (5 mL)
1.65 mL su

1.25 mL 4X ayirma jeli ¢ozeltisi

2.0 mL %30 akrilamid-bisakrilamid
50uL %10 APS

5 uL TEMED

Yiginlama (Stacking) Jeli %4 (2.5 mL):
1.55 mL dd su

0.625 mL 4X yiginlama jel ¢ozeltisi
0.335 mL %30 akrilamid-bis
25 uL APS (%10), 5 uL TEMED

4X Yiginlama Jeli Cozeltisi (50 mL) (0.5 M Tris, % 0.4 SDS pH: 6.8):
3.0275 g Tris baz, 0.2 g SDS tartilarak ultrasaf su ile 50 mL’ye tamamlanir ve pH 6.8’e

ayarlanir.

4X Ayirma Jeli Cozeltisi (50 mL) (1.5 M Tris, % 0.4 SDS pH 8.8):

9.09 g Tris baz, 0.2 g SDS tartilarak ultrasaf su ile 50 mL’ye tamamlanir ve pH 8.8” e

ayarlanir.

10X Elektroforez Yiiriitme Cézeltisi (Running Buffer, 50 mM Tris, 384 mM Glisin):
6.055 g Tris baz ve 28.82 g Glisin tartilarak ultrasaf su ile 200 mL’ ye tamamlanir.

1X Elektroforez Yiiriitme Cozeltisi:




100 mL 10X Elektroforez Yiirtitme Cozeltisine 10 mL %10 SDS eklenir ve ultrasaf su

ile 1 It ye tamamlanir.

Yiikleme Tamponu (6X) (Sample Buffer) (10 mL):
7 mL 4X Tris-HCl (4X Yiginlama Jeli Cozeltisi), 3.0 mL gliserol, 1 g SDS, 10 mg

Bromofenol mavisi ultrasaf su ile 10 ml’ ye tamamlanir. Aligotlanarak — 20 °C’ de

saklanir.

Protein Yiikleme Tamponu (6X):

100 puL tampon i¢ine 2 uL. f merkapto etanol eklenir.

9%10’1uk SDS ¢ozeltisi: 10 g SDS 100 mL saf su i¢inde ¢oziiliir.

%10’luk Amonyum persiilfat (APS): 0.5 g APS 5 mL saf su i¢inde ¢oziiliir.

Transfer Cozeltileri:

Transfer Cozeltisi (1 litre):

100 mL 10X Elektroforez Yiiriitme Cozeltisine 150 mL metanol eklenir ve ultrasaf su

ile 1 It ye tamamlanir.

Coomassie Jel Cozeltisi (1 litre):

1 g Coomassie blue R-250 tartilarak 450 mL ultrasaf i¢inde ¢oziiniir. 450 mL metanol

ve 100 mL glasiyel asetik asit eklenerek 1 1t’ye tamamlanir.

Boya giderme c¢ozeltisi (Destaining) Cozeltisi (1 litre) ( %10 glasivel asetik asit, %10

metanol):
100 mL glasiyel asetik asit, 100 mL metanol, 800 mL ultrasaf su ile 1 litreye

tamamlanir.

Ponceau S Cozeltisi (100 mL):

0.5 g Ponceau S %1 asetik asit i¢inde ¢oziiliir.



5.2.4. Western Blotting malzemeleri ve cozeltileri:

Antikorlar:
- Anti-Oxytocin Reseptor antikoru, Oxytocin- R(H-60), Kat No: sc-33209 Santa Cruz
- Anti-Actin, N-terminal antikor, Actin (H-300), Kat No: sc-10731 Santa Cruz

Membran: HiBind PVDF Membrane 0.45 pum, Kat No: 88518 Pierce
Western blot detection kit: SuperSignal West Pico Chemiluminescent Kat No: 34080,

Pierce

X-ray filmi: Cl-Xposure Film Kat No: 34090, Pierce

Kodak X-Ray Developer and Fixer:
Rontgen Developer 40L, Kat No:5239322 Digi-Com
Rontgen Fikser 40L, Kat No: 5224381 Digi-Com

Blotlama Cozeltileri:

TBS (20 mM., 154 mM NaCl) (1 litre):

2.42 g Tris baz, 9 g NaCl tartilip 1 1t ultrasaf su i¢inde ¢oziiniir. pH 7.4’e ayarlanir.

TBST (%1 Tween 20) (1 litre):

1 litre TBS i¢ine 1 mL Twenn 20 eklenir ve karistirilir.

Bloklama Cozeltisi (% 3 siittozu iceren TBST) (10 mL):

0.3 g siittozu tartilarak 10 mL TBST icinde ¢oziiniir.

%2 Sodyum Azid Cozeltisi:

0.2 g sodyum azid 10 mL ultrasaf su i¢cinde ¢oziiniir.

