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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

HĐPERHOMOSĐSTEĐNEMĐNĐN, ENDOTELYAL PROTEĐN C RESEPTÖRÜ (EPCR) ÜZERĐNE 

ETKĐSĐ 

 

Gülizar AYDOĞDU 

 

Ankara Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof.Dr.E.Sümer ARAS 

Eş Danışman: Doç. Dr. Erkan YILMAZ 

 

Hiperhomosisteinemi; felç, periferal damar hastalıkları, iskemik kalp hastalıkları gibi kardiyovasküler  

hastalıklar için bağımsız bir risk faktörüdür. Birçok çalışmada hiperhomosisteinemin endoplazmik 

retikulum stresini indüklendiği gösterilmiştir. Endotelyal protein C reseptörü gerek pıhtılaşma 

mekanizmasındaki rolü gerekse inflamatuar durumlardan organizmayı koruyan özelliği gereği çok önemli 

bir faktördür. Bu çalışmada endotelyal protein C reseptörünün hiperhomosisteinemi durumundaki artan 

ER stresin yarattığı olası zararlı etkilerden hücreyi koruyucu bir role sahip olup olmadığını araştırmak 

amaçlanmıştır. Đnsan göbek kordonu endotel hücrelerinin (HUVEC) EPCR kodlayan vektör ile 

transfeksiyonu sonucu EPCR ifadesinin arttırıldığı bir hücre modeli oluşturulmuştur. Ayrıca 

HUVEC’lerde RNA interferans yöntemi kullanılarak EPCR’nin ifadesinin engellendiği başka bir hücre 

modeli oluşturulmuştur. Bu hücre modellerine farklı zaman aralıklarında ve farklı dozlarda LPS ve 

homosistein muamele edilip EPCR’nin ve endoplazmik retikulum stres belirteçlerinin protein 

seviyelerindeki değişim incelenmiştir. Ayrıca western blot deneylerinde kullanılan EPCR poliklonal 

antikoru tarafımızca laboratuvarımızda üretilip saflaştırılmıştır. Elde ettiğimiz verilere göre normal 

HUVEC’lerde homosistein muamelesi sonucunda EPCR seviyesinde ve ER stres belirteçlerinde doza 

bağlı bir artış gözlemlenmiştir. EPCR ifadesinin arttırıldığı hücre modelinde ise homosistein muamelesi 

sonucunda normal hücrelere kıyasla ER stres belirteçlerinden GRP78 oldukça yüksek iken XBP1 

seviyesinde artış olmadığı tespit edilmiştir. Sonuç olarak EPCR ekspresyonunun homosisteinden 

etkilendiği ve artan EPCR seviyesinin hücredeki stresi azaltarak hücreyi homosisteinin zararlı 

etkilerinden koruduğu gözlemlenmiştir. Bu durum EPCR ile vasküler hastalıklar için bir risk faktörü 

olduğu düşünülen hiperhomosisteinemi arasında ilişki kurmaktadır. Böylece EPCR'nin, 

hiperhomosisteinemi durumda gözlenen koruyucu etkisinin endoplazmik retikulum stresini azaltarak 

ortaya çıkmış olabileceği sonucuna varmak mümkündür.  

 

Temmuz 2013,80 sayfa 

 

Anahtar Kelimeler: Hiperhomositeinemi, endoplazmik retikulm stresi, endotelyal protein c reseptörü, 
kardiyovasküler hastlıklar, poliklonal antikor üretimi. 
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ABSTRACT 
 

Master’s Degree Thesis 

 

EFFECT OF  HYPERHOMOCYSTEĐNEMĐA ON ENDOTHELĐAL PROTEĐN C RECEPTOR (EPCR) 
 

Gülizar AYDOĞDU 

 

Ankara University 

Graduate School of Natural and Applied Science 

Department of Biology 

 

Supervisor:Prof. Dr. E.Sümer ARAS 

Cosuperviser: Assoc.Prof.Dr. Erkan YILMAZ 

 

Hyperhomocysteinemia is an independent risk factor for cardiovascular diseases such as paralysis, 

peripheral vascular diseases and ischemic heart diseases. In many studies, it has been shown that 

hyperhomocysteinemia induces endoplasmic reticulum stress. Endothelial Protein C Receptor is an 

important protein which has a role in clotting mechanism and protective character against to 

inflammatory cases. This study aims to investigate whether Endothelial Protein C Receptor has a role to 

protecting the cell from possible harmful effects caused by growing endoplasmic reticulum stress in 

hyperhomocysteinemia cases or not. Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were transfected 

with EPCR coding plasmid thus over expression EPCR cell model was created. Additionally another cell 

model was created Đn this cell model EPCR was blocked by RNA interference. All cell models were 

exposed homocysteine with different concentration and intervals. At the end of the experiment, the 

change in the levels of stress indicators of endoplasmic reticulum and EPRC levels were examined. 

Additionally, for western blotting, EPCR polyclonal antibody was produced and purified in our 

laboratory. According to the data, HUVEC cells have showed a dose dependent increase in both EPCR 

and endoplasmic reticulum stress indicators' levels after treatment with homocystein (hcy). We observed 

an increase in the levels of ER Stress indicator GRP78 in the homocystein treated EPCR overexpressed 

cells but XBP1 levels didn’t change. As a result, expression level of EPCR is affected by homocystein 

exposure and the increased levels of EPCR expression can protect the cells against harmful effects of 

homocystein by decreasing the ER stress. This observation revealed a link between EPCR activity and 

hyperhomocysteinemia which is a possible risk factor for vascular diseases. So it is possible to have a 

conclusion that the protective effect of EPCR on hyperhomocysteinemia maybe related with its ability to 

lower the ER stress levels.  

 

July 2013, 80 pages 

 

Key Words: Hyperhomocysteinemia, homocystein, endothelial protein C receptor, cardiovascular 
diseases, endoplasmic reticulum (ER) stres. 
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1. GĐRĐŞ 

Homosistein metiyonin aminoasitinden S-adenosilmetiyonin bağımlı transmetilasyon 

reaksiyonlarının ürünü olarak oluşmuş sülfür içeren bir aminoasittir (Finkelstein 1990). 

Plazmada yükselen homosistein seviyesi hiperhomosisteinemi (HHcy) olarak ifade 

edilir. Beslenme ve genetik nedenlerin etkileşiminin HHcy’nin ana nedeni olduğu 

düşünülmektedir. Homosistein metabolizmasından sorumlu sistatiyonin beta sentaz 

(CBS), 5-10 Metilentetrahidrofolat redüktaz (MTHFR) ve metiyonin sentetaz gibi 

enzimlerdeki mutasyon hiperhomosisteinemi ile sonuçlanmaktadır (Frosst vd. 1995, 

Mayer vd. 1996). VitaminB6, folik asit ve vitamin B12 homosistein metabolizması için 

gerekli kofaktörlerdir ve eksiklikleri hiperhomosisteinemiye sebep olmaktadır (Franken 

vd. 1994, Selhub vd. 2001) Hiperhomosisteinemi erken trombotik hastalıklar için 

önemli bir risk faktörüdür. Homosisteinli hastaların %40’dan fazlasında koroner 

selebrevasküler ve periferal aterosklerozis görülmüştür (Selhub vd. 1995, McCully 

1996, Lent vd. 2004). 

Epidemiyolojik çalışmalarda serum homosistein seviyeleri ile iskemik kalp hastalıkları 

ve inme arasında pozitif bir ilişki olduğu ortaya konmuştur (Eikelboom vd. 1999). 

Benzer bir çok gözlemin izlenmesinden sonra homosistein’in ateroskleroz ve trombotik 

olaylardaki fizyolojisi ve patofizyolojisi anlaşılmaya çalışılmıştır. Serum homosistein 

seviyesinin oksidatif stres (Lang vd. 2000), inflamasyon (Poddar vd. 2001), lipid ve 

kolesterol metabolizması (Werstuck vd. 2001), endoplazmik retikulum stresi, apoptosis 

(Werstuck vd. 2001) ve damar endotelyal hücreleri fonksiyon bozukluğu ile (Faraci ve 

Lentz 2004) ilişkili olduğunu gösteren çalışmalar bildirilmiştir. Hiperhomosisteineminin 

indüklediği bu mekanizmaların aterosklerozisin patogenezinde önemli rol oynadığı 

düşünülmektedir (Zhou ve Austin 2009). 

Endotel hücreler endotelyum aracılı gevşeme faktörü olan nitritoksit (NO) salgılar ve bu 

homosistein ile reaksiyona girerek S nitrozo homosisteine (SNOHO) çevirir. Normal 

koşullarda SNOHO tarafından homosisteinin toksik özelliği engellenir. Ancak 

homosistein mevcut bir miktar NO ile doyduğu zaman modifiye olmamış homosistein 

kullanılabilir hale gelir böylece NO seviyesindeki azalmayla endotelde hasara sebep 
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olur. Böylece artan homosistein durumu ile trombozisteki oksidatif stresin ilişkili 

olduğu görülmüştür (Matteo vd. 2010). 

Dayal ve arkadaşları yaptıkları bir çalışmada hiperhomosisteinemide antikoagulant 

protein C yolağının bozulduğunu ancak EPCR ve trombomodulinin transkriptlerinin 

arttığını göstermişlerdir (Dayal 2006). Mohan ve arkadaşları çalışmalarında özellikle 

ciddi organ iskemisi olan hastalarda homosistein uygulamasından sonra trombosist 

aktivasyonunda bir artış ve hiperkoagülant aktivite gözlemlemişlerdir (Mohan vd. 2008) 

Son zamanlarda yapılmış çalışmalardan birinde akut hiperhomosisteinemi durumunda 

sıçanların kanındaki koagülasyon sistemi parametreleri, fibrinojen ve nitrit 

seviyelerindeki değişim incelenmiştir. Çalışmada akut hiperhomosisteineminin 

pıhtılaşmayı hızlandırdığı, fibrinojen seviyesinde artışa yol açtığı ve nitrit seviyesini 

azalttığı görülmüştür (Aline vd. 2012). Bir çalışmada genetik olarak oluşturulmuş 

şiddetli bir hiperhomosisteinemi modelinde (CBS mutant) artan homosistein seviyesi 

endotelyal hasara neden olurken tromboz fenotipi oluşturmadığı görülmüştür. Bu 

beklenmeyen sonuçla artan homosistein seviyesinin tek başına trombotik riski 

arttıramadığı onun yerine başka faktörlerin bu işi yapabileceği öne sürülmüştür (Dayal 

vd. 2012). 

Hatalı katlanmış ya da katlanamamış proteinlerin endoplazmik retikulumda birikmeleri 

durumunda Endoplazmik retikulum (ER) stresi oluşur. Stres cevabı sırasında ER 

lümenindeki sinyal iletim mekanizmaları ile sitoplazma ve çekirdeğe gerekli mesajlar 

yollanır. ER stres UPR (katlanamamış protein yanıtı)’yi tetikler. UPR hücre içi bir 

sinyal yolağıdır ve memeli hücrelerde ER'a yerleşmiş 3 sensör aracılıdır. Bunlar tip 1 

ER transmemran protein kinaz (IRE-1), aktive edici transkripsiyon faktör 6 (ATF6) ve 

PKR benzeri ER kinazdır (PERK). Bu 3 yolakta GRP78 aracılığı ile aktive olur. GRP78 

ER stres yokluğunda her sensör ile ilişkilidir. ER’da katlanamamış proteinler biriktikçe 

GRP78 membrandan ayrılır ve böylece IRE1, ATF6 ve PERK i aktive eder (Kaufman 

1999, Mori 2000). Bu sinyal iletim mekanizması sadece ER’daki fizyolojik yüke bağlı 

olarak değil hücreye etki eden toksinlerin (Tunicamycin, Thapsigargin) etkisine tepki 

olarak da aktive olabilmektedir. Homosistein de disülfit bağlarda meydana gelen 

bozulma ve ER gelen proteinlerin hatalı işlenmesi aracılığıyla ER strese sebep olur. 
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Homosisteinin indüklediği ER stress durumunda BiP/GRP78’in protein düzeyinde 

regüle olduğu ve UPR sinyal yolağındaki IRE1 ve PERK’in aktive olduğu güçlü 

kanıtlarla gösterilmiştir (Shen vd. 2002, Liu vd. 2002). Memeli hücresinde yapılan bir 

çalışmada ER’da yer alan şaperon protein GRP78’in ekspresyonundaki artışın 

koagülasyon yolağına spesifik proteinlerin salgılanmasında ciddi bir azalma meydana 

getirdiği gösterilmiştir. Bu çalışmanın sonucunda ER stresin inhibisyonunun 

hücrelerdeki protrombotik potansiyelin baskılanması için önemli olduğu ortaya 

çıkmıştır (Watson vd. 2003). H2S’in kardiyomiyositlerde hiperhomosisteineminin 

indüklediği ER stres üzerine etkisinin araştırılması amacıyla yapılmış bir çalışmada 

H2S’in hcy ile indüklenmiş kardiyomiyosit hasarında ER stresi azalttığı görülmüştür. Bu 

çalışmayla hcy ilişkili hasarın endojen H2S üretiminin azalmasından 

kaynaklanabileceğini söylemek mümkündür. H2S’in burdaki etkisi ROS üretimini 

inhibe ederek oksidatif stresi azaltmasından kaynaklanmaktadır (Hongling vd. 2010). 

Yapılan bir başka çalışmayla da sistatiyoninin hücreyi ER stresten koruyucu bir 

etkisinin olduğunu ortaya çıkarılmıştır (Kenneth vd. 2012). 

Đnflamasyonu kontrol eden en önemli faktörlerden birisi de NFkB’nin aktivasyonudur. 

Daha önceki çalışmalarda aterosklerozun patolojisinde de damar hücrelerinde NFkB’nin 

arttığı rapor edilmiştir (Pahl ve Baeuerle 1997). HHcy’nin büyük arterlerin endotelinde 

preinflamatuar bir etkisi olduğu bilinmektedir (Hofmann vd. 2001). Yapılan bir 

çalışmada homosistein seviyesindeki artışın TNF alfa, IL6 gibi inflamatuar 

parametreleri arttırdığı görülmüştür (Cunha vd. 2010). 

Protein C antikoagulant yolağı trombozisin kontrolünde, inflamatuar yanıtın 

sınırlandırılmasında, inflamatuar sitokinler ve iskemiye yanıttaki hücre apoptozisinin 

azalmasında önemli bir sistemdir. Trombin, trombomodulin, endotel hücresi protein C 

reseptörü (EPCR), protein C ve protein S bu yolağın önemli komponentleridir. Protein 

C (PC) K vitamini bağımlı bir serin proteaz zimojenidir. Trombin trombomodulin 

kompleksi varlığında PC aktive olurken bu kompleksin EPCR’ye bağlanması bu 

aktivasyonu yaklaşık 20 kat arttırmaktadır. PC’nin aktivasyonu sonucu oluşan aktif 

protein C (APC)’nin EPCR’ye bağlanması ise PAR 1 (proteaz aktive edici reseptör)’ i 

aktive ederek antiinflamatuar ve hücreyi koruyucu etkiler yaratan sinyal 
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mekanizmalarını aktif hale getirmektedir. APC EPCR’den ayrıldığı zaman hücre 

yüzeyindeki protein S’ye bağlanır ve pıhtılaşma mekanizmasındaki faktörlerden faktör 

Va ve VIII’i inaktive eder. Böylece trombin üretimi inhibe olmuş olur. Yapılan birçok 

klinik çalışmada protein C yolağındaki bozuklukların mikrovasküler trombozu 

tetiklediği görülmüştür (Esmon 2003). 

 

Şekil 1.1 Protein c yolağının hücre koruyucu rolü (Laurent vd. 2007) 

Endotelyal protein C reseptörü (EPCR) tip 1 transmembran glikoproteindir, MHC sınıfı 

/CD ailesi moleküllerle homoloji gösterir. Đlk kez endotel hücresinden izole edilmiş ve 

klonlanmıştır. Protein C’ye ve aktive protein C’ye yüksek afinitede bağlanma aktivitesi 

gösterir (Esmon 2000). EPCR sinyal yolu inflamasyonu azaltabilmektedir. APC’nin 

EPCR’ye bağlanmasının E. Coli sepsisinden kurtardığı maymun deneyleri ile 

gösterilmiştir (Taylor vd. 2000). Ayrıca lipopolisakkarit’e bağlı endotoksemide kalbi 

koruyucu etkisi fareler üzerinde gösterilmiştir (Iwaki vd. 2005). Son günlerde yapılmış 

in vivo bir çalışmada ise farelerdeki LPS’ye bağlı endotoksemi süresince damar 

bütünlüğünü sürdürmek ve dokulardaki ödemin engellenebilmesi için EPCR’nin gerekli 

olduğu sonucuna varılmıştır (Drygalski 2013). 

EPCR’nin trans membran formunun yanı sıra çözünür formu mevcuttur. Çözünür EPCR 

trombin ve inflamatuvar sitokinler tarafından uyarılan metalloproteaz aktivitesinin 

proteolitik parçalaması aracılığıyla in vitro olarak üretilir. Çözünür EPCR’nin PC ve 

APC’ye bağlanma afinitesi transmembran EPCR ile eşittir. Ancak çözünür EPCR 
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membrane bağlı EPCR’nin aksine APC’nin anticoagulant fonksiyonunu inhibe 

etmektedir. Bunu iki şekilde yapar birincisi zimojen PC’ye bağlanmak için membrana 

bağlı EPCR ile yarışır. Đkincisi APC’nin hücre yüzeyindeki fosfolipit ile etkileşimini 

engeller böylece protein S ile ve substratı factor Va ile kompleks kurmasını engellenir 

(Regan vd. 1996, Liaw vd. 2000). Hücre membranına bağlı EPCR‘ye ilave olarak, 

çözünür EPCR lökositler üzerindeki integrin CD11b/CD18 ile bağlanabilir. Bu ilişkiyle 

EPCR'nin lökosit adezyonuna etki ettiği söylenebilir (Kurosawa vd. 2000). 

