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III. KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI

ACTH: Adrenokortikotropik Hormon

AMP: Siklik Adenozin Monofosfat

ANP: Atrial Natritiretik Peptit

BNP: B Tip Natriiiretik Peptit

cGMP: Siklik Guanozinmonofosfat

CNP: C-Tip Natriiiretik Peptit

EDHF: Endotel Kaynakli Hiperpolarize Faktor
ELISA: Enzim Immiindl¢iim Yéntemi

eNOS: Endotel Nitrik Oksit Sentaz

ER: Ostrojen Reseptorii

ERK: Ekstrasiiler Sinyal Diizenleyici Kinaz
ET: Endotelin

GC: Guanilat Siklaz

GIRK: G Protein Bagimli Potasyum Kanallari
GPR: G Protein Bagimli Reseptor

HDL.: Yiiksek Dansiteli Lipoprotein

ICAM: Intraseliiler Adezyon Molekiilii

IL-1: Interlkin-1

IVF: In Vitro Fertilizasyon

iINOS: Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
LDL: Diisiik Dansiteli Lipoprotein

MAPK: Mitojen Aktive Protein Kinaz

NNOS: Noral Nitrik Oksit Sentaz

NO: Nitrik Oksit

NP: Natriiiretik peptit

NPR-A: Natriiiretik Peptit Reseptor—A
NPR-B: Natriiiretik Peptit Reseptor—B
NPR-C: Natriiiretik Peptit Reseptor—C
NT-proCNP: N Terminal Pro C Tip Natriiiretik Peptit
PGI2: Prostasiklin



PI3K: Fosfatidil inositol-3-OH kinaz

PKG: Protein Kinaz G

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri

SOD: Siiperoksit Dismutaz

TNF: Tiimor Nekroz Faktor

VCAM: Vaskiiler Endotelyal Biiyliime Faktorii
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1. OZET

Ostrojenler kardiyovaskiiler sistem {iizerinde koruyucu etkileri bulunan
hormonlardir. Ostrojenlerin, endotelden salgilanan bazi1 vazoaktif maddelerin
sentezinde degisikliklere neden olmasinin koruyuculuk mekanizmasinda 6énemli rol
oynadig1 gosterilmistir. C-tip natritiretik peptit (CNP), vazodilator ve antienflamatuar
etkileri olan damar koruyucu kardiyovaskiiler bir hormondur. Son yillarda yapilan
bazi hayvan deneyleri CNP sentezinin Ostrojenler tarafindan kontrol edilebilecegine
dair ipuglar1 saglamistir. Bu c¢alismada amacimiz Gstrojen diizeylerinin ¢ok
yiikseldigi in vitro fertilizasyon tedavisi (IVF) alan kadinlarda plazma &strojen ve
CNP diizeylerindeki degisiklikleri, aralarindaki iligkiyi saptamak ve Ostrojenlerin
kardiyovaskiiler sistem lizerindeki etkilerinin mekanizmasinda CNP’nin olas1 roliinii
arastirmaktir.

Bu amagla IVF tedavisi goren 29 saglikli kadindan menstruel siklusun 3. giinii
menstrual siklusun 5. gilinii ve ovulasyondan 6nce kan ornekleri alinmistir. Kontrol
grubu olarakta saglikli kadinlarda menstrual siklusun 3. giinii 6rnekler toplanmustir.
Orneklerde NT-proCNP ve ostrojen diizeyleri enzim immiindlgiim ydntemiyle
belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar plazma &strojen diizeylerinin ovulasyon Oncesinde
(1676+822 pg/mL), tedavinin 3. (29.7+23 pg/mL) ve 5. (817.3£626 pg/mL)
giinlerine gore anlamli derecede (p<0.001 ve p<0.01) arttifin1 gdstermektedir.
Plazma NT-proCNP seviyeleri en yiiksek diizeyine Ostrojenin en yiiksek oldugu
ovulasyon oOncesi donemde ulagmistir. Ovulasyon oOncesi plazma NT-proCNP
diizeyleri (9.9+4.6 pmol/L), 3. giine (7.07+3.2 pmol/L) gére anlaml1 (p<0.001) olarak
yiiksektir. Ayrica NT-proCNP seviyelerinde, tedavinin 5. giininde 3. giine gore
anlamli (p<0.05) artis saptanmistir. Ugiincii giin ve 5. giin NT-proCNP ve 6stradiol
diizeyleri arasinda kuvvetli bir korrelasyon (0.58, p<0.0023) bulundu.

Sonuglarimiz IVF siirecinde yiikselen Ostrojenin, CNP salgilanmasinda rolii
olabilecegini gostermektedir. Bu bulgu, 0Ostrojenlerin kardiyovaskiiler sistem
tizerindeki olumlu etkilerinin mekanizmasinda CNP sentezini artirmasinin da yer
alabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: C Tip Natriiiretik Peptit, Ostrojen, IVF.



2. SUMMARY

Effect of in vitro fertilisation treatment on plasma C Type Natriuretic Peptide
levels

Estrogens have protective effects on the cardiovascular system. It is
demonstrated that estrogen induced changes in the synthesis and release of various
vasoactive compound from the endothelium have important roles in the mechanism
of protection. C type natriuretic peptide is a cardioprotective vascular hormone with
its vasodilator and antiinflamatuar effects. Evidence from few animal studies indicate
that CNP synthesis may be modulated by estrogens.

The aim of our study was to investigate the possible role of C type natriuretic
peptide in estrogen’s cardioprotective effects. With this aim, we explored the changes
in plasma estradiol and C type natriuretic peptide levels and their relations in women
who have high levels of estrogens due to in vitro fertilization therapy.

In this study three blood samples were collected from 29 woman undergoing in
vitro fertilisation treatment. The samples were collected on the third and the fifth day
of menstruel cycle and just before ovulation. Also as control, blood was collected
from healthy women on the 3d day of their menstrual cycle. Blood levels of NT-
proCNP and estrodiol were measured by enzyme-linked immunosorbent assay.

Our results demonstrate that estradiol levels of women in IVF group are
significantly (p<0.001 ve p<0.01) higher before ovulation (1676+822 pg/mL)
compared to 3d (29.7+23 pg/mL ) and the 5th day (817.3+626 pg/mL) of the
treatment. Plasma NT-proCNP levels reach highest levels just before ovulation as
estradiol. Plasma NT-proCNP levels of IVF group are significantly (p<0.05) higher
before ovulation (9.9£4.6 pmol/L) compared to 3d day (7.07+3.2 pmol/L). In this
group plasma NT-proCNP levels are also significantly (p<0.05) higher in the 5th day
compared to 3d.

Our results indicate that elevations in estradiol may have a role in the increased
CNP levels during IVF treatment. This finding also suggest that CNP may be
involved in the protective effects of estrogens.

Key words: C type natriuretic peptide, estrogen, IVF.



3. GIRIS VE AMAC

Natriiiretik peptitler kalp damar sisteminde énemli rolleri olan hormonlardir. C-
tip natritiretik peptit, (CNP) baslica endotelyumdan salinan ve vazodilator etki
gostererek kan basincinin  diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan, ayrica
antienflamatuar, antitrombotik etkileri ile damar sagligina 6nemli katkilar1 olan anti-

aterosklerotik bir peptit hormondur.

Ostrojenler de damar saghginda ¢ok onemli koruyucu rolii olan hormonlardir.
Ostradioliin damar koruyucu etkilerinin énemli bir kismini endotel hiicrelerinde
nitrik oksit sentezini artirarak ve bunun sonucunda vazodilatasyona, diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonunun baskilanmasina, 16kosit adezyonunun inhibisyonuna

neden olarak gergeklestirdigi birgok ¢alismada gosterilmistir.

Son yillarda yapilan birka¢ hayvan deneyi oOstradioliin, CNP salgilanmasini
arttirdigini  géstermistir. Ancak Osrojenlerin insanlarda CNP sentezi tiizerindeki

etkileri konusunda arastirmalar ¢ok kisithidir ve etkileri net olarak bilinmemektedir.