5.3. Yontemler

5.3.1 Endotel hiicre Kkiiltiirii:

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



uzunlugundaki gobek kordonlar steril %9 NaCl c¢ozelti iceren siselerin icine kondu.
Ameliyat sirasinda zedelenen veya mekonyumlu olan kordonlar ¢alismaya alinmadi.

Alinan kordonlar en ge¢ 1-4 saat icerisinde ¢alisildi.

Kordon steril kaptan laminar flow altinda ¢ikarildiktan sonra uglar bistiiri ucu ile
disseke edildi ve venden 21 G pediatrik infiizyon seti takildi. Once kordonun

bebek tarafindaki ucundan 50 mL 37 °C’ de steril HBS ile damar liimeni 2 kez yikandi.
Sonra kordona anne tarafindaki ucundan da infiizyon seti takilarak aym sekilde yikama
islemi gerceklestirildi. Yikanan kordonlar 37 °C’ de 10 mL HBS i¢inde ¢6ziinmiis %0.1
kollagenaz ( Tip IA) ile dolduruldu. 37 °C’ lik su banyosu i¢inde PBS iceren beherde 10
dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda damar yiizeyinden sokiilen hiicreler infiizyon
setinin ucundan verilen 50 mL. HBS yardim ile steril tiipler i¢inde topland1 ve 1400
RPM (200g) de 20 °C’ de 8 dakika santrifiij edildi. Siipernatant dikkatle bosaltildi.
Endotel hiicrelerden olusan pellet I mL medyum i¢inde siispanse edildikten sonra ayni
sekilde bir kez daha santrifiij edildi. Siipernatant tekrar atilip kalan hiicre pelleti iizerine
% 30 FCS, penisilin/streptomisin/amfoterisin B iceren M-199 (M 2520) medyum
eklendi. Yetmisbes cm” lik flasklara ekim yapildi. Flasklar 37 °C’lik % 5 ‘lik CO,
inkiibatoriine konuldu ve medyumlar1 2 giinde bir degistirildi. Bu sartlarda 2 giin

sonrasinda konfluent olan hiicreler asagidaki sekilde pasajlanarak cogaltildi.

Pasajlama:

Kiiltiir odas1 ve laminar flow 2 saat boyunca UV igikta bekletildi. Cam pipetler metal
kutu icerisinde 200 °C’ de 2 saat bekletilerek steril edildi. Pasajlama sirasinda
kullanilacak olan Tripsin/EDTA, Tripsin nétralize edici soliisyon ve HEPES oda
sicakligina getirildi. Hiicre medyumu ise 37°C’ ye 1sitilmis su banyosunda 1 saat
bekletildi. Ilk olarak konfluent olan hiicrelerin iizerlerindeki medyumlar uzaklastirildi.
Her flask 5 mL HEPES soliisyonu ile yikandi. Daha sonra hiicreleri flask tabanindan
ayrimak icin 2.5 mL Tripsin/EDTA soliisyonu eklendi. Mikroskop yardimiyla
hiicrelerin tabandan ayrildigr goriildiikten sonra her bir flaska Tripsin/EDTA’ nin
yaklasik 3 kat1 kadar TNS (Tripsin Noétralize Soliisyonu) veya M-199 medyum) eklendi.
Flasklardaki karisim steril falkon tiiplerine aktarilip ve 220xg’ de (1400 RPM’ de),
20°C’ de 8 dk santrifiij edildi. Siipernatant atilarak tiipe 45 mL medyum kondu ve



calkalanarak hiicrelerin homojen dagilmasi saglandi. Ve 1:3 oraninda pasajlama

gerceklestirildi.

Hiicrelerin yeniden konfluent olmasi igin 37°C’lik %5’lik CO, inkiibatériine kondu.

Boylece 3. pasajlamaya kadar isleme devam edildi.
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Sekil 5.1 : Konfluent endotel hiicre kiiltiirii (18).

Kiiltiirler konfluent olduklarinda kuyulardaki medyumlar steril pipetler yardimiyla
alind1 ve yerine % 10 FCS igeren Ostrojensiz medyum konularak 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra 6strojensiz medyumlar tekrar steril pipetler ile alinarak her bir
flaska; Ostrojensiz, 100 nM 0Ostrojen, 100 nM oksitosin, 100 nM progesteron, 100 nM
17 B-ostradiol ve 100 nM oksitosin, 100 nM 17 B-ostradiol ve 100 nM progesteron, 100
nM progesteron ve 100 nM oksitosin, ve 100 nM 17 B-6stradiol, 100 nM oksitosin ve
100nM progesteron iceren medyumlarla 24 saat daha inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda medyumlar santrifiij tiiplerine toplandi, hiicreler ise protein tayinleri yapilmak

iizere — 80 °C’ e kaldirildu.