EPCR’nin hasar görmüş veya inflamasyona uğramış damarların tedavisinde potansiyel 

yeni bir tedavi hedefi olması da söz konusudur, yeni EPCR agonistleri APC/PC hücre 

koruyucu mekanizmalar üzerine etki edebilir. Dr. Esmon’un (2000) EPCR’nin hücre 

membranından içeri ve hatta çekirdekten içeri translokasyonunun mümkün olduğu 

hipotezide gündeme gelmiş ancak radyoaktif sistein aminoasiti işaretli protein ile 

yapılan deneyde hücreiçi bir trafiğe rastlanmamıştır. EPCR-APC-PAR1 

mekanizmasının normal ve hasar görmüş damar endotel hücreleri için hayati bir 

mekanizma olduğu anlaşılmıştır. EPCR’nin normalden fazla üretildiği fare modelinde 

ise dış görünüş olarak normal ve herhangi bir kendiliğinden hemostaz problemi 

görülmemiştir. E.coli infeksiyonlarına ve endotoksin muamelesine daha dirençli hale 

gelerek sepsis durumunda çok önemli bir hale gelmiştir (Li vd. 2005). EPCR’yi fazla 

üretmenin organizma için bir avantaj sağladığını söylemek mümkündür.  

Şekil 1.2’ ye baktığımızda trombinin PAR1 mekanizması proinflamatuar yanıtı 

tetiklerken, EPCR-APC-PAR1 mekanizması antiinflamatuar etki yaratmaktadır. 
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Şekil 1.2 EPCR’nin koruyucu etkisi (Feistritzer vd. 2006) 

Protein C ile EPCR bağlanması ile ilgili bir çok çalışma var iken faktör VII(a) ve faktör 

X(a)’nın EPCR’ye bağlanmasının fizyolojik önemi tam olarak anlaşılamamıştır. 

Yapılan bir çalışmada faktör VII’nin aktive olabilmesi için faktör Xa ile interaksiyonu 

gereklidir. Faktör VII EPCR’ye bağlandığında faktör Xa ile interaksiyona giremez ve 

aktive olamaz. Böylece faktör VII’ nin aktivasyonu engellenmiş olur bu çalışmayla 

EPCR’nin yeni bir antikoagülan rolü ortya çıkmıştır (Puy vd. 2010). Bir diğer çalışma 

da ise faktör VIIa’nın endotelyel protein C reseptörüne bağlanıp PAR1 aracılı hücre 

sinyalizasyonunu aktive ederek endotel bariyer koruyucu bir etki başlattığı 

gösterilmiştir (Sen vd. 2011). 

Endotelyal protein C reseptörü ile ilgili yapılan çalışmalar çok süratli bir şekilde 

sürmektedir. Son yıllarda trombotik hastalıklar ve immünite ile ilgili rolü hakkında 

birçok bilgi oluşmuştur. Endotelyal protein C reseptörünün fonksiyonlarının daha iyi 

anlaşılabilmesi için yeni ve daha önce çalışılmamış ancak vasküler hastalıklara 

doğrudan etkisi olabilecek homosistein mekanizması gibi biyolojik yollarla olan 

ilişkisini araştırmak hemostaz ve patojenik durumları daha iyi anlamamızı sağlayacaktır. 

Hiperhomosisteineminin endotelyal hücre hasarlarına yol açarak tromboembolik 

hastalıkların görülme sıklığını arttırdığı bilinmektedir. Endotelyal protein C 

reseptörünün gerek antikoagülasyon mekanizmasındaki rolü gerekse inflamatuar 
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durumlardan organizmayı koruyan özelliği gereği çok önemli bir faktördür. Bu 

çalışmada endotelyal protein C reseptörününün homosisteinin olası zararlı etkilerinden 

endotel hücrelerini koruyucu bir özelliği olup olmadığı araştırılması planlanmıştır. 

Hücreyi bu tür hasarlardan koruması aşamalarında ortaya çıktığı düşünülen 

endoplazmik retikulum stresinin bu mekanizmaya katılması da incelenecektir. Ayrıca 

EPCR’deki değişimin incelenmesinde kullanılacak olan antikorların tarafımızdan kendi 

laboratuvarımızda üretilmesi planlanmıştır. Böyle tekniğe dayalı bir bilgi birikiminin 

oluşturulmasının bölümümüz ve üniversitemiz açısından önemli olduğu 

düşünülmektedir. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1 Hiperhomosisteinemiyle Đlgili Temel bilgiler 

2.1.1 Homosistein  

Diyetle alınan metiyoninin metobolik transmetilesyonu aracılığı ile oluşmuş esansiyel 

olmayan ve sülfür içeren bir aminoasittir (Ueland 1995). Homosisteinin (Hcy) plazmada 

4 formu mevcuttur. Yaklaşık % 1’i dolaşımda serbest halde bulunur. % 70 -80’i plazma 

proteinlerine özellikle de albümine disülfid bağı ile bağlıdır. Yaklaşık %10’u kendi 

kendine bağlı formda homosistein dimerleri halinde, %10’u ise sistein gibi diğer tiyol 

gruplarıyla birleşmiş karışık halde bulunur. Total plazma homosistein terimi 

homosisteinin bu 4 formunun karışımını ifade etmektedir (Ueland 1995). 

2.1.2 Homosistein metabolizması 

Hcy, metilasyon yolağı ile meydana gelir. Metiyonin memelilerde metil grup vericisidir. 

Diyetle alınan metiyonin organizmada metiyonin adenoziltransferans enzimi ile önce S-

adenozilmetiyonine (SAM) daha sonra da S- adenozilhomosisteine (SAH)’a çevrilir. 

SAM, metiltransferaz için metil grup kaynağı olarak iş görür. SAH adenozil 

homosistein hidrolaz tarafından adenozin ve homosisteine hidroliz edilir (Chen 1999). 

Hcy iki ana yolak aracılığıyla metabolize edilir. Bunlar remetilasyon ve 

transsülfürasyon yolaklarıdır. Remetilasyon yolağında homosistein 5 metil tetrafolat (5-

MTHF) varlığında B12 vitamininin (kobalmin) kofaktör olarak kullanıldığı reaksiyonda 

metiyonin sentetaz tarafından metiyonine remetile olur. 5 metil tetrafolat (5-MTHF) 

metiyonin vericisi olarak iş görür. Bu reaksiyonun substratı olan 5-MTHF 

metilentetrahidrafolat redüktaz enziminin katalizlediği bir reaksiyonla 

metilentetrahidrafolattan sentezlenir (Finkelstein 1998). Karaciğer ve böbrekte ise 

homosisteinin metiyonine remetilasyonu betain-homosisteinmetiltransferaz (BHMT) 

enzimi aracılığıyla gerçekleşir. Metil vericisi olarak betaini kullanmaktadır ( Finkelstein 
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1998). Sistein gerekli olduğu zaman ve remetilasyon yolağı doyduğu zaman 

transsülfürasyon yolağı ile homosistein sistatiyonine döndürülür. Bunu yapan enzim 

sistatiyonin beta sentetazdır (CBS). Vitamin B6 (piridoksin) başlıca kofaktördür. Sistein 

sülfata kadar metabolize olabilir ve idrar ile atılır ( Finkelstein 1998). 

Bu iki yolağın çalışmasını şekil 2.1 özetlemektedir. Metiyonin arttığında homosistein 

transsülfürasyon yolağı aracılığıyla metabolize edilir. Sonucunda sistatiyonin ve 

sonrasında da sistein oluşur (bu süreç için B6 kofaktör olarak gereklidir). Sistein 

fazlalığı durumunda sistein taurine veya sülfata okside olur ya da vücuttan idrarla dışarı 

atılır. Ancak, metiyonin seviyesi düştüğünde, hcy metiyonin koruyucu yolağı 

aracılığıyla metabolize edilir. Birçok dokuda, Hcy’nin metiyonine remetilasyonu 

gerçekleşir. Bu proses için metiltetrafolat (folik asitten) ve B12 kofaktörleri gereklidir. 

Bu iki yolak S-adenozilmetiyonin (SAM) tarafından koordine edilir. Đhtiyaç durumunda 

reaksiyonun ara ürünü olan S-adenozilhomosistein (SAH) oluşur. SAH hidroliziyle 

yeniden homosistein üretilir. Bu olay, sonrasında metil grup transferinin yeni bir 

döngüsünün başlaması için gereklidir ( Wierzbick 2007). 

Yüksek seviyedeki hcy, metilasyon potansiyelinin azalmasıyla ilişkilidir. Ancak folat ve 

B12 bu potansiyeli arttırır yani hcy seviyesindeki artışı engeller. Vücuttaki metiyonin 

konsantrasyonunun değişmesi SAM’ ın sentez hızını etkiler ayrıca hcy metabolizmasını 

da etkiler ( Wierzbick 2007). 

 

Şekil 2.1 Homosistein metabolik yolağı (Zhou ve Austin 2009) 
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2.1.3 Hiperhomosisteinemi 

Kandaki total hcy’nin normal konsantrasyonu 5 ile 16 µmol/L arasındadır. 

Hiperhomosisteinemi, plazmaki artan homosistein seviyesi ile karakterize edilen 

patolojik bir durumdur. Hcy 3 seviyede tanımlanır. Hafif seviyede 16-30 µmol/L , Orta 

seviyede 31-100 µmol/L ve şiddetli seviyede iken 100 µmol/L nin üzerindedir. 

Hiperhomosisteinemi kardiyovasküler hastalıklar için çok önemli ve bağımsız bir risk 

faktörüdür (Harker 1974). Hiperhomosisteinemiye sahip hastalarda %40’dan daha 

fazlasında serebrovasküler, koroner ve periferal aterosklerozis görülmüştür (McCully 

1996). 

2.1.4 Hiperhomosisteineminin nedenleri 

Plazmadaki homosistein seviyesindeki yükselmenin nedenlerini besinsel nedenler ve 

genetik nedenler olarak iki ana başlık altında toplamak mümkündür. Ancak bunların 

yanı sıra yaş cinsiyet gibi fizyolojik faktörler, yaşam tarzı (kahve ve sigara tüketimi), 

karaciğer ve böbrek fonksiyon bozukluğu gibi çeşitli sistemik hastalıklar ve kullanılan 

bir takım ilaçlar (folat antogonistleri, vitamin B12 antogonistleri, metformin gibi) da 

hiperhomosistemiye sebep olmaktadırlar (Hankey ve Eikelboom 1999). 

Besinsel nedenler arasında homosistein metabolizmasında kofaktör olarak görev yapan 

vitamin B12, vitamin B6 ve folik asitin tam ya da kısmi eksikliğidir. Bunlardan biri ya 

da tümündeki eksiklik ilişkili metabolik yolağın bozulmasına yol açar (Selhub vd.1993). 

Genetik açıdan bakıldığında en yaygın mutasyonlardan bir tanesi metilentetrahidrofolat 

redüktaz (MTHFR) geninin 677 pozisyonundaki sitozin bazının timinle yer değiştirdiği 

bir nokta mutasyonudur. MTHFR geninin MTHFR enziminde hata gözlenir. Plazma 

homosistein düzeyinin yükselmesinin yaygın bir sebebidir. Trombozise yatkınlığı 

arttırır (Feistritzer vd. 1995). Sistatiyonin beta sentetaz (CBS) enzimindeki mutasyon da 

oldukça yaygındır. Otozomal resesif olarak kalıtılır. Total homosistein seviyesi 40 kat 
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artar. Heterozigot formu (yaklaşık 150 de 1 görülür) normal homosistein seviyesine 

sahiptir. Ancak heterozigot bireylerin damar hastalıkları riski taşıyıp taşımadıkları net 

değildir (Kraus 1998). Faktör V’in 1691. pozisyonundaki guaninin adenine çevrildiği 

mutasyonun da Türk toplumunda oldukça yaygın olduğu görülmüştür (Akar 1998). Bir 

diğer mutasyon olan protrombin G20210A ile yapılan çalışmalarda bu mutasyonun 

Türk populasyonundaki sıklığını %2.7 olarak bulmuştur (Akar 2008). Periferal arteriyel 

trombozlu hastalarda FV ve MTHFR mutasyonlarının sıklığının ve birlikteliklerinin 

artmasının hastalarda tromboz oluşumundan sorumlu risk faktörlerinden biri olabileceği 

ortaya konmuştur (Özmen vd. 2009). Karadeniz bölgesinde yapılan bir çalışmada 

MTHFR C677T mutant genotipin yaygınlığına bakıldığında kontrol grubunda 49.1% 

(CT: 45.8%, TT: 3.3%)’dir ve akut miyokardiyel damar tıkanıklığına sahip hastaların 

grubunda ise 48.45% (CT: 38.5%, TT: 9.95%)’dir. TT mutasyonu hastalarda 

kontrollerden daha sık görülmektedir. Sonuç olarak karadeniz bölgesindeki Türk 

populasyonu için TT mutasyonu miyokardiyel damar tıkanıklığı için bir risk faktörüdür 

denilebilir (Uçar vd. 2011). 

2.1.5 Homosisteinin trombozisdeki rolü 

Homosistein; adezyon moleküllerinin, sitokinlerin, doku faktörlerinin, kan koagülasyon 

faktörü V’in ekspresyonunu arttırarak, fibrinoliziz inhibisyonuyla, nitrik oksit 

metabolizmasının bozulmasıyla ve trombosit aktivasyonunu arttırarak tromboza ve 

ateroskleroza sebep olabilir (Undas vd. 2005). Đn vitro yapılan çalışmalarda yüksek 

konsantrasyondaki homosistein (300 µM) endotelyal hücre doku faktörlerinin 

ekspresyonunu arttırarak pıhtılaşmayı başlatabilir. Homosistein dolaylı yoldan öncü bir 

pıhtılaşma faktörü olan endotelyal hücre faktörü V’i aktive eder ve protein C ve 

trombomodulin gibi pıhtılaşmayı engelleyici faktörleri de inaktive eder. Homosistein 

trombositlerin, agregasyonu sağlayan ve damar daraltıcı etki gösteren tromboksan a2’ yi 

üretmesini uyarır. Homosisteinin fizyolojik konsantrasyonu lipoproteinin fibrine 

bağlanmasını sağlar böylece plazminojen aktivasyonunu ve fibrinolizisi engeller. 

Trombin ile aktive olan fibrinoliziz inhibitörününün aktivitesini arttırır ( Matteo 2010). 

 



12 
 

2.1.6 Aterosklerozisdeki rolü 

2.1.6.1 Endotelyal sitotoksitite 

Đn vitro çalışmalarda yüksek konsantrasyondaki homosistein endotelyal hücreler için 

toksiktir (Wal vd. 1980). Sitatiyonin beta sentetaz (CBS) hasarına sahip hücreler yüksek 

konsantrasyondaki metiyonin uygulamasıyla oluşacak hasara daha hassastırlar (De 

Groot vd. 1983). Homosistein endotel hücrelere DNA sentezini inhibe edebilir (Wang 

vd. 1997). Ratlarda yapılan deneyde patofizyolojik konsantrasyondaki homosistein 

nötrofil ve endotel hücrelerdeki adezyonu arttırır (Dudman vd. 1999). 

2.1.6.2 Endotelyal mediyatörler 

Homosistein kültüredeki endotel hücrelerde nitrik oksit üretimini bozar. Bir çok hayvan 

türünde yapılan deneylerde (tavşan, rat gibi) homosistein damar yapısı ve fonksiyonu 

üzerinde etki göstermektedir. Lentz ve arkadaşlarının maymunlar üzerinde yaptıkları 

çalışmada 4 hafta içinde yüksek metiyoninli ve azaltılmış folatlı bir diyetle beslenen 

hayvanlarda plazma homosistein düzeylerinin 4 µM’dan 10 µM’a yükseldiği 

görülmüştür. Bu deneyle hiperhoosisteineminin endotelyum bağımlı vasodilatasyonu 

bozduğu in vitro ve in vivo olarak açıkça gösterilmiştir (Lentz vd 1997). 

2.1.6.3 Oksidatif etki 

Homosistein süperoksit radikalleri üretir. Bu radikaller kan damarlarındaki endotele 

bağımlı gevşemeyi bozar. Ayrıca peroksit ve süperoksit radikallerinin artışıyla 

homosisteinin  hücre içi antioksidan enzimleri (glutatyon peroksidaz gibi) inhibe ettiği 

görülür. Böylece hücrenin oksidant radikalleri nötralize etme yeteneği azalır (Upchurch 

vd. 1997). Hücre içi glutatyon (hücre içi antioksidan) homosistein tarafından azaltılır. 
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2.1.6.4 Damar gelişimi 

Damar düz kas hücrelerinde homosistein MAP kinase sinyal iletim yolağını aktive 

ederek mitogenezisi uyarır. Homosistein ayrıca insan damar düz kas hücrelerinde DNA 

sentezini uyarır. Homosistein metalloproteaz aktivitesini arttırarak, arter duvarlarındaki 

elastik yapının bozulmasına neden olur (Charpiot vd. 1998). 

2.1.6.5 Hipertansiyon 

Artan kan basıncıyla homosistein aterosklerozisi kötüleştirebilir. Homosistein seviyesi 

yükselmiş hastalarda oldukça yüksek diastolik arteriyel basıncı görülmüştür (Fiorina vd. 

1998). 

2.1.7 Hiperhomosisteinemi ve endotelyal disfonksiyon 

Endotelyal disfonksiyon damar endotelyumunun normal hemostatik özelliğinin 

bozulması anlamına gelir. Endotelyal disfonksiyonda yaygın olarak kan damarlarının 

endotele bağımlı vasodilatasynu bozulmaktadır ve bunun oldukça kötü kardiyovasküler 

hastalıklarla sonuçlanması tahmin edilir (Schachinger 2004). Birçok çalışmada hayvan 

modelleri ve insan materyalleri kullanarak hiperhomosisteineminin endotelyal 

disfonksiyonun indüklediği görülmektedir. Hiperhomosisteinemi süresince görülen 

endotelyuma bağımlı vasodilatasyonun bozulma derecesi hiperkolestrolemi ve 

hipertansiyon gibi diğer risk faktörleriyle aynıdır (Austin 2004, Rohilla vd. 2012).  

Hiperhomosisteineminin indüklediği endotelyal disfonksiyonun mekanizması tam 

anlamıyla anlaşılamamıştır. Bir çalışmaya göre NO bağımlı vasadilatasyonun 

bozulduğu görülmüştür. NO potansiyel bir vasadilatördür. Nitrik oksit fizyolojik 

uyarılara yanıt olarak nitrik oksit sentetazın endotelyal izoformu (eNOS) tarafından 

üretilir. Ve endotelyum bağımlı vasodilatasyonun ana aracılarındandır (Cai ve Harrison 

2000). Hiperhomosisteinemi süresince eNOS’un ekspresyonu azalma görülmez ancak 
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nitrik oksitin oksidatif inaktivasyonun artışı gibi alternatif mekanizmalar aracılığıyla 

NO’in biyolojik yararlılığı azalır (Faraci ve Lentz 2004, Zhongjian2009).  