Bu c¢alismada amacimiz Ostradioliin damar sagligi iizerindeki etkilerinde
CNP’nin rolii olup olmadigini incelemek ve etki mekanizmasinin aydinlatilmasina

katkida bulunmaktir.

Bu amagla, 6strojen diizeylerinin dramatik artiglar gosterdigi IVF tedavisi goren
kadinlarda, tedavinin belirli fazlarinda ve kontrol olarakta saglikli kadinlarda plazma
Ostrojen ve CNP diizeyleri ol¢iilerek, iligkiler incelenmistir. Bulgularimiz insanlarda
Ostrojen gibi gonadal hormonlarin natriiiretik peptit sentezi iizerinde etkilerinin ve

etki mekanizmasiinda CNP’nin yerinin anlagilmasi a¢isindan 6nem tasimaktadir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Natriiiretik Peptitler

Vaskiiler tonusun, elektrolit ve sivi dengesinin diizenlenmesinde gorev alan
natritiretik peptit (NP) ailesi; atrial natriiiretik peptit (ANP), B-tip natriiiretik peptit
(BNP), ve C-tip natriiiretik peptit (CNP) iiyelerinden olusur (Vanderheyden et al
2004). Natritiretik peptitler yapilar1 benzerlik gosterse de sentez yerleri ve etkileri
acisindan farklilik gosteren kardiyovaskiiler hormonlardir. Kan voliimiini ve

basincini natriiirez ve diiirez ile ayarladiklari i¢in bu ismi almiglardir (Flickinger et

al 1995).

ANP ve BNP baslica atria ve ventrikiillerden sentezlenen ve salinan
hormonlardir (Nir 2007, Munagala, Burnett and Redfield 2004). Kronik kalp
hastaliklarinda bu peptitlerin plazma diizeyleri 200-300 kat artmaktadir (Potter,
Abbey-Hosch and Dickey 2006).

ANP BNP
HyN /sf,@pps‘-g
) o= (:"J}Afﬁ)ﬂy \ ] N A‘rgﬂ'!?l\leﬁ
NRgg B i PV
TP A S \ )
Jsglcg. o) 5%5 E
SgtAf‘gcg D P 4
T ”{Eﬁ T Ay © Led Sep
Hooc .1 S ser oo @Y Gl sep 5F
CNP
»,lry!‘gLey
ol .o
HoN )™ =y “hs
i ';éelge‘cpv? ‘“fyg
v o
Hooc .- &% aly
<;.Il{etj‘ Sqej;
“ g

Sekil 1. Nartiiiretik peptit ailesinin 3 ana iiyesinin aminoasit dizilimleri ve yapilari:
ANP = Atriyal natritiretik peptit; BNP = B-tip natriiiretik peptit; CNP = C-tip
natriliretik peptit (Abassi ve ark. Pharmacology & Therapeutics 2004; 102:223— 241 'den degistiri-

lerek alinmustir).



CNP bu ailenin en son bulunan iiyesidir. Plazmada diisiik konsantrasyonlarda
bulunmasi ve kisa Omiirlii olmasi nedeni ile etkileri henliz tam olarak
bilinmemektedir ve incelenmeye devam edilmektedir. Ancak CNP etkileri ve etki
mekanizmalar1 agisindan diger natritiretik peptitlerden farklilik gosterdigi ve daha
¢ok parakrin ve otokrin hormon olarak vaskiiler sistemde, sinir sisteminde, kemik
gelisiminde ve inflamasyon siirecinde 6nemli etkileri oldugu bilinmektedir (Casco et

al 2002, Del et al 2006, Kellsal et al 2006, Suga 1993).

Natriiiretik peptitlerin biyolojik etkileri bircok dokuda lokalize spesifik membran
reseptorleri aracili gergeklestirili. Uc tip natriliretik peptit reseptdrii (NPR)
bulunmaktadir; NPR-A, NPR-B, NPR-C. NPR-A reseptorlerine ANP ve BNP’nin
daha fazla afinitesi bulunur. NBR-B reseptorleri ise daha ¢ok CNP’ye spesifiktir.
CNP NPR-B’ye ANP ve BNP’ten 3 kat daha fazla afinite ile baglanir. NPR-A ve
NPR-B’nin yapisinda ekstraseliiler ligand baglayici bolge, kiiclik mentese bolgesi,
kinaz homolojisi gosteren bolge ve intraseliiler guanil siklaz bolgesi bulunur (Anand
2005). NPR-C’nin intraseliiler kinaz ve guanil siklaz bolgeleri yoktur. Bunun yerine
Gi ile etkilesen 37 aminoasitlik intraseliiler kuyruga sahip oldugu gdsterilmistir.
Murthy 1998). NPR-C, temizleme reseptorii olarak diisiiniilmektedir (Maack and
Suzuki 1987, Cohen 1996).

Tim natritiretik peptitler NPR-C’ye yiiksek afinite ile baglanir. NPR-C
natritiretik peptidlerin dolasimdan uzaklagsmalarina neden oldugu igin bir temizleme
reseptorii olarak kabul edilmis olsa da son yillarda yapilan arastirmalar peptitlerin

bazi etkilerine de aracilik ettigi gosterilmistir.
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Sekil 2. Natritiretik peptidlerin homolojisi ve yapisi



4.1.1. C-tip natriiiretik peptit

C-tip natritiretik peptit ilk olarak domuz beyninden izole edilmistir (Totsune et al
1994). C-tip natriiiretik peptit, basta endotel hiicrelerde olmak {iizere, beyinde,
kondrositlerde, uterus ve ovaryumlarda sentezlenmektedir. Baz1 sitokinler, biiyiime
faktorleri, tiimor nekrozis faktor, interlokin 1, CNP salinmasimi arttirir (Scotland,

Ahluwalia and Hobbs 2005, Piechota et al 2007).
4.1.2. CNP sentezi ve depolanmasi

Kaba endoplazmik retikulumda 126 aminoasitlik prepro-CNP olarak sentezlenen
CNP sinyal peptidazin sinyal peptidi uzaklastirmasindan sonra 103 aminoasitlik
proCNP'ye doniisiir (Sekil 2) (Ogawa et al 19). Ardindan Golgide pro-CNP, CNP-
53’0 olusturmak iizere furin tarafindan kesilir. (Wu et al 2003). C-tip natriiiretik
peptit 53'ten de bilinmeyen bir mekanizma ile CNP 22 olusmaktadir (Minamino et al
1991, Stingo et al 1992 ). Yirmi iki aminoasitlik CNP'nin biyolojik olarak daha aktif
oldugu diistiniilmektedir. Geriye kalan kisim NT-proCNP’dir. NT-proCNP’nin yari
omrii CNP’den daha uzun oldugu icin plazmada daha yiiksek konsantrasyonlarda
bulunabilir ve diizeyleri CNP konsantrasyonunu yansittigl i¢in aragtirmalarda NT-

proCNP'nin Sl¢iilmesi kolaylik saglamaktadir (Ry et al 2007, Wu et al 2003).
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Sekil 3. CNP’nin sentezi (Scotland ve ark. Pharmacology & Therapeutics 2005;105: 85— 93 'den

degistirilerek alinmuistir).



Ek olarak, C tip Natriiiretik peptit ANP gibi salg1 graniillerinde depolanmaz bu
yiizden sentezlendikten sonra eksositozla atilmaktadir (Chauhan et al 2003, Villar et
al 2007).

4.1.3. C- Tip natriiiretik peptitlerin vaskiiler etkileri

C-tip natritiretik peptitin, kardiyovaskiiler sistemde ¢ok O6nemli fonksiyonlari
bulunmaktadir (Clavell et al 1993). Yapilan ¢alismalar eksojen CNP’nin insan, sigan,
kopek ve domuzlarda potent vazodilator oldugunu gostermistir (Wiley and
Davenport 2001, Drewett et al 1995, Brunner and Wolkart 2001, Chauhan et al
2003, Wennberg et al 1999, Madhani et al 2003, Steinmetz et al 2004, Barber et al
1998).