5.3.2. Nitrik oksit olciimii:

Medyumlar toplandiktan sonra proteinlerinden uzaklastirildi. Bunun i¢in soguk ethanol
veya cinko siilfat ile ¢oktiirme yontemlerinde biri kullanildi. Ethanol ile ¢oktiirme
yonteminde 500 uL. medyuma 1 mL 0 °C’ de ethanol eklenip vortekslendi. 0 °C” de 30
dk inkiibe edildikten sonra 14000 RPM’ de 0 °C’ de 5 dk santrifiij edildi. Diger bir



yontem olan ¢inko siilfat ile ¢coktiirme yonteminde 200 pL medyuma 400 uL 0.5 N
NaOH ve 400 uL % 10 luk ZnSO4 eklendi. 15 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra
14000 RPM ’ de 5 dk santrifiij edildi.

Cozeltilerde nitrik oksit molekiiler oksijenle reaksiyona girer ve nitrit olusturur.
Oksihemoglobin ve siiperoksit anyonu ile reaksiyona girdigi zaman ise nitrat olusturur.
NO ayrica tiollerle reaksiyona girerek S-nitrozo bilesiklerini, aminlerle nitrozaminleri,
metallerle metrazonitrozil komplekslerini olusturur. Gaz fazinda ise yiiksek
konsantrasyonlardaki oksijen ile azot dioksiti olusturur. Nitrat, nitrik oksitin bazi hiicre

kiiltiir sistemleri, insan ve hayvan 6rneklerindeki ana oksidasyon liriiniidiir.

Nitrati Olgmek icin HCI igindeki vanadium (III) kloridin, nitrati nitrik oksite

cevirmesinden yararlanilir.

PIN[(ORT TC A AR § PY ¢ J—— >NO + 3VO5 + 4H*

Nitriti 6l¢mek i¢in; glasiyel asetik asit igindeki KI (%1 wt/vol)’ nin nitriti nitrik oksite

cevirmesinden yararlanilir.

| R\ YR § | — >NO + %1, + H,0

Nitrik oksit Olgiimleri nitrik oksit ve ozon arasindaki reaksiyonu gaz faz
kemiliiminesana dayali teknikle Olgcen yiiksek derecede sensitif detektdre sahip olan
Sievers model 280i nitrik oksit analizorii (NOA)’den yararlanilir. Ozonun NO ile
tepkimesinde uyarilmis durumdaki nitrojen dioksit olusur. Uyarilmis NO; ‘in normal

formuna donerken yaydigi foton kemiliiminesans yontemiyle ol¢iiliir.

Elektron alarak uyarilmis nitrojen dioksitin emisyonu spektrumda infrared bolgenin

yakinindadir. Termoelektrik olarak sogutulmus kirmiziya hassas fotomultiplier tiip



tarafindan  tespit edilir. Sivi Ornekler i¢in ise tespit araligi yaklasik olarak 1

pikomolardir.

5.3.3. Protein izolasyonu:

1 mL hiicre patlatma soliisyonu alinip igine;
-1uL pepstatin (Img/mL) (son konsantrasyon 10ug/ml)
-1uL leupeptin (1mg/mL) (son konsantrasyon 10ug/ml)
-10uL PMSF (0.1M) (son konsantrasyon 1mM) eklenir.

-Hiicre kiiltiir ortami ¢ekilmis ve PBS ile yikanmis olan hiicrelerin iizerine 200 pL

proteaz inhibitorii igeren hiicre patlatma soliisyonu eklendi.

-Hiicreler buz iceren bir kabin iizerinde, kaziyic1 yardim ile hiicre kiiltiir kabindan

kaldirilip ve hiicre lizat1 buz iizerinde bekleyen bir eppendorf tiipe aktarildi.

-Tiipler, 13000 RPM’ de + 4° C’de 30 dk ¢evrilip ve siipernatant alinip eppendorf
tiiplere paylastirildi ve kullanilacagi zamana kadar -80° C’ye kaldirildu.

5.3.4. BCA Protein Tayin Yontemi:

BCA( bicinchonic acid) protein tayin yonteminde Bakir Siilfat, BCA soliisyonuna
eklendiginde olusan kompleks elma yesili bir renk alir. Bu soliisyon protein
soliisyonuna ilave edildiginde, proteinin peptid baglar ile etkilestiginde Cu™" iyonlar
Cu" iyonlarina doniisiir ve kompleksin rengini mora gevirir. Bu yontem hizli, hassas ve
kesindir ancak deterjan ve organik solventlerle etkilesimlerine dikkat etmek gerekir. Bu

yontem kullanilarak 0.5-1200 pg/mL protein konsantrasyon araligi ol¢iilebilir.