Hiperhomosisteinemide süperoksit, hidrojen peroksit ve peroksinitrit gibi birçok reaktif 

oksijen türleri (ROS) endotel aracılı nitrik oksitin oksidatif inaktivasyonunu 

destekleyebilir (Faraci ve Lentz 2004). Hiperhomositeinemide endotelyal 

disfonksiyonun diğer bir mekanizması asimetrik dimetilarjinin (ADMA) tarafından 

nitrik oksit üretiminin azalmasıdır. ADMA endojen eNOS inhibitörüdür (Austin vd 

2004). 

2.1.8 Hiperhomosisteineminin indüklediği potansiyel hücre mekanizmaları 

 

Şekil 2.2 Hiperhomosisteineminin indüklediği hücre hasarını hücresel ve moleküler  
               mekanizmaları (Thawani 2013) 
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2.1.8.1 Đnflamasyon 

Aterotrombik hastalıklar kronik inflamasyonun bir sonucu olarak değerlendirilir 

(Berliner vd. 1995, Ross 1999). Homosisteinin birçok öncü inflamatuar sitokinin 

üretimini indüklendiği hücre kültürü çalışmalarıyla gösterilmiştir. Hücre kültüründe 

insan damar endotel hücreleri, düz kas hücreleri ve monositlere homosistein 

uygulandığında monosit kemoatraktan protein 1 (MCP-1) ekspresyonu 

indüklenmektedir. MCP-1, monositlerin endotelyuma bağlanmalarını arttırır ve endotel 

altı hücre boşlukları oluşur. Bu olay aterosklerotik lezyon gelişiminde oldukça önemli 

bir adımdır. Homosistein kültüre edilmiş endotel hücrelerinde IL 8 (Poddar vd. 2001), 

bir T lenfosit ve nötrofil kemoatraktanın ekspresyonunu da arttırır. Homosisteinin MCP-

1 ve IL 8 ekspresyonunu indüklemesi NF-kB’nin aktivasyonu aracılığıyla olduğunu 

gösterir. NF-kB bir transkripsiyon faktörüdür. NF-kB’nin sitokinlerin, kemokinlerin, 

lökosit adezyon moleküllerinin ve hemopoietik büyüme faktörlerinin üretimini uyardığı 

bilinmektedir. Bütün bu üretilen moleküller aracılığıyla damar inflamasyonu ve 

aterosklerogenezis gelişimine katkıda bulunur ( Berliner vd. 1995, Ross 1999, Zhou vd. 

2009). Yapılan çalışmalarda hiperhomosisteinimik apolipoprotein E eksik farelerden 

(Hofmann vd. 2001) alınan aterosklerotik lezyonlarda NF-kB aktivasyonu ve 

downstream proinflamatuar aracıların ve sitokinlerin regülasyonun artışı gösterilmiştir. 

Bütün bunlar gösteriyor ki HHcy damar inflamasyonuna sebep olarak aterogenezisi 

tetikliyor (Câtanâ vd. 2011). 

2.1.8.2 Oksidatif stres 

Homosisteinin tiyol grubu oldukça reaktiftir kolaylıkla reaktif oksijen türlerine (ROS) 

yükseltgenir. Bu da homosisteinin otooksidasyon ve oksidatif hasar mekanizmaları 

aracılığıyla hücre disfonksiyonunu indüklediğini akla getirir. Bu hipotez plazmada 

homosisteinden daha fazla bulunan sisteinin otooksidasyona hazır olmasına rağmen 

endotelayal hücre hasarına neden olmaması ve kardiyovasküler hastalıklarda bir risk 

faktörü olmamasının sebebini açıklayamadığı için başarısız olur (Jacobsen 2000). Daha 

sonraki çalışmalar gösterir ki homosistein geniş bir antioksidan ve indirgeyici hücresel 

biyokimya içinde bulunur. Aslında homosistein bağımlı transülfürasyon yolağı hücre içi 
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glutatyon havuzu için oldukça önemli ve bu yolak oksidadif stres şartlarına hassastır. 

(Austin 2004, Papatheodorou ve Weiss 2007). 

Homosisteinin uyardığı oksidadif stres otooksidasyondan bağımsız mekanizmalarla 

aterogenezisi etkileyebilir. Çeşitli ex vivo çalışmada hiperhomosisteinemi süperoksitin 

hücre içi üretimini uyararak damarın gevşeme yanıtının bozulmasına sebep olmaktadır 

(Franken vd. 1994, Lang vd. 2000, Hoffman 2011). Süperoksitin endotelyal nitrikoksit 

ile reaksiyona girerek nitrik oksiti peroksinitrite parçaladığına inanılır. Böylece normal 

vasodilatasyon yanıtı engellenir (Gryglewski vd. 1986, Heinecke 1987). Hem süperoksit 

hem de peroksinitrit dokunun değişimini destekler ve lipit peroksitlerin üretilmesi ile 

sonuçlanır ve peroksinitrit oluştuğu takdirde proteinler tirozin nitrasyonu ile modifiye 

olur ve 3 nitrotirozine döner. Bazı yapılan çalışmalara göre kültüre edilen damar endotel 

hücrelerine homosistein uygulandığında glutatyon peroksidaz (GPx) ve hem oksijenaz 

(HO-1) ekspresyon ve aktivitesi bozulur. Bu da HHcy’nin hücrenin antioksidan 

potansiyelini inhibe ettiğini göstermektedir (Upchurch 1997, Outinen vd. 1999, Dayal 

vd. 2002, Hoffman 2011). Bu özellikle aterotrombozis ile ilşkilidir ki GPx olmayan 

farelerde damar disfonksiyonunu HHcy’i arttırmaktadır (Dayal vd. 2002). GPx’in aşırı 

ekspresyonu homosisteinin indüklediği endotelyal disfonksiyonu azaltmaktadır (Weiss 

2001, Zhou vd. 2009). 

 

Şekil 2.3 Hiperhomosisteinemide oksidatif stresin etkileri (Hoffman 2011) 
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Son günlerde yapılan bir çalışmada Rhodiola Rosea bitkisinden elde edilen salidrosid 

isimli bir glikozitin oksidatif stresi azaltarak hiperhomosisteineminin indüklediği 

oksidatif stres üzerine bir koruyucu bir etkisinin olduğu ortaya çıkarılmıştır (Leung 

2013). 

2.1.8.3 Endoplazmik retikulum ( ER ) stresi 

Endoplazmik retikulum protein sentez ve katlanmasında, kalsiyum depolanmasında ve 

kalsiyum sinyalizasyonunda önemli bir organeldir. Steroid, kolestrol ve diğer lipitlerin 

biyosentezinin yapıldığı bir bölge olarak da görev yapmaktadır. ER’nin fizyolojik rolü 

protein sentezini, katlanmasını, taşınmasını düzenlemek ve hücresel kalsiyum dengesini 

sağlamaktır ( Kaufman 1999 ). 

ER lümeni eşsiz bir oksidatif ortamdır. Bu ortam protein katlanması ve disülfüt 

bağlarının oluşması için oldukça önemlidir. Hücresel redox değişimi, glikoz eksikliği, 

normal olmayan Ca+ düzenlenmesi ve viral enfeksiyonlar katlanamamış proteinlerin ER 

da birikmelerine sebep olabilir ( Xu vd. 2005 ). Endoplazmik retikulumda hatalı 

katlanmış proteinlerin birikmesi ile birlikte endoplazmik retikulumun dengesi bozulur 

ve endoplazmik retikulumda bir stres durumu oluşur. Bu olaya ER stres denir. Bozulan 

bu dengenin tekrar kurulması için ya hatalı katlanmış protein ERAD sistemi aracılığıyla 

sitozoldeki proteozomlara degredasyon için gönderilir ya da işlenmemiş protein yanıtı 

adı verilen bir yanıt devreye girer. Bu yanıtta ER membran proteinleri üzerinden bir 

takım yolaklar tetiklenir ve hücre protein katlanma kapazitesini arttırmak için şaperon 

miktarı arttırılır. Ayrıca genel protein sentezini seçici olarak durdurarak protein 

kalabalığından kurtulmaya çalışır. Eğer hiç birinde stres ortadan kaldırılamaz ise hücre 

appoptozise gider (Alvarado vd. 2010). 

ER yüksek konsantrasyonda glukoz düzenleyici protein 78 (GRP78) ve glukoz 

düzenleyici protein 94 (GRP94) gibi çeşitli şaperon proteinler ihtiva etmektedir. Yüksek 

seviyede kalsiyum ve oksidatif çevre ER’nin fonksiyonlarını etkin bir şekilde 

yürütmesini sağlamaktadır. Proteinler ER lümenine taşındıklarında optimal 

fonksiyonları için gerekli posttranskrpisiyonel modifikasyonlara ve katlanmalara maruz 
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kalırlar. Tam anlamıyla katlanmış proteinler salgı yolağı aracılığıyla gitmesi gerekli 

yerlere ulaştırılırlar. Ancak katlanamamış ya da hatalı katkanmış proteinler ER’den 

uzaklaştırılır ve sitoplazmadaki proteozomlar tarafından degrade edilirler ( Kaufman 

1999, Shen vd 2002). 

Hatalı katlanmış ya da katlanamamış proteinlerin ER’de biriktikleri durumda ER stresi 

oluşur. ER stres UPR (katlanamamış protein yanıtı)’yi tetikler. UPR hücre içi bir sinyal 

yolağıdır ve memeli hücrelerde ER'ye yerleşmiş 3 sensör aracılıdır. Bunlar tip 1 ER 

transmemran protein kinaz (IRE-1), aktive edici transkripsiyon faktör 6 (ATF6) ve PKR 

benzeri ER kinazdır (PERK). Bu 3 yolakta GRP78 aracılığı ile aktive olur. GRP78 ER 

stres yokluğunda her sensör ile ilişkilidir. ER'de katlanamamış proteinler biriktikçe 

GRP78 membrandan ayrılır ve böylece IRE1, ATF6 ve PERK’i aktive eder (Shen vd. 

2002, Liu vd. 2002). 

 

Şekil 2.4 ER stres mekanizması (Hotamişligil 2010) 

IRE1, stres ile aktive olan transmembran bir protein kinazdır ve endoribonükleaz 

aktivitesine sahiptir. ER stresi takiben IRE1 dimerize olur ve otofosforilasyona uğrar 

böylece IRE1 endonükleaz aktivitesiyle XBP1 mRNA’sının alternatif işlenmesini 

gerçekleştirir. 26 baz çiftlik bir intron uzaklaştırılması translasyon çerçeve kaymasıyla 

(frimeshift) ile sonuçlanır. Bu da XBP1’in, upstream ERSE (ER stres yanıt elementi)’yi 
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içeren genlerin transkripsiyonel aktivatörü olarak rol almasını sağlar (Yoshida vd. 

2001). 

ATF6 bir transkripsiyon faktörüdür. Regülatör bir proteindir. XBP 1 gibi UPR yanıt 

genlerinin promotorlarındaki ERSE 1 elementine bağlanır. Stres olmadığı koşullarda 

BĐP’e bağlı bir şekilde bulunur.ER strese yanıt durumunda BĐP’in ayrılmasıyla ATF6 

golgiye geçer burda proteolizize uğrar ve işlenmiş hali ATF6 α ve ATF6 β çekirdeğe 

taşınıp burada CRE (ATF/cAMP yanıt elementi) ve ERSE1’e bağlanarak hedef genleri 

aktive eder (Haze vd. 1999, Dobson 2010). 

ER stress PERK (transmembran protein kinaz) aracılığıyla protein sentezinin ve 

hücresel bir prosesin hızlıca azalmasına sebep olur. PERK’in aktivasyonu ökaryotik 

initation faktörün (eIF-2 alfa) fosforilasyonuna sebep olabilir bu da mRNA 

translasyonunun başlamasını bloklayarak ER'daki katlanamamış protein yükünü 

hafiflemesine yardım eder. Son çalışmalar gösteriyor ki PERK bağımlı eIF2’nın 

fosforilasyonu UPR yanıt genlerinin geniş ölçekte transkripsiyonel aktivasyonu için 

gereklidir ( Kaufman 2004). 

TRAF2 ilişkili tümör nekroz faktörün aktivasyonunu sağlar. Bu da kaspazları ve JNK’yı 

aktive ederek programlı hücre ölümü ile sonuçlanır. CHOP’un over ekspresyonu da 

hücre ölümünü uyarır (Cheng ve Neil 2004). SREBP aracılığıyla lipitlerin üretimindeki 

artış yağ birikimi ile sonuçlanabilir. Bütün bunlara ek olarak ER stres, ER’daki 

kalsiyum depolarının boşalmasıyla da ilişkilidir. Bu oksidatif stresi tetikleyebilir ve 

NFkB aktivasyonuyla inflamatuvar reaksiyonları aktive edebilir. NFkB aktivasyonu 

kalsiyum şelatları ve antioksidanlar aracılığıyla bloke edilebilir (Cheng ve Neil 2004). 

Hcy’in indüklediği ER stres son zamanlarda oldukça ilgi çekmiştir. Hcy, protein 

katlanması sırasında disülfit bağlarının oluşmasına engel olur ve böylece ER strese 

sebep olur. Hücre içi Hcy seviyesindeki artış GRP78, GRP94, HERP, RTP gibi ER stres 

yanıt genlerinin ekspresyonunu arttırabilir. HERP endoplazmik retikulum integral 

membran proteinidir. Sitozol içinde N terminal ubiqutin benzeri domaini çıkıntı 

oluşturur. HERP endoplazmik retikulum ca dengesini korumakta önemli bir proteindir. 
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Ayrıca ERAD’ta da oldukça önemli bir rol oynayabilir (Chan vd. 2004). Hcy 

GADD153 (Chop)’ün ekspresyonunu indüklenmesi ER stresin indüklediği hücre 

ölümüne yol açar. Hcy in indüklediği ER stress SREBP’ in aktivasyonu aracılığıyla lipit 

biyosentezinin bozulmasıyla sonuçlanabilir (Cheng vd. 2004, Kezhong 2010).  

Homosistein uygulamasının hem PERK’nin hem de IRE1’in aktivasyonunu indüklediği 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.5 Homosisteinin ER stresi indüklemesi (Hotamişligil 2010) 

Homosisteinin indüklediği hücre ölümü diğer ER stress ajanları tarafından taklit 

edilebilir ve IRE1 sinyalizasyonuna bağlıdır. Homosisteinin öncülük ettiği JNK protein 

kinazın hızlı ve devamlı aktivasyonu tarafından IRE1 aktive olur (Cai vd. 2000, Zhang 

vd. 2001). Bulguların bir sonucu olarak IRE1’in TRAF2'ye bağlandığı ER stress 

aracılığıyla JNK kinazın aktive olduğudur (Urano vd. 2000). Bu çalışma homosisteinin 

indüklediği programlı hücre ölümü için daha fazla destek sağlar çünkü JNK’nın ısrarcı 

aktivasyonu hücre ölümüyle ilişkilidir. 

Hiperhomosisteinemideki GRP78’in ekspresyonundaki sürekli artış ER stresin sebep 

olduğu bilinen şartlardan hücreleri korumaktır. Kültüre edilen insan hücrelerinde artan 
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GRP78 ekspresyonunun homosisteinin indüklediği kolesterol gen ekspresyonunu inhibe 

ettiği görülmüştür (Werstuck vd. 2001). Bu bilgilerle aynı doğrultuda olarak 

homosisteinle indüklenmiş diyetteki hayvanlarda ER stress kolesterol biyosentez 

genlerinin ekspresyonunu arttırmakta ve karaciğer yağlanması görülmektedir. 

Yapılan bir çalışmada GRP78’in ekspresyonunu arttırılması hücre yüzeyindeki doku 

faktörlerinin prokoagülant aktiviteyi inhibe etmesi aracılığıyla trombin üretimini azaltır. 

Böylece hücrelerin protrombotik özelliğini baskılar. Bu çalışmayla ER stres 

inhibisyonunun hücrelerdeki protrombotik potansiyelin baskılanmasını sağladığı ortaya 

çıkmıştır (Lindsay vd. 2003). 

Hiperhomosisteinemiyle ER stresin indüklendiği kardiyomiyositlerde endojen H2S 

üretimindeki artışla oksidatif stresi azaltarak hücreyi koruyu etkisi gösterilmiştir 

(Hongling vd. 2010) Sistatiyoninin de ER stresten hücreyi koruyucu rolü ortaya 

çıkarılmıştır ( Kenneth vd. 2012). 

2.2 Antikoagülant Protein C Yolağı ve Endotelyal Protein C Reseptörü (EPCR) 

2.2.1 Protein C yolağı 

Birçok antikoagulant mekanizma tarafından kan koagülasyon mekanizmaları kontrol 

edilir. Bir koagülayon uyarımının ardından koagülasyon kaskadı devreye girer. Çok 

yüksek seviyede trombin üretilene kadar koagülasyon reaksiyonları devam eder (Shen 

ve Dahlback 1994). Doğal antikoagulant mekanizmalar aşırı trombin üretimini 

engellemeye çalışırlar. Bu antikoagulant mekanizmalardan biri protein C yolağıdır. 

Protein C antikuagülant yolağı kan pıhtılaşma kaskadının düzenlenmesinde çok önemli 

bir rol oynar. Öncü koagulant faktörlerden faktör Va ve VIIIa’nın proteolitik 

inaktivasyonunu sağlayarak fibrin formu oluşumunu düzenler (Esmon 2003). 
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Şekil 2.6 Koagülasyon yolağı ve protein C yolağı 

Protein C yolağının ana komponentleri: EPCR, protein C, protein S, trombin 

,trombomodulindir. PC vitamin K bağımlı bir plazma glukoproteinidir. Plazmada inaktif 

zimojen halinde dolaşır. PC endotelyal hücre yüzeyinde  trombin trombomodulin 

kompleksi tarafından APC’ye aktive edilir. Protein C endotelyal protein C reseptörüne 

(EPCR) bağlandığı zaman protein C aktivasyonu 20 kat artar. APC yeteğini EPCR' ye 

bağlanarak muhafaza eder. Đlk olarak APC, EPCR’den ayrılır. FaktörVa (FVa) ve faktör 

VIIIa (FVIIIa)’yı inaktive ettiği hücre yüzeyinde protein S’yi bağlar. Böylece fazla 

miktarda trombin üretimini inhibe eder. Trombin üretiminin sonlanmasıyla birlikte PC 

inaktivasyon kompleksi hızlıca APC üretimini sonlandırır (Esmon 2000). 