Insanlarda, primatlarda, kopeklerde ve hipertansif siganlar iizerinde yapilan
birgok calismada eksojen CNP infiizyonun kan basincinda akut bir diisiise neden
oldugu bildirilmistir (Seymour et al 1996).

Kisa omiirlii, lokal etkili bir hormon olarak kabul edilen CNP’nin vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde vazodilator etkisi oldugu bilinmektedir. CNP, diiz kaslar lizerindeki

bu vazodilatasyon etkisini iki mekanizma ile gerceklestirmektedir.

Birinci mekanizmada vazodilatasyon CNP’nin damar diiz kaslarindaki NPR-B
araciligi ile gergeklesmektedir. Bu mekanizmada CNP’nin reseptoriine baglanmasi
ile gerceklesen pGC aktivasyonu ve cGMP olusumu biyolojik etkiyi yaratmaktadir.
¢cGMP c¢esitli  mekanizmalarla damar diiz kas hiicrelerinin  kasilmasin

engellemektedir (Sekil 3) (Yamahara et al 2003).
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Sekil 4. cGMP aracili diiz kas gevsemesi (Potter et al 2006).



Yapilan bazi calismalar CNP’nin NPR-B aracili kardiyovaskiiler etkilerinden
bagimsiz bir mekanizma aracilifiyla da diiz kaslar iizerinde etkili olabilecegini
gostermistir. Wei ve ark. izole arterde CNP’nin vazodilator etkisinin potasyum Klorid
tarafindan inhibe edilebildigini fakat ¢oziinmiis guanilat siklaz, nitrik oksit sentaz ve
prostaglandin sentaz inhibitorlerinden etkilenmedigini bildirmislerdir. Wei ve ark.
diger bir ¢alismada, CNP’nin koroner arterlerin diiz kas hiicrelerinde potasyum kanal
aktivasyonuna boylece membran hiperpolarizasyonuna neden oldugunu gostermistir
(Wei et al 1994). Bu ikinci mekanizmada vazodilatasyon CNP’nin diiz kaslarda
hiperpolarizasyona neden olmasi ile gerceklesmektedir. Hiperpolarizasyon NPR-C
aracili olarak hiicrelerde potasyum kanallarinin agilmasi ile olugsmaktadir (Sekil 4).
Bu hiperpolarizasyon etkisine bagli olarak CNP, endotel kaynakli hiperpolarizasyon
faktorlerinden (EDHF) biri olarak kabul edilmektedir (Ahluwahlia et al 2004, Pagel
et al 2007, Leanid et al 2009).
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Sekil 5. Vaskiilar diiz kaslarin gevsemesinde NPR-C aracili etki (Amrita and Adrian
2005).

CNP’nin vaskiiler tonus iizerinde renin anjiyotensin sistemi (RAS) aracili etkileri

de bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada CNP infiizyonunun ACTH, vazopressin ve



aldosteronun kandaki konsantrasyonlarinda azalmalara neden oldugu gozlenmistir

(Han and Hasin 2003).

C-tip natriliretik peptit ayrica immiin sistem hiicrelerinin ve trombositlerin akti-
vitelerini diizenlemektedir. CNP’nin trombosit agregasyonunu ve endotel hiicrelerin-
den sentezlenen adezyon molekiillerinin ekspresyonunu baskiladigi gosterilmistir.
Hasarli arterlerde yapilan bir ¢alismada CNP’nin vaskiiler adezyon molekiilleri olan
VCAM-1 ve ICAM-1’in ekspresyonunu baskiladigi bildirilmistir (Qian et al 2002,
Simoncini et al 1999).

CNP antienflamatuar etkileri ile enflamasyonun kontroliinde énemli rol oyna-
maktadir. Enflamasyonu uyaran IL-1f, TNF ve lipopolisakkaritler gibi ajanlarin
CNP ekspresyonunu arttirdigi bilinmektedir (Scotland et al 2005, Suga 1992).
Sepsisli hastalarda dolasimdaki CNP seviyeleri 6nemli dercede artmaktadir (Hama et
al 1994). CNP’nin ayrica aterosklerotik lezyonlarin gelisimine kars: koruyu etkileri
olabilecegi belirtilmektedir (Brown and Chen 1995, Casco 2002, Naruko 1996).
Yukarida belirtilen ¢aligmalarin 15181 altinda CNP’nin enflamatuvar bir hastalik olan

ateroskleroza karsi koruyucu bir hormon oldugu kabul edilmistir (Ross 1999).

4.2. Ostrojen

Kolestrolden tiireyen 18 karbonlu steroid yapida bir hormondur (Sekil 5).
Kadinlarda sekonder seks karakterlerinin olusumuna yol agarak, iireme siklusu ve
iireme organlarin biiylime ve gelisiminden sorumludur. 17-f 6stradiol (E2), dstron
(E1), and &striol (E3) olmak iizere ii¢ tiptir (Gruber and Wieser 2002). Ostrojenler
esas olarak ovaryum ve testislerde sentezlenirler ancak daha az olarak adrenal bezler
ve periferal dokularda androjenlerin aromatizasyonu ile de sentezlenmektedirler.
Gebelikte ise plasenta dstriol sentezinden sorumludur (Enmark and Gustafsson 1999,
Gray and Sharif 2001). Kadinlarda tireme c¢aginda overlerde sentezlenen ve
fizyolojik olarak en giiclii Ostrojen olan 17-f Ostrodioliin, tireme, farklilagsma, hiicre
proliferasyonu, apoptozis, inflamasyon, metabolizma, homeostazis ve beyin
fonksiyonlar1 gibi bir¢ok biyolojik siiregte 6nemli diizenleyici rolleri bulunur (Tsai

and O’ Malley 1994).
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Sekil 6. Ostrojen biyosentezi

Kadinlarda ostrojen diizeyleri menstrual siklus boyunca degisiklikler gosterir.
Ostrodioliin folikiiler diizeyi 100 pg/mL civarinda olup ovulasyon dénemlerinde 600
pg/mL civarina kadar yiikselir. Hamilelik boyunca ise bu oran 20.000 pg/mL’ye
kadar cikabilir. Menopoz sonrasi ise Ostrojen serum seviyeleri ayni yastaki
erkeklerdekine benzer olabilir (5-20 pg/mL) (Barret and Connor 1997). Repriidiiktif
cagindaki saglikli bir kadinda giinliik 17-f Ostrodiol tiretimi 700 pg’dir. Yarilanma
omrii yaklasik olarak 3 saattir, hizli ve geri doniisiimsiiz olarak Ostriol ve 6stron

metabolitlerine okside olmaktadir (Ginsburg et al 1998).
4.2.1. Ostrojenler ve reseptorleri

Ostrojenlerin, uterus, over, meme, prostat, testis, kemik, karaciger ve beyin gibi
birgok dokuda, dagilimlar1 farkli olmakla birlikte reseptdrleri bulunmaktadir.

Giiniimiize kadar 3 tip dstrojen reseptdrii tantmlanmustir. Ostrojen reseptorii alfa (ER-
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o) ve Ostrojen reseptorii beta (ER-B) ve G-protein reseptorii 30 (GPR30) (Speroff L
2000). Ostrojen reseptor-a 1960 yilinda kesfedilmistir (Soloffand Szego 1969).
1996'da ise Ostrojen reseptor [ bulunmustur (Kuiperet al 1996). 1997'de G protein
bagimli ti¢iincii bir reseptor olan GPR30 tanimlanmistir (Takada et al 1997).

Ostrojen reseptorii a ve B oldukga benzer yapiya sahip olmakla birlikte, farkli
genlerle kodlanan, yapilari, ligand afiniteleri ve etkileri farkli olan steroid hormon
reseptorleridir. ER-a ve ER-B gibi GPR insanlarda ve hayvanlarda kardiyovaskiilar
sistem boyunca eksprese edilmektedir (Bopassa et al 2010, Broughton et al 2010,
Deschamps and Murphy 2009, Ding et Al 2009, Filice et al 2009, Haas et al 2007,
Isensee et al 2009, Lindsey et al 2009, Ma et al 2010, Takada et al 1997).