Mikroplate Yontemi:

- Olciim icin Pierce marka BCA Compat-Able Protein Assay Kit ve 96 kuyuluk

mikroplate kullanildi.



- Her bir kuyuya 25 pL standart (Opg/25uL, Sug/25uL, 10ug/25uL., 15ug/25uL,

20ug/25uL, 25ug/25uL, 40ug/25uL, S0ug/25uL) veya bilinmeyen ornek pipetlendi.

- Kuyularin iizerine 200 puL calisma ayiract (working reagent) pipetlenip ve plate
karistiricida 30 sn tutuldu.

- Plate 37°C hava 1sitmal etiive, i¢inde yaklasik 100 ml su bulunan bir kap
icerisinde yerlestirilerek 30 dk inkiibe edildi.

- 15 dk oda sicakligina ulagsmasi i¢in beklenildi.

- A 540 nm’de okundu.

5.3.5. SDS-PAGE Yontemi:

Proteinlerin, negatif yiiklii SDS molekiilleri ile kaplandiktan sonra molekiil agirliklarina

gore poliakrilamid jel ortaminda elektirik alan i¢inde go¢ etmesi ve boya maddesi ile

bandlarin goriiniir hale getirilmesi prensibine dayanir.

Poliakrilamit Jelin Dokiilmesi:

Jeller 8x10 cm (biiyiikk cam) ve 10x7 cm (kiigiik cam) camlarin arasinda
polimerize edilmesiyle hazirlandi.

Camlar, tarak ve spacer’lar firca ile sabunla yikanip etanol ile silinerek
kurutuldu.

“Spacer” lar iki cam arasinda yerlestirilip sikistirilarak jel sandvi¢i hazirland1 ve
jel sandivici “casting stand” a yerlestirildi. Herhangi bir sizint1 olup olmadigini
iki cam arasina ultrapure su konularak kontrol edildi.

Ayirma jeli birlesenleri bir behere konulup iizerine APS ve TEMED eklendi.
Pastor pipeti yardimiyla heniiz sivi haldeki jel c¢ozeltisi, hava kabarciklari
olmamasina dikkat edilerek, kuyularin diplerinden 1 cm asagidaki sinira kadar
dokiildii.

Jelin iist kismimi diizlestirmek icin jelin hava ile temas eden kismina dikkatlice
biitanol eklendi.

Jel polimerize olana kadar beklendi.

Yiginlama jelinin ¢ozeltileri ayr1 bir kapta hazirlanda.

Jelin iist kismindaki biitanol bosaltilip, birka¢ kez ultrasaf su ile yikand.



- Tarak iki camun arasina yerlestirilip ve yiginlama jeli polimerize olmadan
ayirma jelinin iist kismina dikkatlice dokiildii.

- Elektroforez islemi:

- 10 kere konsantre (10X) elektroforez yiiriitme ¢ozeltisinden, yiiriitme ¢ozeltisi
(1X) yapilip ve anot katot bosluklarina konuldu.

- Jel iizerindeki kuyular bir enjektdr yardimiyla yiirlitme cozeltisi ile 1yice
yikandi.

- Ornekler istenen hacimlerde toplam protein miktari BCA yontemiyle
belirlenerek eppendorf tiiplere pipetlendi ve 5:1 oraninda yiikleme tamponu
eklenip 5-8 dk kaynatildi.

- Daha sonra bu ornekler enjektor yardimiyla kuyulara 20 pl’lik miktarlarda
yiiklenip bos kuyulara ayn1 miktar yiikleme tamponu eklendi.

- Ornekler y1gilama jelinde 30 V’da ve ayirma jelinde 100 V’da vyiiriitiildii.

5.3.6. Western Blotting Yontemi:

Western blotting; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde gog ettirilen proteinlerin,
destek membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immunolojik yoOntemlerle

tespitidir (140,141).

Blotlamadan once, calisilan numunedeki proteinler, elektriksel ortamda jel iizerinde goc
ettirilmektedir. Proteinlerin elektroforezi SDS-PAGE gerceklestirilmektedirler. SDS-
PAGE, proteinlerin ayristirilmasi ve saflastirilmasinda kullanilan temel biyokimyasal

yontemlerden birisidir (142).

Calisilan numundeki SDS-polipeptid kompleksleri, poliakrilamid jele yiiklenip, elektrik
akimimna maruz birakildiklar1 zaman, proteinin molekiil agirligiyla orantili olarak, arti
kutba (anot) dogru goc etmekte, jelde bulunduklar1 yerde bandlar halinde yigilim
gostermektedir. Yapilan bu isleme “elektroforez” denilmektedir (142).