 

Şekil 2.7 Protein C aktivasyonu (Zlokovic 2011) 
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Protein C aktivasyonuna ek olarak trombin trombomodulin kompleksi trombin aktive 

edici fibrinoliziz inhibitörünün (TAFI) potansiyel bir aktivatörüdür (Bajzar vd. 1996). 

Trombinin trombomoduline bağlanması, antitrombin ve protein c inhibitörleri 

tarafindan hızla inaktive edilir. Böylece trombin üretiminde durma olduğu zaman 

protein c aktive kompleksi hızlıca aktive protein c üretimini durdurur  (Rezaie vd. 

1995). 

2.2.1.1 Protein C Yolağı Fizyolojisi 

Trombomodulin endotelyumda yer alır. Endotel hücrenin kan hacmine oranı geniş 

damarlardan kapillere geçtikçe yüzlerce kat artar. Her endotel hücresinde 100.000 

trombomodulin kopyası bulunduğu varsayılırsa kapillerde tahmini trombomodulin 

konsantrasyonu 100 ile 500 nmol/L oranındadır. Trombomodulinin trombine kondroitin 

sülfat varlığına bağlı olarak yaklaşık 1 ile 10 nmol/L lık bir Kd ile bağlanır. Bu yüzden 

trombin mikrovasküler yataklar boyunca geçerken yüksek konsantrasyondaki 

trombomodulin hemen hemen tüm trombini ortadan kaldırma eğiliminde olacaktır. Bu 

olay trombinin hızlıca inhibitörler vasıtasıyla inaktive edilmesine, trombin prokoagülant 

mekanizmalarının direk bloke edilmesine ve hızlı PC aktivasyonuna öncülük edecektir 

(Esmon and Owen 1981, Esmon 1989, Esmon 2001). Bu anlayış ile ilişkili olarak PC 

yolağındaki bozukluklar mikrovasküler trombozis ile ilişkilidir (Esmon 2003). 

2.2.1.2 Protein C yolağının regülasyonu 

Hem trombomodulin ve hem de EPCR transkripsiyonel seviyede IL -1 beta ve TNF alfa 

gibi inflamatuar sitokinler tarafından downregüle edilir (Fukudoma and Esmon 1994). 

Ayrıca trombomodulin aktivitesi lökositlerden salınan oksidanlar aracılığıyla ciddi bir 

biçimde azalabilir. Son olarak elastaz lökositler hızlıca trombomodulinin çözünür 

formunu serbest bırakır. Bu formu hücresel formundan oldukça daha az aktiviteye 

sahiptir. Çünkü çözünür formu EPCR’yi hızlandırma etkisine sahip değildir ve yüksek 

afinitede trombin bağlamak için kondriatin içermezler (Esmon 2003). Damar 

duvarlarındaki bu inflamatuvar saldırının net etkisi trombomodulin ekspresyonunun ve 

protein c aktivasyonunun azalmasıdır (Faust vd. 2001). Hücresel protein salınımı da 
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protein C aktivasyonunu inhibe edebilir. Eozinofil majör proteini, trombomodulin 

bağımlı protein C aktivasyonunun potansiyel bir inhibitörüdür (Slungaard vd. 1993). 

Đn vitro çalışmalarda trombosit aktivatör IV’in PC aktivasyonunu 4 kat arttırdığı 

gösterilmiştir (Slungaard ve Key 1994). Damar hasarlı bölgelerde trombositlerden 

trombosit faktör IV’ün salınımı, yara bölgesindeki tromboz gelişiminin sınırlanmasını 

sağlayan potansiyel bir mekanizmadır (Esmon 2000). 

2.2.1.3 Protein C yolağının antiinflamatuvar ve antiapoptotik özelliği 

APC’nin antiapoptotik ve anti inflamatuar fonksiyonlara da sahip olduğu bilinmektedir. 

Bu fonksiyonlar APC’nin EPCR ve PAR 1’e bağlanmasıyla gözlemlenir. APC 

inflamatuar aracıların ekspresyonunu sınırlar ve dokularda lökositlerin damar dışına 

çıkışını engeller böylece inflamatuar yanıtı azaltabilir. PC yolağı inflamatuvar yanıt 

tarafından gerçekleşecek down regülasyona çok duyarlıdır (Yalçındağ ve Batıoğlu 

2008) . 

 

Şekil 2.8 Protein C yolağının anticoagulant ve hücre koruyucu özelliği (Laurent vd.  

                   2006) 
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2.2.1.4 PC yolağının hücre koruyucu rolü  

Direk olarak APC’nin EPCR ile lipit tabakasına birlikte lokalizasyonu ve PAR1’in 

aktivasyonu aracılığıyla APC’nin hücre bariyer koruyucu bir protein olarak da 

fonksiyon gösterir (Silvio vd. 2010). 

 

Şekil 2.9 Protein C yolağı ve hücre koruyucu etkisi 

Şekil 2.8’e bakıldığında PC aktivasyonundan sonra APC’nin bir kısmı EPCR’den ayrılır 

ve fosfolipit membranın özellikle lipit tabakasına bağlanır. Burada factor Va ve factor 

VIIIa’yı inhibe ederek anticoagulant etkisini ortaya koyar. Trombin seviyesinin down 

regülasyonu aracılığıyla TAF1 aktivasyonunun down regülasyonunu sağlayarak APC 

fibrinolizisi arttırır. Ayrıca fibrinolitik inhibitör PAI-1’in inaktivasyonunu sağlar. PS bu 

humoral süreç için kofaktördür. APC EPCR’ye bağlanır. Bu kompleks PAR1’i aktive 

eder. Spingozinfosfat 1 (S1P1) reseptörünün karşı aktivasyonuyla antiapoptotik ve 

antikoagulant etki gösterir (Silvio vd. 2010). 
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2.2.2 Endothelyal protein C reseptörü 

2.2.1 EPCR yapısı 

EPCR 46 kd transmembran tip 1 bir proteindir. Endotel hücreleri tarafından 

endotelyumun lümene bakan yüzeyinden eksprese edilir. Yapısal olarak, immün yanıt 

ve inflamasyona yanıtta rol oynayan major histocompatibility class 1 / CD1 protein 

ailesiyle benzerlik gösterir (Fukudome ve Esmon 1994). EPCR’nin kristal yapısı, 

EPCR' nin tipik bir antijen sunumunda yer alan oluktaki fosfolipitin bulunduğu yere 

sıkıca bağlandığını gösterir. Bu yapının çıkarılması sonucu PC bağlanmanın azaldığı 

görülmüştür. Lipitin yeniden oluşturulmasıyla eski haline dönmüştür (Oganesyan vd. 

2002). EPCR'nin yalnız ve protein C’nin fosfolipit bağlanma domain ile birlikte 

kompleks oluşturduğu haliyle kiristal yapısı bize EPCR’de yer alan lipit içeren 

rezidülerin CD 1 ile eş ve yüksek oranda korunmuş olduğunu gösterir. Bu EPCR’nin 

immün düzenlemedeki rolünü anlamamıza yardımcı olabilir (Oganesyan vd. 2002). 

EPCR protein 238 aminoasitten oluşmakla birlikte aminoterminal uçta 17 aminoasitlik 

bir sinyal sekansı içerir. Hücre dışı domaini 2 alfa domaininden (alfa 1 ve alfa 2), 4 

potansiyel glikozisasyon bölgesinden ve 3 cys rezidüsünden oluşur. Transmembran 

domain karboksi terminal ucun yanındadır (25 aa) ve 3 aminoasitlik kısa bir sitozolik 

domaini vardır (Fukudome ve Esmon 1995, Esmon vd. 1999, Esmon 2000). 

 

Şekil 2.10 EPCR üç boyutlu yapısı ve protein c gla domaini 



27 
 

2.2.2.2 EPCR’nin bulunduğu yerler 

EPCR geniş kan damarlarının endotelinin yüzeyinde çok fazla sentezlenir. Tümör 

nekroz faktor gibi (TNF alfa) infalamatuvar uyarılarda ve aterosklerotik bölgelerde 

EPCR sentezinde azalma görülür. EPCR'nin diğer hücre yüzeylerinde bulunduğu yerleri 

sıralamak gerekirse; tromboplast, monosit, nötrofil ve eosinofil (Galligan vd. 2001, 

Sturn vd. 2003), mide epitel hücresi (Nakamura vd. 2005), beyin endotel hücreleri 

(Mosnier ve Griffin 2006), lenfosit (Feistritzer vd. 2006), hematopoietik kök hücreler 

(Balazs vd. 2006), epidermal karetinosit (Xue vd. 2007), insan damar düz kas hücresi 

(Bretschneider vd. 2007), kondriosit (Jackson vd. 2009), tenosit (Xue vd. 2009) son 

zamanlarda yayınlanan fare CD 8 dentritik hücreleri (Kerschen vd. 2010), osteoblast 

(Kurata vd. 2010) ve kardiyomiyositler( Wang vd. 2011). 

2.2.2.3 EPCR’nin endoteldeki görevi 

EPCR büyük embriyonik trophoblast hücreler tarafından eksprese edilir. EPCR embriyo 

gelişiminde önemli bir role sahiptir. Çünkü EPCR bulunmayan fareler gebeliğin 

ortasında ölürler (Gu vd. 2002). Düz kas hücrelerinde EPCR aracılı APC sinyalizasyonu 

hücre içi kalsiyum artışı, hücre dışı sinyal düzenlemesindeki kinaz 1 ve 2’nin 

fosforilasyon artışı, ERK (1/2) ve DNA sentezinin artışı ile sonuçlanır. EPCR ile 

birlikte PAR1’ de APC sinyalizasyonunun uyarılması için gereklidir (Riewald vd. 2002,  

Domotor vd. 2003). Hem EPCR hem de PAR1 sistemik ve beyinsel kapiller endotel 

hücrelerinde ERK ½’nin ve ca sinyalizasyonunun APC aracılı aktivasyonu için 

gereklidir. Damar düz kas hücrelerinin biyolojisinin düzenlenmesinde EPCR önemli bir 

rol oynar (Meenakshisundaram vd. 2007). 

Trombomodulin bütün endotel hücrelerinde eşit oranda bulunmaktadır. Bunun 

sonucunda geniş kan damarlarında TM konsantrasyonu diğerlerine nazaran daha azdır. 

Bu sonuca göre bu damarlarda PC aktivasyonunun yetersiz olması gerekir iken bu etki 

EPCR tarafından dengelenir. EPCR geniş damarların endotelyumunda oldukça fazla 

eksprese edilir ve birçok kılcal damar yatağında az seviyede bulunur. Bu yerleşim kan 
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hacminin yüzey alanına oranının yüksek olduğu geniş kan damarlarının yüzeyinde etkili 

bir PC aktivasyonunu garanti eder (Esmon 1989, Laszik vd. 1997). 

EPCR çoklu substrata sahip bir reseptördür. EPCR’nin faktör VII ve faktörVIIa ve 

faktör Xa bağlanabildiği bilinmektedir. Faktör VII faktör X’e bağlandığı zaman aktif 

hale geçer. EPCR’nin Faktör VII’ye bağlanması factor Xa bağımlı factor VIIa üretimini 

engeller bu da EPCR’nin yeni bir antikoagülant rolüdür. Bir diğer taraftan faktör 7a 

endotel üzerindeki EPCR’ye bağlanarak PAR1 aracılı hücre sinyalizasyonunu aktive 

eder ve bariyer koruyucu bir etki sağlar (Silvia vd. 2011). 

 

Şekil 2.11 EPCR fonksiyonu (Navarro vd. 2011) 

APC-EPCR-PAR-1 mekanizmasının keratinosit gelişiminde katkısı olduğu ve yara 

iyileşmesinde rol aldığı bilirtilmiştir (Poddar vd. 2001). EPCR’nin akciğerlerde 

pnömositlerde bulunması astım gibi inflamatuvar akciğer hastalıklarında anti 

inflamatuvar etkiyi düzenlemede etkili olduğu idda edilmiştir (Jakubowski 1997). 

Dentritik hücrelerde bulunması ise doğuştan immünitede sorumlu olabileceğini akla 

getirmiştir. Đnflamatuar barsak hastalıklarında trombomodulin ve EPCR seviyelerinin 

düşük olması sık görülen bir durumdur. (Fukudome ve Esmon 1994, Pahl ve Baeuerle 

1997, Hofmann 2001). Nötrofillerde düşük düzeyde eksprese olması ise APC’nin 
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buraya bağlanıp kemotaksi olayını geçiktirerek akciğerlere göçü engellemekte ve olası 

akciğer hasarından organizmayı koruyucu bir etki yapmaktadır (Hofmann 2001). 

EPCR’nin normalden fazla üretildiği fare modelinde dış görünüş normaldir ve herhangi 

bir kendiliğinden hemostaz problemi görülmemiştir (Li vd. 2005). EPCR'nin normalden 

fazla üretildiği fare modelinde yaban tip fareye kıyasla thrombin infüzyonuna yanıtta 

daha fazla APC üretilmiştir. Ayrıca EPCR’nin daha fazla üretildiği fare modelinin, 

factor Xa'nın indüklediği tromboza ve endotoksinlerle birlikte ortaya çıkan ölümlere 

karşı daha dirençli olduğu görülmüştür. Ayrıca bu fare modelinde plazmadaki protein C 

seviyesi yaban tipten oldukça daha düşüktür. Bütün bunlara bakıldığında EPCR’nin 

fazla sentezlenmesinin organizma için bir avantaj sağladığını söylemek mümkündür 

(Esmon 2006). 

EPCR’nin hasar görmüş veya inflamasyona uğramış damarların tedavisinde potansiyel 

yeni bir tedavi olması söz konusudur, yeni EPCR agonistlerinin PC/APC hücre 

koruyucu mekanızmaları üzerine etki edebileceği söz konusudur. Dr Esmon (2000)  

tarafından EPCR’nin hücre membranından içeri ve hatta çekirdekten içeri 

translokasyonunun mümkün olduğu hipotezi de gündeme gelmiş ancak radyoaktif 

sistein işareli aminoasitle yapılan deneyde hücre içi bir trafiye rastlanamamıştır. Diğer 

yandan, APC hipoksi durumunda beyin endotel hücrelerinde çekirdeğine girerek 

transkripsiyonel regülasyon ile hücreyi koruyup hayatta kalmasını sağlayabilir ancak 

APC’nin EPCR’ye bağlanması bloklandığı durumlarda bu etki tamamen ortadan kalkar 

ve hücre ölür (Cheng vd. 2003). EPCR-APC-PAR1 mekanizmasının hücre için hayati 

bir mekanizma olduğu anlaşılmıştır. PAR1 knockout fare modelinde LPS uyarım 

sonucunda hücrenin hayatta kalması ve damar geçirgenliğinin sağlanması üzerine APC 

faydalı etkilerini kaybeder (Schuepbach vd. 2009, Kerschen vd. 2010). 

Endotoksinemiye sahip maymun ve fare modelinde EPCR ‘nin knockout edilmesiyle ya 

da monoklonal antikorla APC/PC’nin EPCR ile ilişkisi bloke edilmesiyle ölüm oranının 

yükseldiği görülmüştür ( Xu vd. 2009). 
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2.2.2.3 Çözünür endotelyal protein c reseptörü 

Çözünür EPCR’nin transmembran ve sitoplazmik kuyruk domainleri eksiktir. Normal 

insan plazmasında bulunur (Kurosawa vd. 1997). Çözünür EPCR trombin ve 

inflamatuvar sitokinler tarafından uyarılan metalloproteaz aktivitesinin proteolitik 

parçalaması aracılığıyla in vitro olarak üretilir. Bu metalloproteazlar ADAM17 veya 

TNF alfa dönüştürücü enzim olarak tanımlanırlar. EPCR’yi 192 ve 200 aminoasitleri 

arasından parçalarlar. Ayrıca ADAM 17 proinflamatuvar sitokinlerin ve adezyon 

moleküllerinin salınımını arttırır (Nan vd 2005). Interlökin 1, hidrojen peroksit, forbol 

ester ve thrombin gibi çeşiti aracı moleküller endotelden EPCR salınımını ciddi bir 

şekilde arttırırlar (Menschikowski vd. 2009, Menschikowski vd. 2011). 

Çözünür EPCR tıpkı membrane bağlı formu gibi PC ve APC’ye eşit afinitede bağlanır. 

Ancak çözünür EPCR’nin APC’ye bu bağlanması onun antikoagulant ve 

antiinflamatuvar özelliğini inhibe eder. PC’ye bağlanması ise thrombin trombomodulin 

kompleksi tarafından gerçekleşen protein C aktivasyonunu engeller (Liaw vd. 2000). 

Bütün bunlar gösteriyor ki sEPCR prokoagülant bir aktivite gösteriyor olabilir.  

Çözünür EPCR popülasyonda dağilımına baktığımızda genel popülasyonun yaklaşık 

%15 ile %20‘ sinin plazma çözünür EPCR seviyesi 200 ile 800 ng/ml arasında iken geri 

kalanının ise 200ng /ml den daha azdır (Stearns vd. 2003). Çözünür EPCR’nin 

hiperkoagülasyon için bir marker olabileceğini söylemek mümkündür (Stearns vd. 

2002). 

Çözünür EPCR’nin arttığı patofizyolojik koşullarda endotelyal disfonksiyon görülebilir, 

prokoagülant fenotipe katkıda bulunabilir ve trombozis riski artabilir. Çözünür EPCR 

artışının olduğu sepsisli hastalarda koagülant yolağın aktivasyonu ve fibrinolitik 

sistemin ve doğal antikoagulant yolağın (özellikle protein C yolağının) bozulmasıyla 

birlikte hemostatik mekanizmanın kompleks disregülasyonu meydana gelir 

(Menschikowski vd. 2008, Bae ve Rezaie 2010). Çözünür EPCR lupuslu hastalarda da 

artış göstermektedir. (Kurosawa vd. 1998, Sesin vd. 2005). Plazmadaki sEPCR 
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varyasynunun %50-80 genetik kontrol altındadır ( Saposnik vd. 2004, Medina vd. 

2004). 