4.2.2. Ostrojenin kardiovaskiiler etkileri

Premenopozal kadinlarda kardiyovaskiiler hastaliklara yakalanma insidansi
erkeklere gore carpici sekilde disiiktiir (Grady et al 1992, Meyer et al 2006).
Menapoz sonrasi ise keskin sekilde artmaktadir. Bu korumadan 6strojenler sorumlu
tutulmaktadir. Yapilan c¢aligmalar Ostrojen eksikliginin vaskiiler disfonksiyonda ve
aterosklerozun ilerlemesinde son derece énemli oldugunu gostermistir. Ostrojenlerin
damar sistemi itizerindeki koruyuculuklarinda endotelyum aracili etkilerinin 6nemli

yer tuttugu birgok calisma ile gosterilmistir.

Endotelyum kan ve damar diiz kas hiicreleri arasinda fizyolojik bir bariyer gorevi
alan, hemodinamik durum degisikliklerine ve dolasimdan gelen sinyallere cevap
olarak ¢esitli maddeler ireten, pek ¢ok endokrin ve parakrin fonksiyonlari olan,
vaskiiler homeostazda 6nemli rol oynayan bir dokudur (Bauer et al 2002, Vane,
Anggard and Botting 1990). Endotelyumun irettigi biyolojik aktif molekiiller
vaskiiler tonusu, 16kosit adhezyonunu, vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu ve
plateletlerin agregasyonunu diizenler (Dominik and Peter 2002). Endotel

disfonksiyon gelecekteki kardiyovaskiiler hastaliklarin habercisidir.

Ostrojenler direkt ve indirekt etkilerle ateroskleroz olusumunu &nlemektedir
(Tablo 1). Etki mekanizmalar ise direkt (klasik genomik ve hizli nongenomik) ve

indirekt etkiler olarak siniflandirilabilmektedir.
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proliferasyonu
CNP

Tablo 1. Ostrojenin direkt ve indirekt etkileri.

Ostrojenin direkt vaskiiler etkileri

Kardiyovaskiiler sistemde, Ostrojenin direkt etkileri hizli nongenomik ve uzun
stireli genomik mekanizmalarla gerceklesmektedir (Pedram 2002). Direkt etkileri,

Ostrojenin vaskiiler sitemdeki reseptorleri araciligryla meydana gelmektedir.

Uzun siireli genomik etki

Ostrojenin  kardiyovaskiiler ~ sistem  iizerindeki baz1  etkileri, gen
ekspresyonundaki degisikliklere bagli olarak gergeklesen, uzun siire gerektiren
genomik etki mekanizmalari ile agiklanmustir. Ostrojenin damardaki genomik etkileri
ER-a ve ER- aracilifiyla meydana gelmektedir. Ostrojen reseptorleri, ER-a ve ER-B
liganlarina baglandiklarinda 1s1 sok protein ve immunofilin igceren inaktif

komplekslerden ayrilir. Reseptor ve ligandlart heterodimer veya homodimer sekilde
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DNA iizerinde bulunan spesifik Ostrojen response elemente baglanir ve cesitli
koaktivatorlerin de etkisiyle transkripsiyon aktivatorleri gibi davranarak belirli
genlerin ekspresyonunu tetikler (Sekil 6) (Zhang and Trudeau 2006). Ayrica Gstrojen
dimer olusturmadan trankripsiyon faktoriine direk baglanarak veya onu
fosforilleyerek TF’yi aktif hale getirerek etki gosterebilmektedir (Meyer et al 2009).
Ostrojenlerin bu mekanizma ile vaskiiler dokuda entotelyal nitrik oksit sentaz,
prostosiklin sentaz, prostoglandin siklooksijenaz gibi enzimlerin ekspresyonunu ve
sentezini artirdigr gosterilmistir (Mendelsohn and Karas 1999, Conrad 1993,
Wolinsky 1972).

ésfrojen —

molekulu Nukleus
- — Stoplazma
Ostro jen _.__. ». \ Koaktivator
reseptori | /)
g Aktif gen

DNA
molekulu " mRNA

= .‘.._.;

Ostrojen = & Spesifik
cevap ] proteinler
elementi

Sekil 7. Ostrojenin genomik etkisi

Insan aortik endotel hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada 8 saat veya daha uzun
stireyle Ostrojene maruz kalma sonrasinda NO {iretimiyle birlikte eNOS protein
miktarinda da artis gézlenmistir (Caulin-Graser et al 1997, Chen et al 1999).
Sicanlarda yapilan bir calisma da ER-a genetik hasarinin vaskiiler NO seviyelerini

diistirdtigii tespit edilmistir.

17-B ostrodiol, koyun uterus arterleri, fotal pulmoner arter endotel hiicreleri,
HUVEC, sigan mesenterik ve serebral kan damarlarinda vasodilatdr prostosiklin

(PGI2) tiretimini uyardig1 goriilmistiir. PGI2 seviyesinin artist PGI2 iiretiminde rol

13



alan anahtar enzimlerin artmasi ile iligkilidir. Yapilan calismada 17-f Ostrodiol
uygulamasi prostosiklin sentetazi (PGIS) arttirarak PGI2 sentezini arttirdig

goriilmiistiir (Ospina, Krause and Duckles 2002).

Ostrojen ayn1 zamanda endotel hiicre ¢ogalmasini arttirarak ve vaskiiler hiicre
hasarii azaltarak endotel hiicre cevabinda rol almaktadir. Vaskiiler hasar meydana

geldiginde reendotelizasyon Gstrojen tarafindan hizli bir sekilde indiiklenmektedir.

Ostrojen, diiz kas hiicre migrasyonu ve proliferasyonunu baskilamaktadur.

Ostrojen, NADPH oksidaz ve ksantin oksidazin aktivitesini azaltarak veya
siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini arttirarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
azalmasina yol agar boylece oksidatif stres azaltmaktadir ( Staniek et al 2002, Frey et
al 2009).

17-B oOstrodiol ex vivo ve in vivo olarak koroner arter konstraksiyonunu
indiikleyen endotelin 1’in etkisini azaltmaktadir. Ayrica overyan hormonlart olmayan

kadinlarin aortik endotel hiicrelerinde prepro-ET-1 mRNA ekspresyonu artmig olarak
bulunmustur (Salhab et al 2000).

Hizli nongenomik etkileri

Ostrojenin klasik genomik etkilerinin yan1 sira bu mekanizma ile agiklanamayan
ani fizyolojik etkileri bulunmaktadir (Simoncini and Genazzani 2003). Ornegin, hem
kadin hem de erkek arterlerinde 17-f Ostrodioliin vazomotor tonus iizerinde akut

vazodilator etkileri gozlenmistir (Miigge et al 1993, Silva and Meirelles 1977).

Bu etkilerin hiicre zarinda bulunan reseptorler (MER) araciligi ile oldugu
ispatlanmistir. Birgok calisma klasik reseptorlerin veya G protein bagimh
reseptorlerin (GPR30) zar reseptorii olabildigini ortaya ¢ikarmistir (Norfleet et al
1999, Pappas et al 1995, Revankar et al 2005, Thomas et al 2005). Zar reseptorlerine
ligandlarin baglanmasi ile ¢esitli sinyal kaskadlari; mitojen aktive edici protein kinaz
(MAPK), protein kinaz A (PKA), protein kinaz C, fosfotidil inositol 3-kinaz aktive
olmakta ve biyolojik cevabi yaratmaktadir (Simoncini et al 2000, Simoncini et al
2003). Hatta mER sinyal yolunun ii¢iinciil mesajcilar araciligiyla gen ekspresyonunu
diizenledigi gosterilmistir (Zhang and Trudeau 2006, Akarasereenont 2000, Caroll et

al. 2005). Ostrojenin 6zellikle kardiyovaskiiler sistem iizerindeki etkilerini GPR
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araciliyla gergeklestirdigi diisiiniilmektedir. Yakin ge¢miste GPR30'un ligandina
baglanmasinin uyardigi hizli sinyal kaskadinda ekstaselliiler sinyal iligkili kinaz
(ERK) ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) olusumunun rol oynadigi gosterilmistir
(Revankar et al 2005, Thomas et al 2005).