Western blot teknigi, elektroforez islemini takip eden 4 adimda gerceklesitirilir. Bunlar;
jeldeki proteinlerin membrana transferi (blotlama), spesifik olmayan reaksiyonlari

engellemek icin membranda protein baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle



kaplanmasi1 (bloklama), 6zgiil antikorlarla tepkime ve en son adimda ise proteinlerin

goriintiilenmesi agsamasidir (140,141,143).

zekander antikor

N HRP + Luminol ECL

Primer antikor .
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Sekil 5.2: Western Blotting yontemi prensibi (144).

5.3.6.1 Western Transfer ( Islak Transfer):

Jel ve membran tampon dolu bir tankin icine yerlestirilir ve akim uygulanir. Yavas

ancak etkili bir yontemdir. Daha cok kiiciik jeller i¢in kullanilir.

- 1 L transfer soliisyonu hazirlanip sogutuldu.

- Jelin protein bulunmayan y1ginlama kismu kesilip atildi.

- PVDF membran uygun boyutlarda kesilerek once % 100 metanolde 15 sn,
daha sonra transfer soliisyonu i¢inde yarim saat hidrate edildi.

- Jel transfer soliisyonu icinde yarim saat calkalandi.

- Western sandvici hazirlandi. Bir miktar transfer c¢ozeltisi, derinligi fazla
olmayan genis bir kaba alindi. Kaset, i¢i transfer soliisyonu ile dolu bu kaba
konularak siyah ylize (- taraf) siinger, 2 adet 3MM Whatman kagidi ve jel
konuldu. Jelin iizerine membran yerlestirilerek arada hava kabarciklar

kalmamasina dikkat edilerek membranin iizerine 2 adet daha 3MM Whatman



kagid1 ve stinger konuldu. Plastik klamp ile kaset kapatildi. Kaset kapatildiginda
alt tarafta siyah, tist kisstmda kirmizi yiiz olur.

- Kaset dikey olarak, renksiz yiizii elektod modiiliiniin kirmiz1 kismina, siyah
kismi elektrod modiiliiniin siyah kismina bakacak sekilde yerlestirildi.

- Daha sonra tiim sistem tankin icine buz kalibi da oturtularak tanka
yerlestirildi ve tankin kapagi kapatildi.

- Giic¢ kaynag agilarak 100 V’ a ayarlandi. 2 saat kadar sogukta transfer edildi.
- Transfer islemi sonlandiginda gii¢ kaynagi kapatilip ve jel kaseti tankin
icinden ¢ikarildi.

- Jel kaseti dikkatlice acgilip, siingerler ve Whatman kagitlar1 ayrilip jel ve
membran birbirlerinden dikkatlice ayrildi.

- Membran Ponceau S soliisyonuyla boyanarak proteinlerin transfer olup

olmadiklarina bakildi. Jel coomassie mavi soliisyonuna atilip jelde protein kalip

kalmadigina bakildi.
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Resim 5.3: Western blotting transfer (145)



5.3.6.2 Western Blotlama:

1 saat TBST icinde hazirlanan %5’lik yagsiz siittozu ile PVDF membrani
bloklandi. Boylece spesifik olamayan baglanmalar bu bloklama ile engellendi.
Membran oksitosin primer antikoru (1/200 diliisyon) ile gece boyu + 4% C’de
inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrast membran 3x20 dk TBST ile yikandi. Her 20 dk yikamada
TBST tazelendi.

Yikama sonrasinda 2. primer antikor olan aktin antikoru (1/400 diliisyon) ile
membran 6 saat + 4° C’de inkiibasyon yapildi.

Inkiibasyon sonrast membran yine 3x20 dk TBST ile yikandi. Her 20 dk
yikamada TBST tazelendi.

Membran, 1/2500 konsantrasyonlu sekonder antikor ile oda sicakliginda
inkiibasyona tabi tutuldu.

2x20 dk TBST ile 1x20 dk TBS ile son yikama yapildi.

5.3.6.3. Karanhk Oda islemleri:

- Membran kaset i¢ine yerlestirilmis gergin ve burusuk olmayan bir asetat
tizerine konuldu.

- Marker isaretleri fosforlu etiketler ile isaretlendi. Boylece etiketler filmi
yakacak ve film iizerinde markerlarin yerleri belli olacaktir.

- Soliisyon 1 ve 2, 1:1 oraninda karistirihip 1 dk beklendi ve membranin {izerine
dokiildii. Membranin tiim alanin1 kapladigindan emin olundu.

- Daha sonra ikinci bir asetat membranin iizerine kapatildi ve kasetin icinde
kaymasi engellendi.

- Isik kapatildi ve kirmizi 151k agildi. Filmler kutudan ¢ikartirilarak membran
tizerine yerlestirilip ve kasetin kapagi kapatildi.

- 3-5 sn membran iizerinde tutulan film alinarak developer soliisyonu igine

kondu burada 15 sn kadar yikandi.