Çözünür EPCR lökositlerin yüzeyinde CD11b/CD18 (Mac-1)’e bağlanır. Bu bağlanma 

lökosit adezyonunu düzenleyebilmektedir. Proteinaz 3 (PR3) nötrofillerin granüllerinde 

depolanan elastaz benzeri özelliklere sahip bir serin proteazdır. Lökositlerde Mac-1 ve 

çözünür EPCR’nin birlikte bağlanması PC’nin aktivasyonunu ve APC aracılı 

sinyalizasyonu bozabilir (Kurosawa vd. 2000). 

2.2.2.4 Endotelyal Protein C reseptörünün plazma ve doku seviyesini etkileyen          
            EPCR genindeki ortak polimorfizm 

Lupus gibi hastalıklarda plazma EPCR seviyesinin normal hastalarla kıyaslandığında 

daha yüksek olduğu ortaya çıkmıştır (Kurosawa 1998). Plazmadaki EPCR varyasyonu 

çalışıldığında populasyonda yapılan genetik analizler sonucunda EPCR’de bir gen 

polimorfizmi görülmüş ve A3 olarak adlandırılan bir haplotip plazma EPCR seviyesinin 

yüksekliğiyle ilişkilendirilmiştir. Bu haplotip 6936. pozisyonda guanozinin adenozin ile 

yerdeğiştirmesi sonucu ortaya çıkmıştır (Saposnik vd. 2003). Kodlanan dizideki bu 

değişim sonucu transmembran domainindeki rezidülerden ser 219 glisine çevrilir. Glisin 

transmembran heliksin stabil olmasını engeller. Böylece EPCR’nin membrandaki 

lokalizasyonu etkilenir ve metalloproteazlara karşı hassasiyeti artar bu da EPCR'nin 

salınımını arttırır (Xu vd. 1999). Daha sonrasında yapılan çalışmalarda da EPCR 

seviyesinin artışı ile A3 haplotipi arasında ilişki olduğu gözlenmiştir ( Lavigne vd. 

2005). Artan plazma EPCR seviyesi ile açıklanamayan fetal ölüm riskinin ve kronel 

kalp hastalıkları riskinin arttığı görülmüştür. 

2.2.2.5 Anti–EPCR otoantikorları 

Genel populasyondaki anti fosfolipit sendromlu hastalarda, fetal ölümlerde, derin ven 

trombozlarında ve kadınlarda görülen akut miyokardiyel damar tıkanıklığında yüksek 

oranda anti-EPCR otoantikoru bulunduğu tanımlanmıştır. (Van vd. 2007, Montes vd. 

2005) Ayrıca felçli ve şiddetli deri nekrozlu hastalar yüksek oranda anti-EPCR 
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otoantikoru bulunmaktadır (Lavigne vd. 2005).Bu otoantikorlardan iki tanesi protein 

C’nin EPCR’ye bağlanmasını bloke eder. Böylece endotelde aktive protein C üretimi 

inhibe edilir. (Hurtado vd. 2004) Bu sebepten dolayı otoantikorlar trombozise sebep 

olabilirler. Azalan APC seviyesi ven ve arter trombozisindeki artışla 

ilişkilendirilebilmektedir. 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1 Materyal 

3.1.1 pZeoSV-EPCR plazmidi  

Endotelyal Protein C reseptörü kodlayan pZeoSV-EPCR ve negatif kontrol olarak 

pZeoSV-kontrol plazmidleri Dr Charles ESMON tarafından hediye edilmiştir. 

Konstrakt oluşturulurken Esmon ve arkadaşları tarafından Xho ve NotI restriksiyon 

enzimleri aracılığıyla kesilmiş ve A3 haplotip (EPCR-G219) ile eş cDNA pZeoSV 

vektörüne eklenmiştir. 

 

Şekil 3.1 pZeoSV plazmidi 
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3.1.2 EPCR ShRNA pLKO.1-puro plazmidi 

Mission TM TCR shRNA 

TCR No: TCRN0000061378    

Sekans: 

CCGGGTGCAGTATGTGCAGAAACATCTCGAGATGTTTCTGCACATACTGCAC

TTTTTG 

Sigmadan bakterial gliserol stoğu halinde satın alınmıştır. 

3.2 Metot 

3.2.1 Poliklonal antikor üretimi 

3.2.1.1 Antijen hazırlanması 

Her BALB/C fare için 50 µg EPCR (endotelyal protein C reseptörü) rekombinat 

proteini freund complete adjuvan içersinde 1 birim antijene 9 birim freund complete 

adjuvan olacak şekilde hazırlanmışır.Bir sonraki doz her BALB/C fare için 10 µg EPCR 

(endotelyal protein C reseptörü) rekombinat proteini freund complete adjuvan içersinde 

1 birim antijene 9 birim freund incomplete adjuvan olacak şekilde hazırlanmıştır. 

3.2.1.2 Đmmünizasyon protokolü 

3 adet BALB/C fareye 15’er gün arayla freund complete adjuvan içerisinde hazırlanmış 

50 şer µg EPCR (endotelyal protein C reseptörü) rekombinat proteini intraperitonel  

enjeksiyonu yapılmıştır. Üçüncü enjeksiyonun ardından 10 gün sonra freund incomplete 

adjuvan içerisinde hazırlanmış 10 µg EPCR (endotelyal protein C reseptörü) rekombinat 

proteinin intraperitonel enjeksiyonu yapılmıştır. Otuz gün sonunda hayvanların periton 
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boşluklarında oluşan sıvılar toplanmaya başlanmıştır. 60 gün sonunda hem karın içi 

boşluktan toplanan sıvıların hem de kuyruk veninden alınan serumların enzim ilişkili 

immune sorbent deneyi (ELISA) yapılarak 200.000 dilüsyonda yeterli pozitiflik 

görüldüğü için deney 60 gün sonunda sonlandırılmıştır. 

3.2.1.3 ELĐSA 

10 µg/ml EPCR rekombinant proteini PBS (10 mmol/L Na2HPO4, 2 mmol/L KH2 PO4, 

2,7 mmol/L KCI, 137 mmol/L NaCI Ph:7,4) içerisinde hazırlanmıştır. 96’lık ELĐSA 

platede kuyucuk başına 100 µl dağıtılıp 1 gece inkübasyon süresinin ardından PBS-

tween (PBS’e 1/1000 tween 20 eklenir) ile 3 kez yıkanmıştır. Bloklama için %5 (W/V) 

BSA kullanılmış ve her kuyucuğa 250 µl bloklama çözeltisi ilave edilmiştir 1 saat 37 

°C’de 1 saat oda sıcaklığında inkübasyonuna bırakılmıştır. Ardından poliklonal antikor 

olarak kullanılacak poliklonal ascites örneklerinin 1/100 1/1.000 1/10.000 1/20.000 

1/40.000 1/80.000 ve 1/160.000 oranında ve serum örneklerinin ise 1/100 1/1.000 

1/10.000 1/100.000 1/200.000 1/400.000 oralarında dilüsyonları hazırlanmıştır. 

Dilüsyonlar PBS ile yapılmıştır. PBS negatif kontrol olarak kullanılmıştır. Hazırlanan 

primer antikorlardan her kuyucuğa 100 µl eklenmiş ve oda sıcaklığında çalkalayıcı 

üzerinde 2 saat inkübasyona bırakılmıştır. 2 saatin ardından PBS tween ile 3 kez 

yıkanmıştır. Sekonder antikor olarak 1/5.000 oranında PBS içinde dilüe edilmiş HRP 

işaretli anti mouse IgG (cell signaling anti mouse Ig G HRP linked) antikoru 

kullanılmıştır. PBS içinde dilüe edilen sekonder antikordan kuyucuklara 100’er µl 

eklenmiş ve çalkalayıcı üzerinde oda sıcaklığında 1 saat inkübe edilmiştir. Bu sürenin 

ardından PBS tween çözeltisiyle 3 kez yıkama yapılmıştır. HRP (horseradish 

peroxidase)’ nin substratı TMB (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine)’den 100’er µl eklenmiş 

ve karanlıkta 15-20 dakika bekletilmiştir. Son olarak 2M Sülfirik asit çözeltisinden 50 

ul eklenmiş ve 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik plate okuyucuda ölçümü 

yapılmıştır. 
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3.2.1.4 Antikor saflaştırması 

Fareden aldığımız ascitesleri saflaştırmak için Hi trap protein G kolonu kullanılmıştır. 

Öncelikle kolondan 15 ml bağlanma tamponu (50 mm Na fosfat, 50 nm NaCI, 0.05% 

Na azit) geçirilmiştir. Ardından poliklonal ascitesler kolana yüklenmiş ve dakikada 1 ml 

geçecek şekilde kolondan geçirilmiştir. Antikorları kolondan ayırmak için elüsyon 

tamponu (0.1 M sitrik asit pH 2.6 ) kolondan geçirilmiş ve fraksiyonlar toplanmıştır. Bu 

işlem yapılırken kolon duo flow cihazına bağlanmış ve dedektörün protein algıladığı 

zamanlarda fraksiyonlar toplanmıştır. Kolonu temizlemek için pH 2.7 0.1M glisin 

kullanılmıştır. 

3.2.2 Transformasyon 

pZeoSV-EPCR ve pZeoSV-kontrol plazmitlerinin E.Coli JM109 hücrelerine 

transformasyonları için E.Coli JM 109 gliserol bakteri stoğundan 10 µl alınmış ve 20 ml 

LB besiyerinde 37°C’de çalkalayıcı etüvde 1 gece bekletilerek çoğaltılmıştır. 

Transformasyondan önce 50 ml besiyerine 500 µl E-Coli  JM109 ilave edilmiş 37°C 

çalkalayıcı etüvde yaklaşık 3 saat kadar inkübe edilmiştir. Đnkübasyon süresi sonunda 

spektrofotometride 600 nm’de ölçüm yapıldığında OD’si 0.3 ile 0.4 arasında olacak 

şekilde ayarlanmıştır. Yani erken eksponansiyel fazda iken transformasyona 

başlanmıştır. 50 ml besiyeri santrifüj tüpüne alınıp +4°C de 580 g’de 10 dakika santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj sonrası süpernatan uzaklaştırılmış ve pelletin 10 katı hacminde TSS 

çözeltisi eklenmiştir. Yavaşça süspanse edilmiştir. Tüpe hafif hafif vurularak bu işlem 

yapılmıştır. Sonrasında buz üzerinde 30 dakika bekletilmiştir. TSS içerisindeki E-

Coli’den 100 µl alınmış ve içerisine 3 µg plazmid eklenmiştir. Plazmidi ekledikten 

sonra 60 dakika buz üzerinde bekletilmiştir. 60 dakikanın sonunda 42°C’ ye ayarlanmış 

su banyosunda 90 saniye bekletilip sıcaklık şoku yapılmıştır. Hemen buz üzerine 

alınmış ve üzerine 900 µl SOC besiyeri eklenmiştir. 37°C çalkalamalı etüvde 1 saat 

bekletilmiştir. Ardından seçici antibiyotik olarak 50 µg/ml oranında zeosin içeren LB 

agar dökülmüş petrilere 100µl’sinin steril bir şekilde bek alevi kullanılarak drigalski 

spatülü ile ekimi yapılmıştır. Gece boyu 37°C’ye bırakılan petrilerde plazmidi almış 
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bakteriler koloni oluşturmuştur. 10’ar tane koloni seçilmiş ve 50µg/ml zeosinli sıvı LB 

besiyerine ekim yapılmıştır. 6 saat 37°C’de inkübe edilmiştir. Bu 10 koloninin bir kısmı 

bırakılıp bir kısmından plazmid izolasyonu yapılmıştır. 

3.2.3 TENS buffer ile hızlı plazmid izolasyonu 

Seçtiğimiz kolonileri ektiğimiz sıvı LB besiyeri 1 dakika 6000g’de satrifüj edilmiştir. 

Süpernatandan 50 µl bırakılıp geri kalanı uzaklaştırılmıştır. Üzerine 300 µl TENS 

tamponu (% 0.5 SDS, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1mM; EDTA , pH 8.0, 1N NaOH) 

eklenmiş ve vortekslenmiştir. 10 dakika buz üzerinde bekletilip.ardından 150 µl 3M 

sodyum aseat (pH: 5.2) eklenmiş ve tekrar vortekslenmiştir. 6 dakika maksimum hızda 

santrifüj sonrası süpernatan temiz bir tüpe alınmış ve üzerine soğuk %99.5 absolüt alkol 

eklenmiştir. Ardından 2 dakika maksimum hızda (13.000g ) santrifüjlenmiştir. 

Süpernatant uzaklaştırılmış ve üzerine 1ml %70 alkol eklenmiştir. Pellet kaldırıldıktan 

sonra.da 2 dakika maksimum hızda santrifüjlenmiştir. Süpernatant uzaklaştırılmış ve 

alkolün uçması beklenmiştir. Alkolün uçmasının ardından 50 µl H20’da DNA çözülmüş 

ve.agoroz jelde yürütülüp plazmidin kalite kontrolü yapılmıştır. 

3.2.4 Alkalen lizis midi prep ile plazmid izolasyonu 

50 µg/ml zeosin eklenmiş 10 ml LB’ye transformasyonu yapılmış ve seçici antibiyotik 

ile seçilmiş bakteriler inoküle edilmiştir. Bir gece 37°C çalkalayıcı etüvde inkübasyona 

bırakılmış sonrasında 2.000 g’de +4°C’de 10 dakika santrifüj edilip besiyeri 

uzaklaştırılmıştır. Pellet 200 µl soğuk alkelen liziz 1 çözeltisinde vortekslenerek 

süspanse edilmiş ardından taze hazırlanmış alkalen liziz 2 çözeltisinden 400 µl eklenip 

5 defa ters yüz edilerek karıştırılmıştır. Sonrasında 300 µl alkalen liziz 3 çözeltisi 

eklenmiş ve 5 kez ters yüz edilmiştir. Buz üzerinde 3-5 dakika inkübasyona bırakılıp 

ardından maksimum hızda 4°C’ de 5 dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası 600 µl 

süpernatan temiz bir tüpe aktarılıp eşit hacimde fenol kloroform eklenmiş ve 

vortekslenmiştir. Maksimum hızda +4°C’de 2 dakika santrifüj edilmiş ve üst faz temiz 

bir tüpe dikkatlice alınıp. 600 µl izoproponol eklenmiş ve vortekslenmiştir. -20°C’ye 
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kaldırılıp gece boyu bekletilmiştir. Maksimum hızda 5 dakika santrifüj edilmiş ve pellet 

düşürmeden izoproponol uzaklaştırılıp üzerine 1 ml etanol eklenip maksimum hızda 2 

dakika santrifüj edilmiştir. Son olarak etanol uzaklaştırılıp 100 µl DNAaz içermeyen 

RNaz’lı suda pellet çözülmüştür. (20 µg/ml RNaz) Nanodrop’da plazmid DNA 

miktarları ölçülmüş ve plazmid DNA’sının kalite tayini için agoroz jelde yürütülmüştür. 

3.2.5 Agoroz jel elektroforezi 

Plazmid DNA’sı % 0.8 lik agoroz jelde değerlendirilmiştir. %0.8 lik jel için 0.8 g agar 

tartılmış ve 100 ml 1X TAE (40mM Tris, 20mM asetik asit ve 1mM EDTA) tamponu 

içerisinde mikrodalga fırında agoroz tamamen eriyene kadar kaynatılmıştır Önceden 

uygun taraklar konularak hazırlanmış olan jel tabağına agoroz jel çok az soğutulup 

dökülmüştür. Hava kabarcığı oluşamamasına özen gösterilmiştir. 30 dakika agorozun 

polimerleşmesi beklenmiştir. Jelin polimerleşmesinin ardından jel tabağı ile birlikte 

elektroforez tankına yerleştirilmiştir. Elektroforez tankı 1X TAE tamponu ile jelin 

üzerini tamamen kaplayacak şekilde doldurulmuş ve plazmid DNA sından 4’µl alınıp 1 

’µl yükleme boyası (bromfenol mavisi ve gliserol içeren) ile karıştırılılarak jele 

yüklenmiş ve 80V’da 2 saat yürütülmüştür. 5mg/ml etidyum bromür içerisinde 15 

dakika boyanmıştır. Görüntüleme ultraviyole ışık altında yapılmış ve fotoğraflanmıştır. 

3.2.6 Hücre kültürü 

3.2.6.1 Besiyeri hazırlanması 

RPMI 1640 besiyeri içerisine ilk olarak % 10 fetal sığır serumu eklenmiş daha sonra 

200 mM L-glutaminden son konsantrasyon 2mM olacak şekilde ilave edilmiştir. Son 

olarak 100x konsantrasyondaki penisilin streptomisin (1 mililitrede penisilin 10, 000 

ünite, streptomisin 10 mg’ dır.) besiyerine eklenip besiyeri iyice karıstırılmıştır. 

Hücreler üzerine ilave edilecek besiyerinin sıcaklığı 37 °C olmalıdır. 
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3.2.6.2 Hücrelerin çözülmesi ve kültürü 

Çalışmada HUVEC hücre hattı kullanılmıştır. 15 ml lik streil santrifüj tüpüne 10 ml 

RPMI 1640 besiyeri ilave edilmiştir. Hücreler kriyotüpler içinde saklandıkları sıvı 

azottan (-196°C) çıkartılarak 37°C’deki su banyosunda hızlıca çözdürülmüş ve olası 

kontaminasyonu önlemek için tüpler %70’lik alkolle silinerek laminar flowa alınmıştır. 

Hücreler krioyotüpten alınıp 10 ml besiyerinin içerisine bırakılmış ve. 21°C’de 800 

rpm‘de 3 dakika santrifüjlenmiştir. Santrifüj sonrası üstte kalan besiyeri pompaya bağlı 

cam pastör pipeti yardımıyla çekilip atılmıştır. Pelletin üzerine 6 ml RPMI besiyeri 

eklenmiştir. Serolojik pipet ile hücreler 45 derecelik açıyla tüpün çeperine vurulup 

homojenize edilmiştir . T25 cm hücre kültürü üretme kabına (flask) alınıp. 37°C’ deki 

%5 karbondioksit içeren inkübatöre bırakılmıştır. Ertesi gün besiyeri değiştirilmiş ve 

bundan sonraki değişmeler hücreler hergün kontrol edilerek 2-3 günde bir yapılmıştır. 