Ostrojenin hizli vazodilatdr etkilerinin énemli bir kismi endotel kaynakli NO
aracili olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ancak Ostrojenlerin damar diiz kaslar1 iizerinde
direkt vazodilator etkileri de gosterilmistir (White 2002). Ostrodioliin endotelden
bagimsiz bu etkisi, kalsiyum ve potasyum kanallarinin modifikasyonu ile

gerceklesmektedir (Han et al 2007, White et al 1995).

Ostrojen, suprafizyolojik konsantrasyonlarda K* kanallarini aktive ederek, Ca’
kanallarina etki edip, kalsiyum akisini inhibe ederek hiicre i¢i Ca+ konsantrasyonunu

azaltig1 ve hiperpolarizasyona neden oldugu gosterilmistir (Griffith 2004).

Ostrojen ve nitrik oksit

Endotelyal hiicrelerden siirekli sentezlenen lipofilik, radikal yapida bir sinyal
molekiili olan NO kardiyovaskiiler sistemin sagligi agisindan ¢ok Onemlidir
(Mendelsohn and Karas 1999). Kadinlardaki NO iiretiminin erkeklere kiyasla daha
fazla oldugu gosterilmisti. Damarlarda NO sentezinden sorumlu olan endotelyal
nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivitesi oOstrojen tarafindan gesitli mekanizmalar ile
kontrol edilir (Haynes et al 2000). Bunlar gen ekspresyonu regiilasyonu ve enzim
aktivitesinin modifikasyonu ile gergeklesir. Ostrojenin akut etkileri eNOS’un
aktivasyonu nedeni ile NO’nun sentezinin ve salinmasinin artmasina bagli olarak
ortaya c¢ikarken, uzun siirede gerceklesen, kronik etkileri ise eNOS’un gen
ekspresyonunun yani enzim miktarinin artmasit sonucunda gercgeklesir (Sekil 8)
(Chambliss et al 2002). Ostrojenler endotel hiicrelerde nitrik oksit sentezini ve
salinmasin1 uyararak vaskiiler toniisii diizenlerler (Baker 2003). Endotel hiicre
kiiltiirlerinde Ostrojene cevap olarak NO iiretiminin arttig1 tespit edimistir (Caulin et
al 1997, Chen et al 1997). 17-B 6strodiol tarafindan olusturulan vazodilatasyon
normal damarlarda veya aterosklerotik arterlerde endotel bagimlidir. Yapilan bazi
caligmalarda Ostrojen, erkeklerde ve postmenapozal kadinlarda kroner ve brankial
arterleri dilate etmistir (Collins et al 1995).
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Sekil 8. Genomik ve non-genomik yollar ile dstrojenin nitrik oksit tiretimi tizerine

etkisi

Ostrojenin indirekt etkileri

Ostrojen, kardiyovaskiiler ~sistemde indirekt etkilerini serum lipid
konsantrasyonlarini, Koagiilasyon ve fibrinoliz yolaklarini etkiliyerek gdsterir.
Ostrojenlerin ayrica antioksidan olarak damar saghg iizerinde etkileri oldugu

gosterilmistir.

Yapilan bir¢ok ¢aligma Ostrojenin kanda, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
kolestrol seviyelerini diislirdiigii, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolestrol
seviyelerini arttirdig1 ve trigliserid konsantrasyonunu yiikselttigi pek ¢ok galigmayla
gosterilmistir (Mattiasson et al 2002). Dolayisi1 ile o6strojenlerin kardiyovaskiiler
sistemde iizerindeki koruyucu etkilerinin bir kismi lipid metabolizmas1 iizerindeki
olumlu etkilerine baghidir (Prossnitz et al 2008). Ostrojenler ayni zamanda bazi
koagiilasyon ve fibrinolitik proteinlerin genlerinin hepatik ekspresyonunu da regiile

etmektedir. Siirekli Gstrojen tedavisiyle plazma fibrinojen, antikoagiilan proteinler
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olan trombin 11 ve protein S konsantrasyonlarinin azaldig1 gériilmistiir (The Writing
Group, 1996). Ancak yiiksek serum Ostrojen konsantrasyonlari da fibrinoliz
potansiyelini arttirmaktadir. Ostrojenin koagiilasyon sistemi iizerindeki etkileri doza

ve tedavi siiresine bagl olarak koagiilasyon veya fibrinoliz yoniinde degismektedir

4.3. infertilite

Infertilite, bir yillik korunmasiz iliski sonrasinda gebelik olmamasi olarak
tanimlanmaktadir. Bir kadinin hi¢ gebe kalamamasi durumunda primer infertilite, bir
ya da daha fazla gebelik Oykiisiiniin varliginda sekonder infertilite meydana gelir.
Fekundabilite, bir adet donemi igerisinde gebelik elde edebilme ihtimalidir ve bu
oran Yyaklasik %25°tir. Saglikli geng c¢iftlerin yaklasik % 85-90’ninda ilk bir yil
icerisinde gebelik gerceklesmektedir. Dolayisiyla infertilite geng ciftlerin % 10-
15’ini ilgilendiren bir sorundur (Speroff et al 2007).

Infetilite tedavisindeki bilimsel ve teknolojik gelismeler basar1 oranlarinin
artmasini saglamistir. Boylece infertil ciftlerin beklentileri ve bu konudaki yardim
arayiglar1 artmigti. Bu nedenle giderek daha fazla cift infertilite nedeniyle

hastanelere basvurmaktadir.

4.3.1. Uremeye Yardime1 Teknikler: IVF

Uremeye yardimci teknikler iginde en yaygin olarak kullamlanlardan biri in vitro
fertilizasyon (IVF) teknigidir. Diinyanin bir¢cok yerinde ve bircok merkezde rutin
olarak uygulanan in vitro fertilizasyon teknigi, overlerin stimulasyonundan sonra
overlerden alinan oositlerin, spermle biraraya getirilmesi, déllenmeden sonra da

embriyolarin kadin rahmine yerlestirilmesi esasina dayanr.
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Sekil 9. in Vitro Fertilizasyon ve Normal Fertilizasyon islem Basamaklari

Cesitli hormonlar verilerek kadindaki yumurtalarin uyarilmasma overlerin
stimulasyonu denir ve bu islem kontrollii sekilde ger¢eklestigi icin kontrollii overyan
stimulasyon (KOS) olarak adlandirilmistir. Uygulanan teknikte amag, kadinin bir
menstural siklusunun ovulasyon doéneminde gelisen bir tek yumurta kesesinden
sadece bir oosit disar1 atilmasi yerine, birden daha fazla oosit i¢in yumurtaliklari

uyararak arttirmaktir.
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4.3.2. Ovulasyon indiiksiyonunda kullanilan ilaclar

Oviilasyon indiiksiyonunda ¢esitli yontemler ve ¢esitli hormonlar kullanilmaktadr.

En yaygin kullanilan ilaglar:

Klomifen Sitrat (CC), Aromataz Inhibitérleri (AT)

Gonodotropinler

Insan Menapozal Gonadotropin (HMG) (Merional Menogen)

Saf Uriner Folikiil Stimiile Edici Hormon (FSH) ( Fostimon)

Rekombinant Folikiil Stimiile Edici Hormon (RecFSH) (Puregon, Gonal-F)
Rekombinant Liiteinizan Hormon (LH) (Luveris)

Human Karyonik Gonadotropin (RecHCG) ( Ovitrelle)

Gonadotropin Serbestlestirici Hormon Anologlari

Diger (Dopaminerjik, Glikortikoidler, Metformin) dir.

Klomifen Sitrat

Klomifen sitrat ile Ostrojenin yapisal benzerligi nedeni ile kullaniimaktadir.
Klomifen hipotalamus, hipofiz, over, endometrium, vajen ve serviks gibi dokularla
bulunan dstrojen reseptorlerine baglanir. Hipotalamusta dstrojen reseptorlerine uzun
slire baglanarak normal ovarian-hipotalamik feed back yolunu bozar ve esas olarak

Ostrojen reseptor konsatrasyonunu, reseptor yenilenmesini inhibe ederek azaltir.