- Developer soliisyonundan ¢ikarilan film, fikser soliisyonunda 10 sn kadar
tutuldu.

- Film su ile duruland: ve oda 1si1sinda kurutuldu.

5.3.7. Kullanilan istatistiksel Yontemler:

Bu c¢alismanin istatistiksel analizleri Graph Pad yazilimi kullanilarak yapilmistir.
Istatistiksel anlamlilik sinirt p<0,05 olarak alinmustir. Nitrik oksit miktarlarinin ve
oksitosin reseptOr artislarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde Paired Samples

Student T-Test kullanilmastir.



6.BULGULAR

6.1. Nitrik Oksit Olciimii Sonuclari:

Uciincii pasajlama islemi sonunda elde edilen endotel hiicrelerine, yontemler kisminda
anlatildigy gibi, belirtilen miktarlarda hormonlu medyumlar ile 24 saat boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin iizerlerinden elde edilen medyumlarin protein
coktiirme islemleri yapildiktan sonra, nitrik oksit Olciimleri, Sievers Nitrik Oksit

Analizorii 2801 aletinde yapildi.
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Kontrol 100nM E2 100nM OT 100nM Pro 100nM 100nM 100nM
(17,92£1,42)  (23,3343,84)  (21,40+2,53) (21,6£1,15)  OT+100nM E2 Pro+100nM OT  E2+OT+Pro
(18,80£1,56)  (19,60+1,55)  (18,90+2,88)

Sekil 6.1: Endotel hiicre kiiltiiriinden elde edilen nitrik oksit sonuglari (n=5)

Yaptigimiz istatistiksel analiz sonucunda insan umbilikal ven endotelyal hiicrelerinin
Ostradiol, oksitosin ve progesteron ile uyarilmasinin NO miktarlarin1 anlamh 6l¢iide
arttirdi@y tespit edildi. NO miktarlarinin kontrole gore Ostrojen ile uyarilmis hiicrelerde
% 30 oraninda, oksitosin ile uyarilan hiicrelerde ise % 19 oraninda anlamli artis tespit
edildi. Yine kontrole gore progesteronun % 20 oraninda nitrik oksit miktarin1 anlaml
bir sekilde arttirdig1 goriilmiistiir. Oksitosinin vaskiiler endoteldeki NO iiretimi {izerine
olan etkisine Ostrojen ve progesteronun katkilarina bakildiginda Ostrojenle birlikte
oksitosinin verildigi hiicrelerde NO iiretiminde sadece oksitosin veya E2 verilen
hiicrelerdekine gore anlamli bir diisiis goriilmektedir. Progesteron ile birlikte oksitosinin
verildigi hiicrelerdeki NO {iretimini ile sadece oksitosin verilen hiicrelerdeki NO iiretimi

arasinda azalma gozlensede istatistiksel olarak anlamli bir iliski goriilmemektedir.

Tablo 6.1: Nitrik oksit miktarlarina gore yapilan istatistiksel analiz sonucunda anlaml

cikan parametrelerin t-testi p degerleri

t-testinin
p-Degerleri

kontrol Ostrojen 0.027




kontrol oksitosin 0.028
kontrol progesteron 0.017
oksitosin Oksitosin+ostrojen 0.029

6.2. Endotel Hiicrelerde BCA Protein Yontemi ile Protein Miktarlarimin Tayini:

Nitrik oksit ol¢iimii sonrasi1 yapilan elektroforez islemi icin, kuyulara uygun ve esit

miktarlarda protein yiiklemek icin endotel hiicrelerde protein tayini yapildi. Bunun i¢in

diger protein tayin yontemlerine gore daha hassas, hizli ve kesin olan “BCA Protein

Tayin Yontemi” kullanildi. Yontemin basamaklari “Yontemler” kisminda anlatilmastir.

6.3. Western Blot Analizi Sonuclari:

Western blotting yontemi ile membrandan X-ray filme aktarim sonucunda elde

ettigimiz endotel hiicrelerdeki oksitosin reseptor bandlarinin analizi sonucunda

asagidaki veriler elde edilmistir.




OTR Western Blot Analiz Sonuglari

OTR

Kontrol 100nM 100nM 100nM 100nM Pro 100nM 100nM 100nM
(0,66+0,08) Ostrojen Oksitosin ~ OT+100nM  (0,77+0,10) Pro+100nM Pro+100nM E2+OT+Pro
(0,9540,35) (0,89+0,08) E2 E2 oT (0,96+1,18)
(1,17£0,14) (0,9240,17) (0,99+0,22)

Sekil 6.2: Oksitosin reseptorii icin Western Blotting analiz sonuglar1 (n=3)

Buna gore; her bir hormon uygulamasi, endotel hiicrelerde OTR sayisim1 kontrole gore
artirmistir.  Endotel hiicrelere Ostrojen ve oksitosin uygulanmasiyla oksitosin
reseptorleri kontrole gore sirasiyla % 49 ve % 35 artmustir. Ostrojen ve oksitosinin

beraber verildigi hiicrelerde ise % 79 oraninda anlamli bir artis gozlenmistir.