3.2.6.3 Tripsinle hücre kaldırma ve pasajlama 

Sayıları oldukça artan, sıkı bağlantılar kurarak birbirlerine iyice yaklaşan ve konfluent 

olan (çoğaldıkları yüzeyi tam olarak dolduran) hücreler daha rahat çoğalacakları flaska 

bölünebilir, eğer gerekiyorsa bir kısmı bu numaralı pasajda dondurularak saklanabilir ya 

da deneye alınabilir. Hücrelerin kültür kabı yüzeyini kaplayıp kaplamadıkları ve 

çoğalmaları/bölünmeleri hücre kültürü mikroskobu kullanılarak kontrol edilir. 

Pasajlanarak çoğalmaya devam edecek hücrelerin, tripsin ile yapıştıkları yüzeyden 

kaldırılmaları gerekmektedir. Bunun için flasklar laminar flowa alınmış. üzerlerindeki 

besiyeri çektirilmiş ve yerine divalent katyonları (Ca++Mg++) içermeyen fosfat tampon 

solüsyonu (PBS) (pH=7.0) eklenerek  hücrelerin yüzeyi yıkanmıştır. Bunun nedeni 

serumun tripsin gibi bazı enzimlerin etkisini inhibe etmesidir. Daha sonra PBS 

uzaklaştırılmış ve yerine 3 ml % 0.25 tripsin / EDTA (Lonza) solüsyonu eklenmiştir. 37 

°C’deki inkübatörde yaklaşık 3-8 dakika arası bekletilmiş ve bu süre içerisinde ara ara 

inkübatörden çıkartılıp mikroskop altında takip edilmiştir. Hücreler hücre kültürü kabı 

yüzeyinden ayrıldığı zaman 15 ml lik santrifüj tüpüne alıp üzerine hemen 10 ml besiyeri 

eklenmiş ve hücreleri içeren besiyeri 800 rpm de 3 dakika santrifüj edilmiştir. 



40 
 

Süpernatan uzaklaştırılmış ve pelletin üzerine 6 ml RPMI 1640 besiyeri eklenmiştir. 

Serolojik pipetle santrifüj tüpün çeperine 45° açı ile vurularak hücreler homojenize 

edilmiştir. Thoma lamında hücre sayımı yapılmıştır. Deney için 6 kuyucuklu hücre 

kültürü kaplarına (6 well plate) her bir kuyucuğa uygun sayıda hücre gelecek şekilde 

miktar hesaplanmış ve içerisinde hücrelerin homojenize edildiği besiyerinden 

hesaplanan miktarda konulmuştur. Her bir kuyucuğun son hacmi 3ml’ye 

tamamlanmıştır. 

3.2.6.4 Thoma lamı ile hücre sayımı 

Homojenize edilmiş hücreler gerekiyorsa 10 kat dilüe edilmiştir. 10 µl si thoma lamı 

üzeindeki işaretli bölgeye bırakılıp üzeri lamel ile dikkatlice kapatılmış ve mikroskop 

altında büyük karenin tamamındaki hücrelerin sayım yapılmıştır. Bulunan sayı önce 

dilüsyon faktörüyle sonrada lamın hacimden yola çıkılarak hesaplanmış sabit sayı olan 

10.000 ile çarpılmıştır. Çıkan sonuç bize 1ml de kaç hücre olduğunu göstermiştir. 

3.2.6.5 HUVEC hücrelerine transfeksiyon 

HUVEC hücrelerinin 6 kuyucuklu hücre kültürü platelerinde % 70-80 konfluent iken 

transfeksiyonları yapılmıştır. Transfeksiyon ajanı olarak lipofektamin 2000 

kullanılmıştır. RPMI 1640 besiyerine serum ilavesi olmadan sadece  5ml 200 mM L-

glutamin ve 5 ml 100x penicilin streptomisin ilave edilmiş ve. transfeksiyon esnasında 

bu besiyeri kullanılmıştır. pZeoSV-kontrol, pZeoSV-EPCR, shRNA pLKO.1-puro, 

pLKO.1-puro plazmid DNA miktarları ayrı ayrı nanodropta ölçülmüş ve kuyucuk 

başına 2500 ng DNA gelecek şekilde hesap yapılmış ve. bir miktar besiyerinde plazmid 

DNA’sı dilüe edilmiştir. Üzerine her bir kuyucuk için 5 µl lipofektamin 2000 

transfeksiyon ajanı ilave edilmiştir Tüpün içerisinde 5 dakika inkübasyonun ardından 

hücrelerin üzerine bu karışım ilave edilip ve 1 gün beklenmiştir. Ertesi gün hücreler 

seçici antibiyotikli besiyerine alınmıştır. pZeoSV için son konsantrasyon 200 µg/ml 

olacak şekilde besiyerine antibiyotik ilavesi yapılmıştır. Seçici besiyerinde sadece 

vektörü almış hücreler hayatını sürdürmüşlerdir. pLKO.1.puro plazmidi için ise seçici 

besiyerine son konsantrasyon 10 µg/ml olacak şekilde puromisin ilavesi yapılmıştır. 
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Tam bir ay boyunca hücreler antibiyotikli besiyerinde bırakılmış ve bir ay sonunda 

hücrelerle deney yapılmıştır. 

3.2.7 Hücrelere LPS ve homosistein uygulaması 

6 kuyucuklu hücre kültürü platelerindeki %70-80 konfluent normal HUVEC hücreleri 

pZeoSV-EPCR, pZeoSV-kontrol, shRNA pLKO.1.pro ve kontrol plazmidleriyle 

transfeksiyonu yapılmış HUVEC hücreleri LPS ve homosistein uygulanmadan 12 saat 

önce serumsuz RPMI 1640 besiyerine alınmıştır. Bir gruptaki bütün HUVEC 

hücrelerine 1 saat 1µg/ml LPS uygulanmıştır. LPS uygulamasının ardından hücreler ılık 

PBS ile yıkanmış ve ardından bu hücrelere 1mM, 5 mM homosistein 6 ve 12 saat 

uygulamıştır. Diğer bir grup hücreye ise LPS muamelesi yapılmadan 1mM ve 5 mM 

homosistein 6 ve 12 saat uygulanmıştır. Kontrol grubu olarak her hücreye ayrı ayrı  

sadece 1µg LPS uygulaması ve sadece homosistein uygulaması yapılmış ve her 

hücreden birer kuyucuğa hiç bir uygulama yapılmadan boş besiyeri konmuştur. Deney 

sonunda bütün hücrelerin besiyerlei toplanmıştır. Bunlardan TCA ile protein çöktürmesi 

yapılmıştır. Hücrelerin üzeri ılık PBS ile yıkanıp -80 °C’ye kaldırılmıştır. 

3.2.8 Hücre lizatı hazırlanması 

Deney bitiminde bütün hücrelerin üzerindeki besiyerleri toplanmış ve hücreler ılık PBS 

ile yıkanmıştır. Ardından PBS çekilip hücreler platelerin içerisinde -80°C’de 

dondurulmuştur. -80°C’den buz üzerine çıkarılan hücrelerin üzerine 500 µl soğutulmuş 

ve proteaz inhibitörü ilave edilmiş RĐPA (50 mM tris, %1 triton 100, %2 sodyum 

deoxycholate, %0,2 SDS, 1mM EDTA) tamponu eklenmiştir. Hücre kaldırıcı (scraper) 

ile hücreler kaldırılmış ve pipet ile al ver yapılarak hücrelerin iyiyce parçalanması 

sağlanmıştır. Ardından buz üzerinde ultrasonikatörde 20 saniye tutularak bütün 

hücrelerin tamamen parçalanması sağlamıştır. Maksimum hızda 13.000 g’de +4°C’ de 

15 dakikalık santrifüjün ardından süpernatan temiz bir tüpe alınmış ve sonrasında 

protein tayini yapılmıştır. 
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3.2.9 Protein tayini 

Protein tayini için BCA (bikinkoninik asit) protein tayin kiti kullanılmıştır. BSA’dan. 

2mg/ml, 1mg/ml, 750 µg/ml, 500 µg/ml, 250 µg/ml, 125 µg/ml lık standart protein 

çözeltileri HPLC H2O içerisinde hazırlanmış ve Đkişer tekrar yapılarak standart protein 

çözeltilerinden 25 er µl kuyucuklara dağıtılmıştır. Ayrıca blank için iki wele sadece 

HPLC H2O ve sadece RĐPA buffer konulmuştur. Hücre lizlarından bir miktar alınmış 

1/5 oranında HPLC H2O ile dilüe edildikten sonra 25' er ul 96 lık plate kuyucuklarına 

ikişer tekrar yapılarak dağıtılmıştır. BCA kiti içerisindeki A ve B ajanları 1/50 oranında 

karıştırılıp her bir kuyucuğa 200 µl ilave edilmiş ardından 37°C’de 30 dakika karanlıkta 

inkübasyona bırakılmıştır sonrasında ise 562 nm‘de spektrofotometride okuma 

yapılmıştır. Çıkan değerler excelle aktarılmış ve standartların değerlerinden standart 

eğri grafiği excelle çizdirilmiştir. Regrasyon tahmin denklemi excell tarafından 

hesaplanmıştır. Ayrıca r2 değeri de hesaplanmıştır. r2 değeri nekadar 1’e yakınsa 

sonuçlar okadar güvenilir demektir. Denklem üzerinde y değeri yerine hücre 

lizatlarımızın absorbans değerleri yerleştirip x değerleri hesaplanmıştır. X değeri herbir 

örneğin protein konsantrasyonunu gösteririr ancak bu değer dilüsyon sonrası değerdir. 

Bu yüzden çıkan sonuçlar dilüsyon faktörü ile çarpılmalıdır. Bu şekilde elimizdeki 

hücre lizatlarının protein konsantrasyon değerleri hesaplanmıştır. 

3.2.10 LPS ve homosistein uygulanmış hücrelerin uygulama sonrası toplanan     
           besiyerlerinden TCA (tri kloro asetik asit ) çöktürmesi ile protein eldesi 

HUVEC hücrelerine yapılan homosistein uygulamasından sonra dışarı salgıladıkları 

proteinleri besiyerinden elde etmek amacıyla yapılmıştır. Besiyerindeki proteinler TCA 

kullanılarak ve santrifüj edilerek çöktürülmüştür. Oluşan pelletlerin aseton ile 

yıkanması yapılmıştır. Uygulanan işlemler şöyledir; 3 ml hücre süpernatantı üzerine 300 

µl % 100 lük TCA eklenip. (örnek miktarının %10’u kadar %100 lük TCA ilave edilir.) 

hemen vortekslenmiştir. Ardından 15 dakika buz üzerinde bekletilip. 10 dakika 

maksimum hızda santrifüj edilmiştir. Pellet alınıp süpernatant atılmıştır. Alınan pellet 

üzerine yıkama amacıyla 500 µl %100 soğuk aseton konulup 10-15 dakika 

vortekslenmiş ve 5 dakika 14.000 rpm’de santrifüj edilmiştir. Pellet alınmış, süpernatant 
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atılmıştır. Pellet üzerine 100 µl Ripa tamponu eklenip pellet içinde çözdürülmüş ve 

protein tayini yapılmışır. 

3.2.11 Western blot 

3.2.11.1 SDS(sodyum dodesil sülfat) poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) için  

             Jelin Dökülmesi 

Kullanılacak jelin yüzdesine, sayısına ve miktarına bağlı olarak hesaplamalar 

yapılmıştır. Yürütme jeli olarak % 12’lik SDS PAGE hazırlanmıştır. 10 ml için 3.264 

ml  H2O, %30’ luk akrilamid (29.2 g akrilamid, 0.8 g bisakrilamid) stok çözeltisinden 4 

ml , 1.5 M tris tamponundan (pH 8.8 ) 2.532 ml, %10 SDS stok çözeltisinden 100µl 

konulmuştur. Polimerizasyon reaksiyonunda başlatıcı olarak amonyum persülfat (APS) 

kullanılmıştır. Amonyum per sülfatın (APS) %10 olacak şekilde 30 mg tartılıp 300 µl 

H2O’da çözülmüştür. 100 µl taze hazırlanmış APS ve 10 µl TEMED (N,N,N’,N’-

tetrametilenetilendiamin) ilave edilmiştir. Yürütme jeli karıştırılıp uygun şekilde 

yerleştirilmiş camlar arasına her jel için 5 ml hızlıca polimerleşme gerçekleşmeden 

dökülmüştür. Üzeri % 20 izopropanol ile kapatılmıştır. Jel polimerize olduktan sonra 

izoproponol dökülmüş ve distile su ile yıkanmıştır. Kurutma kağıdı ile su iyice 

kurutulmuştur. Üst jel yani istifleme (stacking) jeli %5’lik hazırlanmıştır. Total 4 ml 

hacim için 2.760 ml H2O, 657 µl %30 stok akrilamid, 500 µl 0.5 M tris tamponu (PH: 

6.8) , 39 µl %10 SDS çözeltisi, 39 µl taze hazırlanmış APS, 4 µl TEMED eklenmiştir 

Karıştırılıp yürütme jelinin üzerine dökülür ve üzerine çalışmamız için uygun tarak 

yerleştirilip polimerleşmesi beklenmiştir. 

3.2.11.2 Örneklerin hazırlanması 

Hücre lizatları ve TCA çöktürmesi ile elde edilen protein örnekleri ayrı ayrı jelde 

yürütülmüştür. Hücre lizatları jele yüklenir iken her kuyucuğa eşit miktarda protein 

yüklemek oldukça önemlidir. Bu yüzden hücre lizatlarının protein tayin sonuçlarına 

bakılıp en az konsantrasyonda protein içeren hücre lizatı baz alınarak her kuyucuğa eşit 
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miktarda protein gelecek şekilde hesaplama yapılıp ardından uygun miktarda hücre 

lizatları örnek tamponu (Laemmli tamponu) içerisinde 95°C’de 5 dakika kaynatılmıştır. 

Örnek tamponu 4% SDS, 20% gliserol, 10% 2-merkaptoetanol, 0.004% brom fenol 

mavisi ve 0.125 M Tris HCl içerir. pH 6.8 civarındadır.  

3.2.11.3 Jele örneklerin yüklenmesi ve yürütülmesi 

Jel tankının içerisi yürütme tamponu (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS) ile 

doldurulup Jel tankın içerisine yerleştirilmiştir. Hazırlanan jelin tarağı dikkatlice 

çıkarılıp örnekler tarakların oluşturduğu kuyucuklara yüklenmiştir. Yürütme tamponunu 

jelin her tarafına temas etmesi akımın geçmesi açısından oldukça önemlidir. Elektrotlar 

dikkatlice güç kaynağına bağlanmış ve yürütme her jel için 15 mili amperde yaklaşık 2 

saat olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. 

3.2.11.4 Proteinlerin PVDF membrana transferi 

Jelin yürütmesi tamamlanmasının ardından jel dikkatlice çıkarılmış ve jele uygun 

büyüklükte PVDF membran kesilmiştir. PVDF membran 3-5 dakika metanolde 

bekletilerek kuru olan  membranın rehidrasyonunu sağlanmıştır. jel ve membran soğuk 

transfer tamponu (48 mM Tris, 39 mM glycine, 0.04% SDS, 20% methanol) içerisine 

alınmış ve yaklaşık 10 dakika yavaşça çalkalanmıştır. Transfer esnasında kullanılacak 

kurutma kağıdı ve süngerler transfer tamponunda ıslatılmıştır. Transfer için bio rad ıslak 

transfer düzeneği kullanılmıştır. Proteinler eksi yükle yüklendikleri için jelden 

membrana geçişin eksiden artıya doğru olacağı gözönünde bulundurulup jel ve 

membran ona göre yerleştirilmiştir. Kurutma kağıtları ve sünger hem alt hem üst kısma 

yerleştirilip kurutma kağıtları, jel ve membran yerleştirildikten sonra hava kabarcığı 

kalmamasına özen gösterilmiştir. Transferde tankın içine buz kalıbı konulmuştur. 

Tankın içerisine kurutma kağıdı, jel ve membranı koyduğumuz aparatlar yerleştirilip 

güç kaynağına elektrotlar dikkatlice bağlanıp 100V’da 2 saat transfer 

gerçekleştirilmiştir. Membrana transfer olmuş protein bantlarını görmek için membran 

ponceau S boyasıyla 5 dakika kadar boyanmış ve membrane distile H2O ile yıkanmıştır. 
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3.2.11.5 Membranın bloklaması 

Membranla antikorlar arasındaki nonspesifik bağlanmaları en aza indirmek için 

uygulanır. %5 yağsız süt tozu PBS tween içerinde hazırlanmıştır. Kullanılan bazı 

antikorlar süt tozu kullanıldığında iyi çalışmadığı için bazı durumlarda bloklama için 

%5 BSA kullanılmıştır. Bloklama bir saat oda sıcaklığında çalkalyıcı üzerinde 

gerçekleştirilmiştir. 

3.2.11.6  Birincil antikor uygulaması 

Kullanılan primer antikorlar; EPCR poliklonal ascites, aktin, XBP1 (Santa Cruz sc7160) 

, GRP78 (cell signaling 3183)’ dir. Membran 1/3.000 dilüsyonunda hazırlanmış EPCR 

antikoru ile 3 saat oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Diğer antikorlar 1/1.000 

dilüsyonlarda hazırlanmıştır ve gece boyu +4°C’de inkübe edilmiştir. Primer antikor 

uygulmasının ardından membran 3 kez 10’ar dakika PBS tween ile yıkanmıştır.  

3.2.11.7 Đkincil antikor uygulaması  

Burda önemli olan, birincil antikor ve ikincil antikorun aynı hayvana karşı olmasıdır. 

Yani birincil antikor hangi hayvandan alındıysa ikincil antikorda da yine o hayvana ait 

olmalıdır. EPCR’ye karşı farede ürettiğimiz poliklonal antikor için sekonder antikor 

olarak HRP işaretli anti mouse IgG 1/5.000 oranında dilüe edilerek kullanılmıştır. Aktin 

antikoru için de yine HRP işaretli anti mouse IgG  (cell signaling 7076) 1/5.000 

oranında dilüe edilerek kullanılmıştır. XBP1 ve GRP78 için anti rabbit IgG (cell 

signaling 7074) 1/2.500 oranında dilüye edilerek kullanılmıştır. Dilüsyonlar bloklama 

çözeltisi yani %5 BSA PBS tween içinde yapılmıştır. Sekonder antikor içerisinde 

membran yaklaşık 1 saat oda sıcaklığında çalkalıyıcı üzerinde bekletilip ardından PBS 

tween ile 3 kez 10’ar dakika yıkanma yapılmıştır.  