Klomifene maruz kaldiginda hipotalamo hipofizer aks endojen Ostrojen diizeyine
duyarsiz kalir. Reseptor kapasitesi azaldigindan ve gercek Ostrojen sinyali yaniltici
olarak diisiik goriildiigiinden negatif “feed back” azalir ve GnRH salinimini saglayan
noroendokrin mekanizma aktive olur. Artan GnRH hipofizde gonodotropin salinimini
uyarir. Bu da steroidogenez ve folikiilogenezi baslatir, ovarian folikiil gelisimini
uyarir ve dolagimdaki Ostrodiol seviyesini arttirir (Sperof et al 1999). Ancak artik

ovulasyon indiiksiyonunda daha ¢ok gonadotropinler tercih edilmektedir.
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Gonadotropinler

Gonodotropinlerin gelisimi 20 yiizyilda infertilite tedavisi i¢in dikkate deger bir
gelisme olmustur (Rizk, 1993). Overlerin uyarilmasi ic¢in ¢esitli gonadotropinler

kullanilmaktadir.

Insan Menapozal Gonodotropin, 1947°de Roma’da Pietro Donini of Serono
tarafindan gelistirilen yontem ile menapozal kadinlarin idrarindan izole edilmistir
(Loumaye and Howles 1999). Ilk olarak Bruno ve Lunenfeld tarafindan
hipogonadotropik hipogonadal kadinlarda hamileligi indiiklemek i¢in basarili sekilde
kullanilmistir (Lunenfeld, Sulimovici and Rabau 1962, Lunenfeld 1963).

Rekombinant folikiil stimiile edici hormon (rFSH) Cin hamster over hiicrelerinde
tiretilir (McClamrock 2003). Recombinant FSH’in polipeptid zinciri dogal olanla
tamamen aynidir. Rekombinant FSH, anovulatuar infertilitede ve in vitro
fertilizasyonda overyan stimulasyon i¢in 10 yildan fazla siiredir uygulanmaktadir
(Donderwinkel, Schoot and Coelingh 1992, Devroey, Mannaerts and Smitz OJ
1994).

Gonadotropin serbestlestirici hormon analoglar:

Gonadotropin serbestlestirici hormon’un (GnRH) sentetik olarak elde edilmis
formudur. GnRH analoglar1 pulsatil ve fizyolojik dozda uygulanirlarsa LH ve FSH
saliniminda artisa neden olmakla birlikle, suprafizyolojik dozlarda kullanildiklarinda

gonadotropin saliniminda azalmaya neden olmaktadirlar (Andreyko 1987).

GNRH analoglarinin yapisinda bulunan aminoasitlerinin bazilariin farkli

olmasindan dolay1 reseptor afiniteleri daha yiiksek ve biyolojik yari Omiirleri

GnRH’ye gore ¢ok daha uzundur (Steingold 1987, Ixmay 1988).

Yardimci iireme teknikleri ile tedavide GnRH analoglar1 oositin LH nin etkisiyle

beklenilenden daha 6nce ¢atlamasini engellemektir.
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4.3.3. IVF tedavisinde en yaygin kullanilan protokoller

Tiip bebek tedavisinde over stimulasyonu icin ¢esitli  protokoller
kullanilmaktadir. Bunlar: Uzun protokol, kisa protokol, mikrodoz protokol ve
antagonist protokoldiir. Bizim arastirmamizda uzun protokol uygulanan kadinlar

secilmistir.

Uzun protokolde menstruel siklusun 21. giinii hastanin overleri, transvaginal
ultrasonografik yontemle gozlenir ve tedaviye uygun olup olmadigi belirlenir. Tedavi
i¢in uygun bulunan kadinlara GNRH analogu lucrin veya decapeptyl baslanir (Sekil
10). Takip eden menstruel siklusun 3. giinii ultrasonografi yapilir ve kan Ostrojen
diizeyine bakilir. E2 degeri 50 pg/ml’nin altindaysa, overlerde kist yoksa ve
endometrial kalinlik < 6mm ise yumurtaliklar1 uyarici tedaviye gonadotropin (rFSH
veya hMG) uygulanarak baslanir. Gonadotropin dozlari1 hastanin yasina, hormon
degerlerine ve antral folikiil sayisina bakilarak belirlenir. Hasta 5. giin tekrar folikiil
monitorizasyonu (E2 seviyesi, folikiil biyiikliigii belirleme) i¢in gelir. Kontrollii
overyan stimulasyonu siireci genelde 9-10 giin siirmektedir. Overlerde en az 3 folikiil
17 mm boyutlarina erigince, final maturasyon ve ovulasyon ig¢in 5000-10000 1U

recHCG (ovitrelle veya pregnyl) uygulanir ve 36 saat sonra oositler toplanir.

GnRH Agonist I I
Gonadotropinler hCG
1 1 | 1 | 1 1 ! | 1 1 I | [ S A |
T S, T T T T L R TR T £ . T
20 21 22 23 24 25 26 27 28 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Siklus Giinii

Sekil 10. Uzun protokol

Kisa protokolde hastaya menstriiel siklusun 3. giinii gonadotropinlere
baslanmaktadir. Oviilasyon 6ncesine kadar devam edilmektedir (Sekil 11).

Mikrodoz protokolde ise GnRH analoglar1 disik dozda uygulanir ve
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gonadotropinlere baglanir. Ovulasyon 6ncesine kadar devam eder.

|
| GnRH Agonist |

Gonadotropinler hCG
1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 1 | Y ) AN | 1
T T T T T 1 T T T T 1 T T o ; T T
20 21 22 23 24 25 26 27 28 1 2 3 4 5 6 74 8 9 10
Siklus
Giinii

Sekil 11. Kisa protokol

Antagonist protokolde hastaya 3. giin gonodotropinlere baslanir. Onde giden folikiil
13-14 mm olunca GnRH antagonistlere baslanir (Sekil 12).

Gonadotropinler hCG
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Sekil 12. Antagonist protokol

Ovulasyon gerceklestikten sonra oositler toplanir (OPU) ve fertilizasyon islemi
in vitro fertilizasyon embriyo transferi (IVF-ET) veya Intrasitoplazmik Sperm
Injeksiyon (ICSI) ile gerceklestirilir. IVF_ET’de oositler spermle ayni ortamda
fertilizasyon igin birakilirken ICSI’da tek bir sperm, enjekte edici bir pipet ile tutul-
duktan sonra, oosit sitoplazmasi i¢ine yerlestirilir. Toplanan oositler 2-6 saat inkiibe
edilir ve ardindan Hyase islemi ile oosit cevresindeki graniiloza hiicreleri

hyaliironidaz ile uzaklastirilir. Yumurtanin kalite ve maturasyonu belirlenir.
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Fertilizasyondan 16-18 saat sonra
dollenme izlenir.

48 saat (2. giin) sonra 3-4 hiicreli
embriyo izlenir.

72 saat (3. giin) sonra 6-8 hiicreli
embriyo ve hiicreler arasi birlesme
izlenir.

96 saat (4. giin) sonra 16-20 hiicreli
morula diye adlandirilan embriyolar
izlenir.

5. ve 6. giin blastokist diye adlandirilan
hiicre sayis1 60°dan daha fazla olan
embriyolar izlenir.

Sekil 13. Fertilizasyon sonrasi embriyo goriintiileri
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Metafaz 11 (MII) evresindeki oositlere ICSI pipet ile 200-400 biiyiitmede ters
mikroskop yardimu ile sperm mikroenjeksiyon islemi yapilir. inkiibasyona birakilan

hiicrelerin boliinme evreleri takip edilir.