Tablo 6.2: Oksitosin reseptor artislarina gore yapilan istatistiksel analiz sonucunda

anlamli ¢ikan parameterelerin t testi p degerleri

t-testinin
p-Degerleri

kontrol Ostrojen+oksitosin 0.049

oksitosin Ostrojen+oksitosin 0.034




OTR —
80 kda
Aktin
43 kda

1. Kontrol 5.100 nM OT+P
2.100 nM E2 6. 100 nM P+E2
3.100 nM OT 7. 100nM P

4.100 nM E2+0T 8. 100 nM E2+OT+P

Sekil 6.3: X-Ray film iizerinde oksitosin reseptorler bandlarinin goriintiisii



7. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda yapilan arastirmalar oksitosinin kardiovaskiiler sistem iizerinde dnemli
etkileri olan bir hormon olabilecegini gostermektedir. Kardiovaskiiler sistemde
oksitosinin en 6nemli hedeflerinden biri endotelyumdur. Ancak oksitosinin endotel
aracili vaskiiler etkileri ve bu etkilerin diizenlenmesi ile ilgili bilgiler heniiz cok
kisithidir. OT nin kan basinci, kan hacmi iizerindeki dogrudan ve aracili etkilerinin
mekanizmasi yogun olarak arastirilmaktadir.

Bu calismada oksitosinin endotel hiicrelerinde NO salgilanmasi iizerindeki etkileri ile
Ostradiol ve progesteron gibi steroid hormonlarin oksitosinin etkilerinin
diizenlenmesindeki rolii arastirilmaya ¢aligilmistir.

Aragtirmamizda, insan umbilikal ven endotelyal hiicrelerinin oksitosin ile
inkiibasyonun NO salgilanmasini anlaml olciide arttirdigs tespit edilmistir. Ostradiol
veya progesteron ile inkiibe edilen hiicrelerde de NO salgilanmasinda artis gozlenmistir.
Deneylerimizde en fazla NO artisina E2 neden olurken (% 30) OT ve P benzer
miktarlarda (~% 20) artisa neden olmustur. Ostradioliin ve progesteronun NO sentezini
artirdiklar1 uzun yillardir bilinmektedir (67,146-151). Yapilan bir ¢calisma ise insan
endotelyal hiicrelere oksitosin uygulanmasinin intraselliiler kalsiyum mobilizasyonuna,
NO iiretimine ve artmis proliferasyona yol actigin1 gostermistir (116). Bizim
sonuglarimizda oksitosinin endotelden NO salgilattigin1 dogrulamaktadir.

Oksitosinin endotelden NO salgilatmasi1 damar saglhigi agisindan 6nemli bir hormon
oldugunu gostermektedir. Ciinkii NO, kan akis1 ve basincinin diizenlenmesinde rol alan
giiclii bir antiaterosklerotik bir molekiildiir. Bu bulgular OT nin vaskiiler sistemde
endotel aracili olarak NO yolagi iizerinden koruyucu ve gevsetici etkilerinin
olabilecegi gostermektedir.

Ostrojenlerinde damar koruyucu etkilerininin énemli bir kismin1 NO aracili
gerceklestirdikleri bilinmektedir (152). Ayrica dstrojenlerin OT sentezini regiile ettigi
de kabul edilmektedir.

Ancak deneylerimizde, endotel hiicreleri Ostradiol veya progesteronla beraber oksitosin
ile inkiibe edildiklerinde salgilanan NO miktarlarinda anlamli azalma saptanmistir. Bu

bulgu hem Ostradioliin hemde progesteronun varliginda OT nin NO salgilattiric



etkisinin azaldigini veya bagka bir deyisle OT nin Ostrojen veya progesteronun etkilerini
baskiladigini, yani hormonlar arasinda bir etkilesim oldugunu gostermektedir.

Her ne kadar progesteronun uterusta OT nin fonksiyonlarini, baskiladigi bilinsede
ostrojenlerin OT etkilerini baskilamasi ile ilgili bilgi literatiirde fazla yoktur (153,154).
Ancak OT verilen kadinlarda goriilen kan basinci degisikliklerinin hormonal durum ile
ilgili olmasi, 6rnegin kan basincinda azalmanin hamile olmayan kadinlarda
hamilelerden fazla olmasi seks steroidlerinin OT damar etkileri tizerinde dnemli rolii
oldugunu gostermektedir (117).