 



46 
 

3.2.11.8  Membranın görüntülenmesi 

SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate kiti içerisindeki luminol ve 

peroksit içeren çözeltiler bire bir oranında karıştırılmıştır. 250µl kadar membranın 

üzerine konup üzeri streç film ile örtülüp karanlıkta 5 dakika bekletilmiştir. Bazı 

durumlarda direk hiç bekletilmeden görüntü alınmıştır. Görüntü Kodak 4000MM ımage 

Station cihazından alınmıştır. 

3.2.11.9 Western blot sonuçlarının değerlendirilmesi 

Western sonucu görüntülenen aktin, EPCR ve ER stress belirteci proteinlerin bant 

kalınlıkları imaj J programı aracılığıyla değerlendirilmiş ve sayısal değerlere 

dönüştürülmüştür. Bütün protein bantları aktin ile normalize edilmiştir. 

3.2.12 SDS Poliakrilamid jel 

%12 lik SDS page hazırlanmıştır. Well başına 1 µg rekombinant EPCR yüklenecek 

şekilde laemmli içinde örnekler 950C’de 5 dakika kaynatılıp ardından jele yüklenmiş ve 

100 V’da 2 saat yürütülmüştür. Jeller coomasie brilliant blue r 250 ile boyanmadan önce 

%20 izoproponol %10 asetik asit içeren fikasatif içinde 45 dakika fiksasyona 

bırakılmıştır. Ardında coomasi brilliant blue r 250 boyası (3 g/L coomassie brilliant blue 

r-250, %45 methanol, %10 glasiyel asetik asit, %45 dH2O) ile gece boyu boyanıp. ertesi 

gün fazla boyadan kurtulmak için destain çözeltisine (50ml glasiyel asetik asit, 100 ml 

methanol, 370 ml H2O) alınıp arka plandaki boya gidene kadar bekletilmiş ve ardından 

jel görüntülenmiştir. 
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4.ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1 Poliklonal antikor üretimi 

4.1.1 Đmmünizasyonda kullanılan Rekombinat endotelyal protein C reseptörünün  

        denatüre poliakrilamid jel görüntüsü 

 

Ticari olarak alınan EPCR rekombinant proteinin (Assera Chrom) saflığını kontrol 

etmek için %12’lik denature poliakrilamid jelde EPCR rekombinant proteini 

yürütülmüştür. Proteinin saf olduğu SDS page’deki tek bant ile gösterilmiştir. Ayrıca 

HUVEC lizatı da kontrol için jelde yürütülmüştür. EPCR rekombinat proteininin antijen 

olarak kullanılmasının uygun olduğuna karar verilmiştir. 

 

Şekil 4.1 Rekombinant EPCR ve HUVEC lizatı SDS PAGE görüntüsü 

 

 

1.Prestain marker 
2.Rekombinant EPCR 
3.Đnsan göbek kordonu ven 
endotel hücre (HUVEC) lizatı 
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4.1.2 Üretilen EPCR poliklonal antikorunun ELISA sonuçları 

Üç farenin immünizasyona başlanmasından yaklaşık 30 gün sonra farelerin periton 

boşluğunda sıvı birikimi oluşmaya başlanıldığı gözlemlenmiştir. Bu karın içi sıvı serum 

kadar EPCR’ye karşı antikor bakımından oldukça zengindir. Farenin karnında şişlik 

oluşmaya başladıkça karın  içinden bu sıvı toplanmıştır. Aynı zaman diliminde fareden 

kan da alınmıştır. Toplanan asciteslerin ELISA’sı yapılmış ve aynı zaman diliminde 

alınmış serum ile kıyaslanmıştır.  

Çizelge 4.1’de laboratuvarımızda yapılan EPCR poliklonal antikor serumlarının ELISA 

sonucunu yer almaktadır. Deney sonucunda negatif kontrol grubunun ortalama optik 

dansite değeri ±2SS (standart sapma) şeklinde hesaplanmış ve standart sapma değeri 

0,113 olarak hesaplanmıştır. Bu değerin altındakiler negatif, üstündekiler pozitif olarak 

değerlendirilmiştir. ELISA sonucunda 1/200.000 dilüsyodaki pozitiflik ile EPCR 

poliklonal antikor serumunun 1/200.000 dilüsyona kadar çalıştığı gösterilmiştir. Ayrıca 

çizelge 4.2’de serumlarla aynı günlerde toplanan EPCR poliklonal asitlerin ELĐSA 

sonucunu görülmüştür. EPCR poliklonal asitleri 1/160.000’e kadar pozitif reaksiyon 

vermiştir. EPCR poliklonal antikor serum ve asitlerini kıyasladığımızda poliklonal 

asitin yani farenin periton boşluğunda biriken sıvının antikor bakımından nerdeyse 

serum kadar zengin olduğunu görmekteyiz. Negatif kontrol olarak ilgisiz bir antikor 

olan beta aktin kullanılmışır. (çizelge 4.2) Pozitif kontrol olarak ticari EPCR antikoru 

kullanılmış fakat bu antikorun aktivitesi düşük olduğu için yeterli pozitiflik 

gözlenememiştir. En iyi çalışan poliklonal asit çizelge 3’deki 3.immünizasyondan 15 

gün sonrasında alınan asittir ve sonraki deneylerde kullanılmak üzere seçilmiştir. 

 

 

 

 

 



49 
 

Çizelge 4.1 EPCR poliklonal serumların ELISA sonucu 

 

Çizelge 4.2 EPCR poliklonal asitlerin  ve ticari EPCR antikorunun ELISA sonuçları 
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Çizelge 4.3 EPCR poliklonal asitlerin ELISA sonuçları 

 

4.1.3 Antikor saflaştırması 

Şekil 4.2’de labratuvarımızda elde ettiğimiz EPCR poliklonal asciteslerinin protein G 

kolonuyla saflaştırılmasının ardından saf EPCR antikorlarının denatüre poliakrilamid 

jelde yürütüldüğü jel görüntüsü yer almaktadır. Antikor saflaştırmasının başarıyla 

gerçekleştirildiği gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.2 EPCR poliklonal asitlerin saflaştırma sonucu SDS PAGE görüntüleri 

1.Sığır gamma globülini 
2.Ticari EPCR antikoru  
3.Saflaştırılmış EPCR 
poliklonal antikoru 
4.Saflaştırılmış EPCR 
poliklonal antikoru 
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4.1.4 Üretilen poliklonal antikorun western blot ile test edilmesi 

Laboratuvarımızda üretilen ve ardından saflaştırılan EPCR poliklonal asitlerinin 

western blottaki başarısını test etmek amacıyla yapılan deneyde; rekombinant EPCR ve 

HUVEC hücre lizatları SDS PAGE’de yürütülmüştür. PVDF membrane aktarıldıktan 

sonra primer antikor olarak EPCR poliklonal asitleri kullanılmıştır. Yapılan 

optimizasyon çalışmalarıyla antikorun western blot deneylerinde 1/6.000 dilüsyonda 

başarıyla çalıştığı tespit edilmiştir. 

                          

Şekil 4.3 EPCR poliklonal asitinin western blot ile test edilmesi 

4.2 Đnsan Göbek Kordonu Ven Endotel Hücrelerine (HUVEC) Homosistein  
      Uygulaması ve Hücredeki EPCR Düzeylerinin Western Blot Đle Đncelenmesi 

Đnsan göbek kordonu ven hücreleri hücre kültürü ortamında 6 saat ve 12 saatlik 1mM ve 

5mM dozlarda homosistein ile muamele edilmiştir. Sonrasında liziz edilen hücrelerin 

western blot ile EPCR düzeyleri incelenmiştir. Deney sonucunda gerek 1mM, gerekse 

5mM homosisteinle 6 saat muamele sonucunda EPCR düzeylerinde artış 

gözlemlenmiştir. 12 saatlik homosistein uygulamasında bu artış 6 saate göre biraz daha 

fazladır. Ayrıca 6 saatlik uygulama sonucunda doza bağlı EPCR seviyesi çok 

değişmezken. 12 saatlik uygulamada doza bağlı olarak EPCR seviyesinin arttığını 

söylemek mümkündür. 

EPCR 

Aktin 

1.Rekombinant EPCR proteini 
2.HUVEC lizatı 
3.HUVEC lizatı 
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Şekil 4.4 Homosistein uygulaması (6 saat) sonucu EPCR protein ekspresyon      
              düzeyindeki değişim 
 

 

 

Şekil 4.5 Homosistein uygulaması (12 saat) sonucu EPCR protein ekspresyon  
              düzeyindeki değişim 
 
 
 4.3 Homosistein Uygulamasından Sonra hücre Dışına Salınan EPCR'nin (sEPCR)  
       Miktarının Western Blot Đle Gösterilmesi 

Đnsan göbek kordonu ven endotel hücreleri (HUVEC) deneyden 12 saat önce serum 

açlığına alınmıştır. 1 mM ve 5 mM dozlarda 6. ve 12. saatlerde homosistein 

muamelesinin ardından hücrelerin besiyerleri toplanarak protein çöktürmesi yapılmıştır. 

EPCR 

Aktin 

1. HUVEC PBS 
2. HUVEC 1mM hcy 6saat 
3. HUVEC 5mM hcy 6 saat 

EPCR/aktin 

EPCR/aktin 

EPCR 

Aktin 

1. HUVEC PBS 
2. HUVEC 1mM hcy 12 saat 
3. HUVEC 5mM hcy 12 saat 
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Elde edilen proteinler SDS-PAGE’de yürütülüp ardından membrana aktarılmış ve kendi 

laboratuvarımızda yaptığımız EPCR poliklonal antikorlarıyla EPCR düzeyleri 

incelenmiştir. Deney sonucunda hücrelerin dışarıya oldukça fazla miktarda EPCR 

saldığı tespit edilmiştir. Ancak 1mM 6 saatlik homosistein uygulamasında bu değer 

oldukça düşüktür. Hücre bu durumda hücre dışarısına EPCR salınımını düşürüp 

membrana bağlı EPCR miktarını yükseltip homosisteinin yarattığı stres ile bu şekilde 

mücadele ediyor olabilir. Ya da bu doz ve zamanda membranda bağlı bulunan 

metalloproteazlar üzerinde de etki ediyor olabilir. 

 

Şekil 4.6  Homosistein uygulaması sonucunda hücrelerin saldığı çözünür EPCR miktarı 

4.4 EPCR Đfadesi Artırılmış Ve EPCR Đfadesi Baskılanmış HUVEC'lerde 

Transfeksiyon Deneyleri 

Đnsan göbek kordonu ven endotel hücrelerine (HUVEC) EPCR kodlayan (pZeoSV-

EPCR) ve kodlamayan (pZeoSV-Kontrol) vektörler ile ayrıca shRNA pLKO.1-puro 

vektörü ve kontrol vektörü ile stabil transfeksiyon yapılmıştır. pZeoSV plazmidinin 

seçici antibiyotiği zeosin, shRNA pLKO.1-puro plazmidinin seçici antibiyotiği 

puromisin besiyerine eklendiğinde plazmidi alan hücreler canlı kalırken diğerleri 

1. HUVEC PBS hücre dışına 
salınan EPCR 
2. HUVEC 1mM hcy 6 saat 
hücre dışına salınan EPCR 
3. HUVEC 1mM hcy 12 saat 
hücre dışına salınan EPCR 
4. HUVEC 5mM hcy 6 saat 
hücre dışına salınan EPCR 
5. HUVEC 5mM hcy 12 saat 
hücre dışına salınan EPCR 

                   EPCR 
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ölmüştür. Antibiyotikle seçilim 4 hafta sürdürülmüş ve bu sürenin sonunda hayatta 

kalan hücreler stabil transfeksiyon kabul edilmiş ve daha sonraki deneyler bu hücrelerde 

yapılmıştır. Şekil 4.7. a, b, c’de transfeksiyon sonrasında çekilmiş fotoğraflar yer 

almaktadır. 

     

Şekil 4.7. a. Transfeksiyon hemen sonrası HUVEC hücresi, b. Seçilim sonrası 2. Gün  
                c.Seçilim sonrası 15.gün 

4.5 EPCR Đfadesini Engelleyen shRNA pLKO.1-puro Plazmidi ve Kontrol  
      Plazmidi ile Transfekte HUVEC’lere Homosistein Muamelesi Sonucu EPCR , 
      Seviyelerindeki Değişimin Western Blot ile Đncelenmesi 

EPCR’nin ifadesini engellemek amacıyla shRNA pLKO.1-EPCR vektörü ve bu 

vektörün kontrolü olan pLKO.1-Kontrol vektörü ile transfeksiyon yapılmıştır. 

Transfeksiyon sonrasında puromisin antibiyotiği ile 4 hafta süresince seçim yapılmıştır. 

Hayatta kalan hücrelerle deneyler gerçekleştirilmiştir. 12 saatlik serum açlığına alınan 

hücrelere 1 mM ve 5 mM'lık dozlarda, 6 ve 12 saatlik sürelerde homosistein 

uygulandıktan sonra liziz edilen hücrelerde western blot ile EPCR düzeylerine 

bakıldığında (şekil 4.8) shRNA pLKO.1-EPCR ile transfekte olan hücrelerin EPCR 

düzeylerinde anlamlı bir azalma gözlemlenenememiştir. EPCR’yi etkili bir şekilde 

susturma gerçekleştirilememiştir. 

 

        a         b         c 
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Şekil 4.8 EPCR’nin susuturulduğu hücre modelindeki hcy uygulaması ile değişen  
                     EPCR protein  seviyeleri 

4.6 EPCR’yi Fazla Eksprese Eden Hücre Modelinde ve Kontrolündeki  
      Homosistein Muamelesi Sonucu EPCR Seviyelerindeki Değişim 

EPCR kodlayan (pZeoSV-EPCR) ve kodlamayan (pZeoSV-kontrol) vektörler ile stabil 

transfeksiyonu yapılmış HUVEC’lere hücre kültürü ortamında farklı doz ve saatlerde 

homosistein muamelesi sonucunda hücreler liziz edilmiş ve western blot ile EPCR 

protein düzeyleri incelenmiştir. Bunun sonucunda EPCR kodlayan vektörle transfekte 

hücrelerin EPCR protein miktarının EPCR kodlamayan vektörle transfekte hücrelerden 

daha fazla olduğu şekil 4.9’ de gösterilmiştir. Bu deneyle fazla miktarda EPCR eksprese 

eden hücre modelinin başarılı bir şekilde gerçekleştiği ortaya çıkmıştır. Oluşturulmaya 

çalışılan model ile homosisteine karşı artmış EPCR'nin nasıl etki etkilendiğinin 

incelenmesi mümkün olabilecektir. 

EPCR 

   aktin 

1. HUVEC iEPCR PBS 
2. HUVEC iEPCR kontrol PBS 
3. HUVEC  iEPCR 1 mM hcy 6h 
4. HUVEC ĐEPCR kontrol  1mM hcy 6 saat  
5. HUVEC iEPCR 5mM hcy 6saat  
6. HUVEC iEPCR kontrol 5mM Hcy 6 saat 

 

 
EPCR/ aktin 
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Şekil 4.9 EPCR kodlayan ve kodlamayan plasmid ile transfekte HUVEC’lere hcy  
               uygulanması sonucu EPCR protein seviyelerindeki değişim 
 

4.7 EPCR’yi Fazla Eksprese Eden Hücre Modellerinde ve Bunların kontrolleri  
      Hücre Gruplarında LPS ve Homosistein Muamelesi Sonucu EPCR 
      Seviyelerindeki Değişim 

Lipopolisakkaritlerin (LPS) EPCR ekspresyonunu azaltıcı etkisi bilinmektedir 

(PMID:19278590). Bu amaçla shRNA deneylerinde çok başarılı olmadığımızı 

düşündüğümüz için EPCR seviyelerini azaltan bir ajanla çalışma yoluna gidilmiştir. 

EPCR/aktin  PzeoSV kontrol hcy (-)

PzeoSV-EPCR+ hcy(-)

PzeoSV-kontrol 1mM  hcy 6

saat

PzeoSV-EPCR+  1mM  hcy 6

saat

PzeoSVkontrol 1mM  hcy 12

saat

1 .HUVEC pZeoSV kontrol PBS  
2.HUVEC PzeosV EPCR + PBS 
3. HUVEC pZeoSV kontrol 1mM  hcy 12 saat 
4.HUVEC PzeosV EPCR + 1mM  hcy 12 saat 
5. HUVEC pZeoSV kontrol 5mM  hcy 12 saat 
6.HUVEC PzeosV EPCR+  5mM hcy 12 saat 
 

    1      2         3     4       5       6 

EPCR 

Aktin 

1 .HUVEC pZeoSV kontrol PBS  
2.HUVEC PzeosV EPCR + PBS 
3. HUVEC pZeoSV kontrol 1mM  hcy 6 saat 
4.HUVEC PzeosV EPCR + 1mM  hcy 6 saat 
5. HUVEC pZeoSV kontrol 5mM  hcy 6 saat 
6.HUVEC PzeosV EPCR+  5mM hcy  6 saat 
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Fazla EPCR kodlayan (pZeoSV-EPCR) ve kodlamayan (pZeoSV-Kontrol) plazmidleri 

ile transfekte HUVEC’ler hücre kültüründe 1 saat 1 µg LPS muamelesi yapılmıştır. Bu 

sürenin sonunda hücreler sıcak PBS ile 2 kez yıkanmıştır. Ardından 1 mM ve 5 mM'lık 

dozlarda, 6 ve 12 saatlik sürelerde homosistein uygulandıktan EPCR düzeyleri 

incelenmiştir.  