Ikinci giin klavaj evresi olup, blastomerler say1, biiyiikliik ve esitlik 6zellikleri,
fragmantasyonlar1 agisindan degerlendirilir. Hiicreler en az 6-8 hiicreli blastokist
evresine kadar takip edilir (Sekil 13). Embriyo say1 ve kalite yoniinden iyiyse uygun
sartlarda transservikal yoldan, katater yardimiyla uterin kaviteye yerlestirilir.
Transfer sonrasi luteal destek i¢in transvajinal veya intramiiskular progesteron

kullanilmaktadir.
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5. GEREC VE YONTEMLER

5.1. Kullanilan Gerecler

Distile su cihazi, Kotterman (FRG)

Buzdolabi, Argelik (Tiirkiye)

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

Sogutmal1 Santrifiij, NF400R

Hassas Terazi, Sartorius (Jp)

Elisa Okuyucu

Advia Centaur XP Immunoassay system

-80 °C dondurucu, Thermo Electron Corporation (ABD)
\ortex, Elektro-mag (Tiirkiye)

Kullanilan Kitler
NT-proCNP EIA kit, Biomedica (Avusturya)

5.2. Cozeltiler:

NT-proCNP ELISA Kiti, Biomedica #B1-20872
Kit Bilesenleri

Antikor kapl plate

Yikama tamponu, 20x konsantre

Assay Buffer

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

Kontrol 6rnegi

Konjugat (anti NT-proCNP-HPRO)

Substrat, (TMB ¢6zeltisi)

Durdurucu ¢ozelti
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5.3. Yontemler

5.3.1. Orneklerin Toplanmasi

Omekler, Zeynep Kamil Kadin ve Cocuk Hastaliklar1 Egitim Arastirma
Hastanesi Tiip Bebek Unitesine basvuran, ovulasyon indiiksiyonu uygulanan 30
infertil kadindan ve 13 saglikli goniillii kadindan alindi. Ancak hastalardan biri,
hormon degerlerindeki tutarsizlik nedeni ile degerlendirilmelere alinmadi. Calismaya
saglikli, kardiyovaskiiler ve renal hastaligi bulunmayan, diyabetik ve obez olmayan,
plazma lipid profilleri, TSH ve prolaktin degerleri normal, diizenli menstruel siklusa
sahip 20-35 yas arasindaki, infertile nedeni tubal faktor veya erkek faktorii olarak

belirlenmis kadinlar se¢ildi.

IVF protokoliinde E; diizeyleri takip altinda oldugundan IVF grubundaki
kadinlarin E2 diizeyleri dosyalarindan saglandi. Kontrol grubundaki kadinlarinda E2
diizeylerine ayn1 laboratuvarda aym yéntem (Advia Centaur XP Immiindlciim) ile

bakild:.

IVF tedavisi géren kadinlardan ilk 6rnek mestrual siklusun 3. giinii, ikinci 6rnek
5. glin, Uglincii 6rnek ise E2 diizeylerinin en yiiksek oldugu evrede, ovulasyon

indiiksiyonundan hemen 6nce alind1.

Kanlar EDTA’L1 tiipe (1mg/ml) olacak sekilde hastalardan toplandi. Tiipler
santrifiij edilene kadar soguk zincir uygulandi. Kanlar soguk santrifiijde +4 °C’de
2000xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Plazmalar 24 saat -20 °C’de saklandiktan sonra
-80 °C’ye aktarildi ve calisma yapilana kadar saklandi. Alman Orneklerde NT-
proCNP miktarlart ELISA (Enzim Bagli Immiin Assay) yontemiyle belirlendi.

5.3.2. NT-proCNP ol¢iimii
NT-proCNP seviyeleri sandvic ELISA yontemi kullanilarak tayin edilmistir.
(Sekil. 9). Kullanilan bu yontemde, antikor kapli kuyulara standart ve kontrol

eklenerek bir antijen antikor etkilesimi saglanir. Baglanmayan iirlinler yikama ile

uzaklastirilir ve ikinci antikor antijene baglanarak sandvig¢ olusturulur. Kolorimetrik
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subtrat ilavesinden sonra olusan rengin absorbansi dlgiilerek standart grafik yardimi
ile 6rneklerdeki NT-proCNP konsantrasyonu pikomolar olarak ifade edilir (Rudolf
2005).

e ~ o™
1- Kaplanms Antikor
2- Kalibrasyon/Ormek/Kontrol
3- Kenjugat
4- Substrat
5- Enzim Katalizli

Renk Dedgigimi

Sekil 14. Sandvi¢ ELISA yontemi (Enzyme immunoassay for the quantiitative
determination of NT-proCNP in plasma, serum and cell culture supernatants. Cat.

No. 6118-1 Rabmab'tan degistirilerek alinmistir).

5.3.3. Deneyin yapilisi

-Antikor kapl her bir kuyuya, standart, kontrol veya 6rnekten duplike olarak 50 pl
konuldu, fakat kor olarak olusturulacak kuyuya konulmadi.

-Her bir kuyuya 200 pl Konjugat (anti-proCNP-HRPO) eklendi.

-Kuyularin tizeri sikica kapatilarak, oda sicakliginda ve karanlikta (18°C-26°C) dort
saat inkiibasyona birakildu.

-Kuyular 300 pl yikama ¢ozeltisi ile bes kez yikandi.

-Ttim kuyulara 200 pl Substrat (SUB) eklendi.

-Yarim saat oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi.

-Her birine 50 pl durdurma soliisyonu eklendi.

-ELISA okuyucuda A450nm de ve 620nm referans araliginda 6l¢iildii.
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5.3.4. istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler icin Windows uyumlu Graphpad Instant Version 3.05
programi kullanilmistir. Sonuglar repeated measures ANOVA istatistiksel yontemi
kullanilarak  degerlendirilmistir. Nonparametrik degiskenler Friedman testi

kullanilarak karsilastirilmistir.

Ostradiol ve NT-proCNP diizeylerindeki degisiklikler yiizde olarak ifade edilip,
aralarindaki korelasyon t-testi kullanilarak degerlendirilmistir.
Sonuglar ortalama+tstandart sapma seklinde ifade edilmis ve gruplar arasi istatistiksel

anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak alinmustir.
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6. BULGULAR

Toplanan kanlarda NT-proCNP ve 0Ostrojen diizeyleri Olgililmiis ve sonuglar

Tablo-2’de gosterilmistir.

Yapilan istatistiksel analizde IVF grubunda plazma NT-proCNP seviyelerinin en
yiiksek diizeylerine ovulasyonun hemen Oncesinde ulastigi, IVF 3. giin diizeylerinin
IVF 5. giin (P<0.05) ve ovulasyon Oncesi diizeylerinden anlamli (P<0.001) olarak
diisiik oldugu bulundu (Sekil 8).

Kontrol grubu estradiol diizeyleri saglikli kisilerden olusturuldu ve 13 hastada
ortalama 59.47 pg/mL olarak bulundu. Saglikli kisilerden alinan kontrol grubu NT-
proCNP diizeyleri ise ortalama 5.2 pmol/L olarak saptanmistir. Kontrol grubu ve IVF
3. giin NT-proCNP diizeyleri arasinda anlamli (p>0.05) fark bulunamamistir. IVF 3.
giin Ostrojen diizeyleri kontrol grubu Ostrojen diizeylerinden anlamli (p<0.001)

olarak diisiik bulundu.

Tablo 2. IVF tedavisi alan kadmnlarin plazma NT-proCNP ve Ostrojen

konsantrasyonlarinin ortalamasi, standart sapmasi, 6rnek sayilari ve p degerleri.

Kontrol IVF IVF IVF 0.0 P degerleri

grubu 3. giin 5. giin
*  p<0.05
NT-proCNP n=13 n=29 n=29 n=29 ** p<0.001
GOSN 5.26+2.2 | 7.0743.2 | 8.843.9 | 9.9+4.6 | *** p>0.05
*k*kk p>0.05
. *  p<0.001
Ostrojen n=13 n=29 n=29 n=29 ** p<0.001
(OB 59.4712 | 29.7+23 | 817.3£626 | 16762822 | #x* p<( 01
wxx 0<0,001

* IVF 3. giin ve IVF 5. Giin, ** IVF 3. giin ve ovulasyon oncesi,
**%* JVF 5. giin ve ovulasyon oncesi **** Kontrol grubu ve IVF 3. giin
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P —
S=hek

NT-proCNP (pmoll)

L

Sekil 8. IVF tedavisi goren kadinlarda 3. giin, 5. glin ve ovulasyon Oncesi NT-

proCNP diizeyleri. Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir, n=29.