Ayrica oksitosinin sentezinin seks steroidleri kontrolii altinda oldugunun kaniti ise,
plasma oksitosin diizeylerinin menstriiel siklus boyunca degisiklik géstermesidir. Bu
calismaya gore folikiiler ve ovulasyon fazinda yiiksek olan oksitosin, luteal fazda diisiik
bulunmustur (155).

Oksitosin ve ostradiol etkilesimi in vitro olarak ta gosterilmistir. Ornegin MCF7 meme
kanseri hiicrelerinde oksitosin uygulanmasi dstradioliin mitoz tizerindeki uyarici etkisini
baskiladigi gosterilmistir. Ayrica OT nin yine MCF7 kanser hiicrelerinde ERa
mRNA’s1 liretiminde, baglanma afinitesinde ve transkripsiyonal aktivitesinde
degisikliklere sebep oldugu gosterilmistir (156).

Gebelik boyunca OT diizeylerinin artmasina ragmen, artan uterine OTR’ lerinin
progesteron tarafindan etkisiz tutuldugu ve dogumun baslamasi ile progesteron
diizeylerinin azalmasi ile aktif hale geldigi kabul edilmektedir. Progesteronun
OTR’lerini etkisizlestirmesin mekanizmasi halen ¢ok net olarak bilinmese de 6nerilen
cesitli hipotezler vardir ve myometriumun birden OT’ye hassas hale gelerek kasilmaya
baslamasinin nedeni heniiz bilinmemektedir (157). Dolayisi ile bizim deneylerimizde
de endotel hiicrelerinde de progesteron varliginda NO sentezinde azalma gozlenmesi
progesteronun OT nin endotel reseptoriine baglanmasini inhibe etmesi ile agiklanabilir
ancak 0Ostrojenin etkileri olduga siiprizdir ve bu konu daha fazla arastirmay1
gerektirmektedir.

Calismamizin ikinci kisminda endotel hiicre kiiltiirlerinde, Ostrojenin ve progesteronun
OTR sentezi ve miktar1 tizerindeki etkisi Western Blot yontemi ile arastirilmistir.
Deneylerimiz hem OT’nin hem de gonad steroid hormonlarinin oksitosin reseptor

sayisini artirdigl géstermistir.



Gonadal steroidlerin uterine OTR reseptorlerinin sayisinin ve aktivitesinin
regiilasyonunda 6nemli rol oynadig: bilinmektedir (158,159) Ostrojenlerle
progesteronun birbirine zit etki yaratti§1 da kabul edilmektedir. Ostrojenlerin gebelik
boyunca uterusta OT reseptor sayisinda artisa neden olurken progesteronun hem
genomik hemde non-genomik yollar ile OTR sentezini ve ligandini baglamasini
engelledigi bircok arastirma ile gosterilmistir (153). Ancak Progesteronun OTR
fonksiyonu ve ekspresyonu iizerindeki etkileri pek net degildir ve halen tartismalidir.
(108,130).

Farelerde damar sisteminde ise Ostrojenik regiilasyona hassas bir oksitosin sisteminin
varlig1 gosterilmistir. Jankowski ve arkadaslar dietilstilbestrol uygulamasinin
olgunlagsmamis farelerde vena cava gibi baz1 damarlarda OTR mRNA’sinda artisa
neden olurken aortada etkisiz oldugunu gostermislerdir (123). Ostrojen agonisti
Genistein verilen overioktemize sicanlarda aortada OT ve OTR sentezinin arttig1
gosterilmistir (160). Bizim deneylerimizde insan damar endotel hiicrelerinde Ostrojen ve
progesteron ile regiile edilebilen bir OTR sisteminin varligin1 gostermektedir.
Progesteronun endotelde OTR miktarinda artisa neden olmasi uterusda bilinen, daha
cok azaltma yoniinde olan etkileri ile ¢elismektedir. Progesteronun vaskiiler OTR
miktarina etkisi lizerinde bagka arastirma yoktur. Bu konuda yorum yapabilmek icin
arastirmalarin artirllmasi gerekmektedir.

Sonug olarak arastirmamiz, gonad steroidleri Ostradiol ve progesteronun OTR
miktarinda artisa neden olurken OT nin NO salgilanmasi agisindan etkilerini kontrol
ettigini, kisacasi endotelde steroidler tarafindan regiile edilen bir OT ve OTR sisteminin
varligini gostermektedir. Ancak oksitosinin endotelde OTR aracili etkileri ve
kardiyovaskiiler sistemdeki 6neminin anlasilmasi i¢in daha ¢ok arastirmaya gerek
bulunmaktadir.

Calismamizin daha da aydinlatict olmasi i¢in, yaptigimiz endotel hiicre kiiltiiriinde
ostrojenin OT diizeylerine etkisi bakilmali idi. Hormon inkiibasyonlarinda ise farkl

konsantrasyonlarda dozlar kullanilabilirdi.
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