Gerek EPCR kodlayan (pZeoSV-EPCR) ve kodlamayan (pZeoSV-Kontrol) vektörlerle 

transfekte hücrelerde 5 mM 12 saatlik homosistein muamelesi sonucunda EPCR 

seviyesinde bir azalma gözlemlenmiştir. Homosistein doz miktarı farklılıklarından 

etkilenmekle beraber LPS’in EPCR ekspresyonuna negatif yönde olan etkisi 

görülmüştür  (Şekil 4.9).  
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Şekil 4.10  EPCR kodlayan ve kodlamayan pZeoSV-EPCR ve pZeoSV-kontrol ile   
                  transfekte HUVEC’lerdeki LPS ve homosistein muamelesi sonucu  EPCR  
                  protein düzeylerindeki değişim 
 

 

 

EPCR 

Aktin 

1.pZeoSV-kotrol + 10µg/ml LPS  Hcy(-) 
2.pZeoSV EPCR +10µg/ml LPS  Hcy (-) 
3. pZeoSV kotrol + 10µg/ml LPS 1mM Hcy 6saat 
4.pZeoSV EPCR+ 10µg/ml LPS 1mM Hcy 6saat 
5.pZeoSV kotrol+ 10µg/ml LPS 1mM Hcy 12saat  
6. pZeoSV EPCR+10µg/ml LPS 1mM Hcy 12saat  
7. pZeoSV kontrol+10µg/ml LPS 5mM Hcy 6saat  
8.pZeoSV EPCR+10µg/ml LPS 5mM Hcy 6saat 
9. pZeoSV kontrol+ 10µg/ml LPS 5mM Hcy 12 saat 
10. pZeoSV EPCR+ 10µg/ml LPS 5mM Hcy 12 saat 
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4.8 EPCR Kodlayan ve Kodlamayan Plasmid ile Transfekte HUVEC’lere LPS ve   
      Homosistein Muamelesi Sonucu Endoplazmik Retikulum Stresi               
      Belirteçlerindeki Değişimin Western Blot ile Đncelenmesi 

EPCR kodlayan (pZeoSV-EPCR) ve kodlamayan (pZeoSV-Kontrol) vektörlerle 

transfekte hücrelere hücre kültüründe LPS ve homosistein muamelesi ardından western 

blot ile hücerelerin ER stress düzeyleri incelenmiştir. ER stress düzeylerini incelemek 

için GRP78 ve XBP1s olmak üzere iki ER stres belirteci seçilmiş ve gerekli antikorlarla 

bunların western blotları yapılmıştır. 

EPCR'nin yüksek miktarda üretilmesi hücre içinde GRP78’in de yükselmesine neden 

olmaktadır. Ancak düşük doz (1mM) ve (6 saat) zaman homosistein muamelesinin 

ardından GRP78 seviyesinde azalma meydana gelmiştir. Daha yüksek doz ve zaman 

uygulamalarında pZeoSV-EPCR ifade eden hücrelerde GRP78’in pZeoSV-kontrol 

içeren hücrelerden daha fazla arttığı gözlenmiştir. Aşırı miktarda ifade edilen EPCR'nin 

hücreye ekstra yük getirerek UPR’yi artırdığı söylenebilir, ancak homosisteinin GRP78 

seviyelerine direk etkisi olduğu görülmektedir. LPS ile muamele sonrasında EPCR 

dozları düşmesine rağmen homosisteinin etkisine bağlı olarak daha yüksek GRP78 

düzeyi görülmüştür (Şekil 4.10). 
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Şekil 4.11 EPCR kodlamayan boş pZeoSV ile transfekte HUVEC’lerdeki LPS ve 
                 homosistein muamelesi sonucu GRP78 protein seviyelerindeki değişim 

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

pZeoSV kontrol LPS(-)  Hcy(-)

PzeosV EPCR + 10µg/ml LPS  Hcy(-)

pZeoSV kontrol 10µg/ml LPS 1mM Hcy 6…

pZeoSV kontrol 10µg/ml LPS 1mM Hcy 12…

PzeosV EPCR + 10µg/ml LPS 1mM Hcy 6…

PzeosV EPCR+ 10µg/ml LPS 1mM Hcy 12…

pZeoSV kontrol 10µg/ml LPS 5mM Hcy 6…

pZeoSV kontrol 10µg/ml LPS 5mM Hcy 12…

PzeosV EPCR+ 10µg/ml LPS 5mM Hcy 6…

PzeosV EPCR+10µg/ml LPS 5mM Hcy 12…

GRP78/Aktin LPS'li

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

pZeoSV-Cont Hcy(-)

pZeoSV-Cont 1mM Hcy 6 saat

pZeoSV-Cont. 1mM Hcy 12 saat

pZeoSV-Cont. 5mM Hcy 6 saat

pZeoSV-Cont. 5mM Hcy 12 saat

"GRP78/Aktin LPS'siz"

1.pZeoSV control LPS (-) Hcy(-) 
2. pZeoSV kontrol LPS(-)  Hcy(-) 
3 pZeoSV kontrol 10µg/ml LPS 1mM Hcy 6 saat 
4. pZeoSV kontrol 10µg/ml LPS 1mM Hcy 12 saat 
5. pZeoSV kontrol LPS(-) 1mM Hcy 6 saat 
6. pZeoSV kontrol LPS(-) 1mM Hcy 12 saat  
7. pZeoSV kontrol 10µg/ml LPS 5mM Hcy 6 saat 
8. pZeoSV kontrol 10µg/ml LPS 5mM Hcy 12 saat 
9. pZeoSV kontrol LPS(-) 5mM Hcy 6 saat  
10. pZeoSV kontrol LPS(-) 5mM Hcy 12 saat saat 
 

1.pZeoSV EPCR 
+ 10µg/ml LPS  
Hcy(-) 
2. pZeoSV 
EPCR+  LPS(-)  
Hcy(-)  
3. pZeoSV EPCR 
+ 10µg/ml LPS 
1mM Hcy 6 saat 
4. pZeoSV 
EPCR+ 10µg/ml 
LPS 1mM Hcy 12 
saat 
5 pZeoSV EPCR+ 
LPS(-) 1mM Hcy 
6 saat 
6. pZeoSV 
EPCR+ LPS(-) 
1mM Hcy 12 saat  
7. pZeoSV 
EPCR+ 10µg/ml 
LPS 5mM Hcy 6 
saat 
8. pZeoSV 
EPCR+10µg/ml 
LPS 5mM Hcy 12 
saat 
9. pZeoSV 
EPCR+ LPS(-) 
5mM Hcy 6 saat 
10. PzeosV 
EPCR+ LPS(-) 
5mM Hcy 12 saat  
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EPCR kodlamayan pZeoSV-Kontrol vektörü ile transfekte hücrelerde homosistein'in 

tetiklemesiyle birlikte doza ve zamana bağlı olarak XBP1s’in protein seviyesinde artış 

görülmektedir. Bu hücre içinde ER stresin tetiklendiğinin göstergesidir (Şekil 4.11). 

EPCR kodlayan pZeoSV-EPCR plazmidi ile transfekte hücrelerde ise XBP1s'in belirgin 

ölçüde azaldığı görülmektedir. LPS muamelesi ile EPCR'de de aynı patern korunmuştur 

(Şekil 4.11). XBP1s seviyesindeki bu sonuç, bu hücrelerde ER stresin azaldığının 

göstergesidir. 
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Şekil 4.12 EPCR kodlamayan boş pZeoSV-EPCR ve control vektörü ile transfekte  
                HUVEC’ lerdeki LPS ve homosistein muamelesi sonucu XBP 1s protein  
                seviyelerindeki değişim 
 

0 1 2 3 4

pZeoSV kontrol +LPS  Hcy(-)

PzeosV EPCR + 10µg/ml LPS  Hcy(-)

pZeoSV kontrol 10µg/ml LPS 1mM…

PzeosV EPCR + 10µg/ml LPS 1mM Hcy…

pZeoSV kontrol 10µg/ml LPS 1mM…

PzeosV EPCR+ 10µg/ml LPS 1mM Hcy…

pZeoSV kontrol 10µg/ml LPS 5mM…

PzeosV EPCR+ 10µg/ml LPS 5mM Hcy…

pZeoSV kontrol 10µg/ml LPS 5mM…

PzeosV EPCR+10µg/ml LPS 5mM Hcy…

XBP1/Aktin LPS'li

0 5 10 15 20

pZeoSV kontrol  Hcy(-)

PzeosV EPCR Hcy(-)

pZeoSV kontrol 1mM Hcy 6 saat

PzeosV EPCR+ 1mM Hcy 6 saat

pZeoSV kontrol  1mM Hcy 12 saat

PzeosV EPCR+1mM Hcy 12 saat

pZeoSV kontrol  5mM Hcy 6 saat

PzeosV EPCR+ 5mM Hcy 6 saat

pZeoSV kontrol 5mM Hcy 12 saat

PzeosV EPCR+ 5mM Hcy 12 saat

"XBP1/ Aktin LPS'siz"

 
XBP-1s 

aktin 

1. PzeosV EPCR - 10µg/ml LPS  Hcy(-) 
2. PzeosV EPCR - LPS(-)  Hcy(-) 
3 PzeosV EPCR - 10µg/ml LPS 1mM Hcy 6 saat 
4. PzeosV EPCR - 10µg/ml LPS 1mM Hcy 12 
saat 
5. PzeosV EPCR - LPS(-) 1mM Hcy 6 saat 
6. PzeosV EPCR - LPS(-) 1mM Hcy 12 saat  
7.PzeosV EPCR - 10µg/ml LPS 5mM Hcy 6 saat 
8. PzeosV EPCR - 10µg/ml LPS 5mM Hcy 12 
saat 
9. PzeosV EPCR - LPS(-) 5mM Hcy 6 saat  
10. PzeosV EPCR - LPS(-) 5mM Hcy 12 saat  

XBP-1s 
 
aktin 

1.PzeosV EPCR + 10µg/ml LPS  
Hcy(-) 
2. PzeosV EPCR+  LPS(-)  Hcy(-) 
3.PzeosV EPCR + 10µg/ml LPS 
1mM Hcy 6 saat 
4. PzeosV EPCR+ 10µg/ml LPS 
1mM Hcy 12 saat 
5. PzeosV EPCR+ LPS(-) 1mM 
Hcy 6 saat 
6. PzeosV EPCR+ LPS(-) 1mM 
Hcy 12 saat  
7.PzeosV EPCR+ 10µg/ml LPS 
5mM Hcy 6 saat 
8. PzeosV EPCR+10µg/ml LPS 
5mM Hcy 12 saat 
9. PzeosV EPCR+ LPS(-) 5mM 
Hcy 6 saat 
10. PzeosV EPCR+ LPS(-) 5mM 
Hcy 12 saat  
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5.TARTIŞMA 

Değişik canlıların immün sistemlerinin kullanılması ile oluşturulan antikorlar 

biyoteknolojik bir araç olarak uzun zamandır kullanılmaktadır. Laboratuvarda 

rekombinant olarak oluşturulacak veya bir canlıdan saflaştırılacak proteinler başka 

canlılar için antijen özelliği göstermektedir ve konak canlının immün sistemini 

tetiklemektedir. Birçok antijen çoklu epitoplar içerdiğinden, antijene maruz kalındığında 

herbiri farklı antikor üreten çok sayıda farklı B lenfosit klonları oluşur. Ortaya çıkan 

antikor karışımı antijen üzerindeki farklı epitopları tanır. Bu karışım poliklonal antikor 

olarak ifade edilir. Poliklonal antikorlar kan dolaşımında bulunurlar (Lodish vd. 2008). 

Poliklonal antikor üretimi için endotelyal protein C reseptörü rekombinant proteini ile 

immünize edilen Balb/c farelerin serumlarında EPCR’nin farklı epitoplarına karşı çeşitli 

antikorlar bulunur. Antikor titresi 1/200.000’e geldiğinde uygun poliklonal antikor elde 

edilmiş demektir ve deney sonlandırılarak terminal kan alınır. Elde edilen serum antikor 

yönünden oldukça zengindir. Bu yöntem poliklonal antikor üretiminde sıklıkla 

kullanılan bir yöntemdir. Ancak poliklonal antikor üretimi için fareyi kullanıldığında 

kan volümü total ağırlığının yaklaşık %10’u kadar olacağından ve kan alındığında bir 

defada bu miktarın ancak %10 kadar kan alınabilir. Bu da yaklaşık 200 µl kadardır. Bu 

miktar oldukça az olduğu için çok az miktarda antikor elde etmek mümkündür. Bu 

sebepten dolayı poliklonal antikor üretiminde alternatif başka bir yöntem de hayvanın 

karın içi sıvısından antikor elde etmektir. Ascites adı verilen bu sıvının antikor 

bakımından zengin olduğu bilinmektedir (Harlow 1998). Karın içinin irritasyonu 

sağlamak ve sıvı birikmesini sağlamak amacıyla sık aralıklarla EPCR rekombinant 

proteininin adjuvan ile birlikte fareye intraperitonel enjeksiyonu yapılmıştır. Bu şekilde 

karın boşluğunda antikor bakımından zengin bir sıvı toplanır bu sıvıya ascites denir. Bu 

şekilde bir poliklonal antikor üretimi yapılıp 3 hayvandan 30 ml kadar ascites sıvısı elde 

edilmiştir. Western blot deneylerinde kullanılan bu antikor içeren sıvı 1/6000 oranında 

optimal bir şekilde çalışmıştır. Bu yöntem ile az sayıda hayvan kullanılarak çok 

miktarda ve kaliteli poliklonal antikor üretilmiştir.  

Dayal vd. (2006) tarafından yapılan bir çalışmada hiperhomosisteineminin Protein C 

yolağını bozduğu fakat EPCR ile trombomodulin transkriptlerinde artış olduğu ortaya 
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konulmuştur. Yaptığımız deneyler sonucunda literatürle uyumlu olarak EPCR protein 

düzeyinde artış gözlemlenmiştir.  

Aline ve arkadaşları 2012 yaptıkları çalışmada akut hiperhomosisteineminin 

pıhtılaşmayı hızlandırdığı, fibrinojen seviyesinde artışa yol açtığı görülmüştür. Dayal 

vd. (2012)’de yaptıkları bir başka çalışmada ise CBS mutant hiprehomosisteinemi 

modelinde artan hcy’in endotelde hasara sebep olurken tromboz fenotipinin oluşmadığı 

gözlemlenmiştir. Bu çalışmayla hiperhomosisteineminin tek başına trombotik riski 

arttırmadığı ancak hücre içinde değişik bazı yolakları uyarmış olabileceği belirtilmiştir 

(Dayal vd. 2012). Bizim bulgularımızda da homosistein uygulamasına yanıt olarak 

hücre dışına salınan serbest EPCR düzeylerinde artış olduğu tespit edilmiştir. Burada 

tromboz oluşmamasının sebebi hücrenin hiperhomosisteineminin yarattığı stresten 

kurtulmaya çalışırken protrombotik yolakları baskılaması olabilir.  

Homosistein tarafından indüklenen ER stresi son zamanlarda oldukça ilgi çekmiştir. 

Disülfit bağlarında meydana gelen olası bozulmalar ve endoplazmik retikuluma gelen 

proteinlerin hatalı işlenmesine aracılık ederek, ER strese sebep olduğu düşünülmektedir 

(Cheng vd. 2004). Artan ER stresin inflamatuvar yanıtı indüklediği bilinmektedir 

(Zhang vd. 2008). Yapılmış bir çalışmada EPCR’nin normalden fazla üretildiği fare 

modelinde dış görünüş olarak normal ve herhangi bir kendiliğinden hemostaz problemi 

görülmeyip. E.coli infeksiyonlarına ve endotoksin muamelesine daha dirençli hale 

gelerek sepsis durumunda çok önemli bir hale gelmiştir (Esmon vd. 2003). Son 

günlerde yapılmış in vivo bir çalışmada farelerdeki LPS’ye bağlı endotoksemi süresince 

damar bütünlüğünü sürdürmek ve dokulardaki ödemin engellenebilmesi için EPCR nin 

gerekli olduğu sonucuna varılmıştır (Drygalski 2013). EPCR‘nin ise inflamasyon üzerine 

koruyucu bir etkisini nasıl gösterdiği tam olarak anlaşılamamıştır. Çalışmamızda, EPCR'nin 

ER stres durumunu azaltarak olası olarak organizmada koruyucu bir role sahip olup 

olmadığı incelenmiştir. Bu soruya yanıt aramak için iki farklı model oluşturulmaya 

çalışılmıştır, EPCR miktarının hücre içinde artırılması ve RNA interferansı kullanılarak 

EPCR sentezinin baskılanmasıdır. Organizmanın her iki durumda da ER stresi ile olan 

ilişkisi anlaşılmaya çalışılmıştır. RNA interferansı denemeleri sonucunda başarılı bir sonuç 
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alınamamıştır. EPCR miktarını artırmaya yönelik deney modelimizin başarılı olarak 

çalıştığını söylemek mümkündür.  

Yapmış olduğumuz deneyler sonucunda elde ettiğimiz verilerde HUVEC’lerde hem 

LPS hem de homosistein muamelesi sonucunda EPCR seviyesinde ve bir ER stres 

belirteci olan GRP78’de doza bağlı bir artış gözlemlenmiştir. EPCR miktarının 

artırıldığı modelde bu stres mekanizmasının ana yönetim basamaklarından olan XBP1 

transkripsiyon faktörünün ise azaldığını söylemek mümkündür. ER stres durumunda 

GRP78’in ekspresyonunda artış gözlemlenir. Watson 2003’te yaptığı bir çalışmada 

GRP78 ekspresyonunu arttırmanın protrombotik potansiyelin baskılanması için önemli 

olduğunu göstermiştir (Watson 2003). Hiperhomosisteinemi durumunda artan ER 

stresin GRP78 ekspresyonunu arttırdığı ve bunun sonucunda prokoagülan aktivitenin 

baskılanıp antikoagülan aktiviteyi arttırdığı böylelikle de EPCR ekspresyonunun artmış 

olabileceğini söyleyebiliriz. Ayrıca hücre dışına salınan serbest EPCR miktarının da 

artıyor olması, hücrenin EPCR'yi kolay bir şekilde işleyerek hücre dışına yolladığı 

dolayısıyla endoplazmik retikuluma fazla yük bindirmemesini sağlayabilir.  

EPCR hücre membranında bir G protein kenetli reseptör olan PAR1 ile yakın etkileşime 

sahiptir ve PAR1 yolağı aktive olduğunda ERK/MAPK yolağını uyarmaktadır. Bu 

yolak ER stres ile de yakından ilişkilidir. EPCR/PAR1 etkileşimi MAPK sinyal iletim 

yolağı üzerinden ER stresi azaltıcı ve hücreyi ölümden koruyucu etkide bulunuyor 

olabilir. 

Sonuç olarak EPCR ekspresyonunun homosisteinden etkilendiği ve artan EPCR 

seviyesinin hücredeki stresi azaltarak hücreyi homosisteinin zararlı etkilerinden 

koruduğu gözlemlenmiştir. EPCR ile vasküler hastalıklara doğrudan etkisi olabilecek 

hiperhomosisteinemi arasında ilişki kurularak EPCR’nin hücre için koruyucu bir etkisi 

endoplazmik retikulum stresi üzerinden ortaya çıkarılmış olabileceği sonucuna varmak 

mümkündür. 
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