IVF grubunda plazma 6strojen seviyelerinin en yiiksek diizeylerine ovulasyonun
hemen oOncesinde ulastigi, Ostrojenin 3. giin diizeylerinin 5. giin (p<0.001) ve
ovulasyon Oncesi diizeylerinden anlamli (p<0.001) olarak diisiik oldugu bulundu
(Sekil 2). Aym1 zamanda 5. giin Ostrojen diizeyleri de ovulasyon Oncesine gore

anlamli (p<0.01) olarak diisiik bulundu (Sekil 9).

2400

1.400

OSTROJEN (pg/ml)
2

3. gim 5. giin 0.0

Sekil 9. IVF tedavisi goren kadinlarda 3. giin, 5. giin ve ovulasyon &ncesi plazma

ostrojen diizeyleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir, n=29.
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Ostradiol ve NT-proCNP diizeylerindeki degisiklikler yiizde olarak ifade edilip,
aralarindaki iliski incelendiginde, 3. giin ve 5. giin NT-proCNP ve ostradiol diizeyleri
arasinda kuvvetli bir korelasyon (0.58, p<0.0023) oldugu bulundu. Besinci giin ile
ovulasyon o6ncesi NT-proCNP ve Ostradiol diizeyleri arasinda ise daha zayif bir

korelasyon (0.40, p<0.05) saptandi.

Tablo 3. IVF tedavisi alan kadinlarin plazma NT-proCNP ve 6strojen diizeylerinin

korelasyonu, 6rnek sayilar1 ve p degerleri.

t-testi degerlendirme
Say1 27
3. giin ve 5. giin
NT-proCNP ve % Korelasyon %058
Ostrojen P degeri 0,0023
. Say1 27
5. giin ve 0.0
NT-proCNP ve % Korelasyon %40
Ostrojen P degeri 0,042

31



7. SONUCLAR VE TARTISMA

Ostrojenler vaskiiler toniislin, kan basincinin diizenlenmesinde 6nemli rolleri
olan steroid hormonlardir. Ostrojenlerin bu etkilerini endotelyumdan NO ve
prostasiklin gibi vazodilator maddelerin sentezini arttirarak gergeklestirdigi
gosterilmistir. Ancak kan basincinin kontroliinde 6nemli rolii olan natriiiretik
peptidlerin sentez ve salinmalarinin Gstrojenler tarafindan nasil etkilendikleri heniiz
tam olarak bilinmemektedir. Ostrojen gibi gonadal hormonlarin NP sentezi iizerinde
etkilerini arastirmak icin gerceklestirilen deneysel caligsmalar daha ¢ok ANP ve BNP
lizerinde yogunlasmustir. Insanlarda yapilan ¢alismalardan elde edilen sonugclar
oldukga celiskilidir. Ancak, cinsiyet hormonlarinin ANP ve BNP diizeylerini
etkiledigini, erkeklerde BNP diizeylerinin, kadinlarda ise ANP diizeylerinin daha
yiiksek oldugunu gosteren arastirmalar bulunmaktadir (Clerico, Passino and Emdin
2011, Thomas 2002, Burnett 1992).

Cinsiyete bagli plazma NP farkhiliklarin fizyolojik temeli heniiz bilinmese de
cinsiyet hormonlarmin NP gen ekspresyonunu etkiliyebilecegini ve bu peptidlerin
tireme sistemi, damarlar gibi kalp dis1 dokularda da sentezlenebilecegini gdsteren
arastirmalar bulunmaktadir (Gutkowska and Nemer M 1989). Ornegin, siganlarda
yapilan bir ¢alisma Ostrojenin atrial ANP gen ekspresyonunu artirdigini, testostero-

nun ise baskiladigini gostermistir (Hong M, Yan and Tao 1992).

CNP de bagta sinir sistemi ve kardiyovaskiiler sistem olmak iizere yaygin olarak
bircok dokuda sentezlenmektedir. Ostrojenlerin CNP sentezi iizerindeki etkileri ko-
nusunda arastirmalar son derece kisithidir. Jankowski ve arkadaslari eriskin fare
uterusunda, ostrus siklusunun prodstrus doneminde CNP ve CNP reseptorlerinin eks-
presyonunda ve sentezinde artislar oldugunu géstermisler ve dstradioliin CNP sente-

zinin diizenlenmesinde 6nemli olabilecegini ileri sirmiislerdir (Marek et al 1992).
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Cory ve ark, eksojen Ostradioliin fare uterusunda, CNP gen ekspresyonunu

arttirdigini gostermislerdir ( Cory et al 1997).

Prickett ve ark, ise kuzu ve koyunlara ostrojen verilmesinin plazma CNP
diizeylerinde yiikselmelere neden oldugunu gostermis ve overektomize hayvanlarda
da aym yiikselmelerin goriilmesi nedeni ile de CNP’nin iireme sistemi disindan

kaynaklandigini bildirilmistir (Prickett et al 2008).

Insanlarda &strojenlerin CNP iiretimi {izerindeki etkilerini incelemek amaci
tastyan bu aragtirmada, in vitro fertilizasyon tedavisi goren kadinlarin segilmesinin
nedeni, bu tedavinin over stimulasyonuna bagli olarak endojen Gstradiol
diizeylerinde dramatik artiglara neden olmasidir. Tedavi alan kadinlardan menstruel
siklusun belirli ( 3. ve 5.) giinlerinde ve E2 diizeylerinin en yliksek oldugu dénemde
alinan kan 6rneklerinde NT-proCNP ve ostradiol diizeyleri 6l¢iilmiis ve aralarindaki

iliskiler incelenmistir.

Bulgularimiz in vitro fertilizasyon tedavisi goren kadinlarda plazma CNP
diizeylerinde anlamli bir artis oldugunu gostermektedir. Ayrica, tedavinin 3. ve 5. giin
NT-proCNP ve 6stradiol diizeyleri arasinda kuvvetli bir korrelasyon (0.58, p<0.0023)
bulunmaktadir. Besinci giin ile oviilasyon Oncesi degerler arasinda daha zayif bir
korrelasyon saptanmistir (0.40, p<0.05). Bunun nedeni ovulasyon &ncesinde
suprafizyolojik diizeylere erismekte olan Gstradioliin ayni oranda CNP artisina neden
olamamasi1 veya CNP sentezinin uyarilmasinin da bir esik degere sahip olmasi
olabilir. Arastirmamiz, kadinlarda ostrojen diizeylerindeki artigin CNP diizeylerinde
artisa neden olabilecegini gosteren ilk c¢alismadir. Bu bulgu, CNP sentezinin

regiilasyonunda Ostrojenlerin 6nemli rolii olabilecegini gostermektedir.

Bu tedaviyi alan kadinlara ovulasyon indiiksiyonu i¢in uygulanan ekzojen
hormonlarin CNP diizeylerinin artiginda rolleri olmasi ihtimali bulunmaktadir. Ancak
béliimiimiizde daha nce yapilan bir in vitro arastirmada (Omer Kacar 2009), endotel

hiicre kiiltlirlerine Ostradiol uygulanmasinin CNP gen ekspresyonunu artirdigi
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gosterilmistir Bu in vitro arastirmanin sonuglari, in vitro fertilizasyon tedavisi géren
kadinlarda gozlenen CNP artislarindan  Ostrojenin  sorumlu oldugu fikrini

desteklemekte ve bir kaynagininda endotel olabilecegini gostermektedir.

CNP kardiyovaskiiler sistem iizerinde vazodilatdr ve antienflamatuar 6zellikleri
ile antiaterosklerotik, koruyucu etkileri olan bir hormondur. Sonuglarimiz dstradioliin
CNP sentezinin diizenlenmesinde énemli rolii olabilecegini ve CNP’nin 0strojenlerin
kardiyovaskiiler sistem {izerindeki olumlu etkilerinin mekanizmasinda yer

alabilecegini gostermektedir.
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