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Hiperhomosisteinemi; fel¢, periferal damar hastaliklari, iskemik kalp hastaliklar1 gibi kardiyovaskiiler
hastaliklar icin bagimsiz bir risk faktoriidiir. Birgok c¢alismada hiperhomosisteinemin endoplazmik
retikulum stresini indiiklendigi gosterilmistir. Endotelyal protein C reseptorii gerek pihtilagma
mekanizmasindaki rolii gerekse inflamatuar durumlardan organizmay1 koruyan 6zelligi geregi cok dnemli
bir faktordiir. Bu ¢alismada endotelyal protein C reseptoriiniin hiperhomosisteinemi durumundaki artan
ER stresin yarattig1 olasi zararh etkilerden hiicreyi koruyucu bir role sahip olup olmadigini aragtirmak
amaclanmistir. Insan gobek kordonu endotel hiicrelerinin (HUVEC) EPCR kodlayan vektor ile
transfeksiyonu sonucu EPCR ifadesinin arttirlldigi bir hiicre modeli olusturulmustur. Ayrica
HUVEC’lerde RNA interferans yontemi kullanilarak EPCR’nin ifadesinin engellendigi baska bir hiicre
modeli olusturulmugstur. Bu hiicre modellerine farkli zaman araliklarinda ve farkli dozlarda LPS ve
homosistein muamele edilip EPCR’nin ve endoplazmik retikulum stres belirteglerinin protein
seviyelerindeki degisim incelenmistir. Ayrica western blot deneylerinde kullanilan EPCR poliklonal
antikoru tarafimizca laboratuvarimizda {iretilip saflastirilmistir. Elde ettigimiz verilere gore normal
HUVEC’lerde homosistein muamelesi sonucunda EPCR seviyesinde ve ER stres belirteglerinde doza
bagl bir artig gézlemlenmistir. EPCR ifadesinin arttirildig1 hiicre modelinde ise homosistein muamelesi
sonucunda normal hiicrelere kiyasla ER stres belirteclerinden GRP78 oldukg¢a yiiksek iken XBP1
seviyesinde artis olmadigi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak EPCR ekspresyonunun homosisteinden
etkilendigi ve artan EPCR seviyesinin hiicredeki stresi azaltarak hiicreyi homosisteinin zararh
etkilerinden korudugu gozlemlenmistir. Bu durum EPCR ile vaskiiler hastaliklar icin bir risk faktorii
oldugu diisiinilen hiperhomosisteinemi  arasinda  iligki kurmaktadir. Boylece EPCR'nin,
hiperhomosisteinemi durumda goézlenen koruyucu etkisinin endoplazmik retikulum stresini azaltarak
ortaya ¢ikmis olabilecegi sonucuna varmak miimkiindiir.

Temmuz 2013,80 sayfa

Anahtar Kelimeler: Hiperhomositeinemi, endoplazmik retikulm stresi, endotelyal protein c reseptorii,
kardiyovaskiiler hastliklar, poliklonal antikor tiretimi.



ABSTRACT

Master’s Degree Thesis

EFFECT OF HYPERHOMOCYSTEINEMIA ON ENDOTHELIAL PROTEIN C RECEPTOR (EPCR)

Giilizar AYDOGDU

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Science

Department of Biology

Supervisor:Prof. Dr. E.Stimer 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 In 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. GIRIS

Homosistein metiyonin aminoasitinden S-adenosilmetiyonin bagimli transmetilasyon
reaksiyonlarinin iiriinii olarak olugmus siilfiir iceren bir aminoasittir (Finkelstein 1990).
Plazmada yiikselen homosistein seviyesi hiperhomosisteinemi (HHcy) olarak ifade
edilir. Beslenme ve genetik nedenlerin etkilesiminin HHcy’nin ana nedeni oldugu
disiiniilmektedir. Homosistein metabolizmasindan sorumlu sistatiyonin beta sentaz
(CBS), 5-10 Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) ve metiyonin sentetaz gibi
enzimlerdeki mutasyon hiperhomosisteinemi ile sonu¢lanmaktadir (Frosst vd. 1995,
Mayer vd. 1996). VitaminB6, folik asit ve vitamin B12 homosistein metabolizmasi i¢in
gerekli kofaktorlerdir ve eksiklikleri hiperhomosisteinemiye sebep olmaktadir (Franken
vd. 1994, Selhub vd. 2001) Hiperhomosisteinemi erken trombotik hastaliklar igin
onemli bir risk faktoriidiir. Homosisteinli hastalarin %40’dan fazlasinda koroner
selebrevaskiiler ve periferal aterosklerozis goriilmiistiir (Selhub vd. 1995, McCully

1996, Lent vd. 2004).

Epidemiyolojik calismalarda serum homosistein seviyeleri ile iskemik kalp hastaliklart
ve inme arasinda pozitif bir iliski oldugu ortaya konmustur (Eikelboom vd. 1999).
Benzer bir ¢cok gbzlemin izlenmesinden sonra homosistein’in ateroskleroz ve trombotik
olaylardaki fizyolojisi ve patofizyolojisi anlagilmaya ¢alisilmistir. Serum homosistein
seviyesinin oksidatif stres (Lang vd. 2000), inflamasyon (Poddar vd. 2001), lipid ve
kolesterol metabolizmas1 (Werstuck vd. 2001), endoplazmik retikulum stresi, apoptosis
(Werstuck vd. 2001) ve damar endotelyal hiicreleri fonksiyon bozuklugu ile (Faraci ve
Lentz 2004) iliskili oldugunu gosteren calismalar bildirilmistir. Hiperhomosisteineminin
indiikledigi bu mekanizmalarin aterosklerozisin patogenezinde Onemli rol oynadigi

diistiniilmektedir (Zhou ve Austin 2009).

Endotel hiicreler endotelyum aracili gevseme faktorii olan nitritoksit (NO) salgilar ve bu
homosistein ile reaksiyona girerek S nitrozo homosisteine (SNOHO) cevirir. Normal
kosullarda SNOHO tarafindan homosisteinin toksik 0zelligi engellenir. Ancak
homosistein mevcut bir miktar NO ile doydugu zaman modifiye olmamis homosistein

kullanilabilir hale gelir boylece NO seviyesindeki azalmayla endotelde hasara sebep



olur. Boylece artan homosistein durumu ile trombozisteki oksidatif stresin iligkili

oldugu goriilmiistiir (Matteo vd. 2010).

Dayal ve arkadaglari yaptiklari bir calisgmada hiperhomosisteinemide antikoagulant
protein C yolagimin bozuldugunu ancak EPCR ve trombomodulinin transkriptlerinin
artigin1 gostermislerdir (Dayal 2006). Mohan ve arkadaslari ¢alismalarinda 6zellikle
ciddi organ iskemisi olan hastalarda homosistein uygulamasindan sonra trombosist
aktivasyonunda bir artis ve hiperkoagiilant aktivite gdzlemlemislerdir (Mohan vd. 2008)
Son zamanlarda yapilmis ¢alismalardan birinde akut hiperhomosisteinemi durumunda
sicanlarin  kanindaki koagiilasyon sistemi parametreleri, fibrinojen ve nitrit
seviyelerindeki degisim incelenmistir. Calismada akut hiperhomosisteineminin
pithtilasmay1 hizlandirdigi, fibrinojen seviyesinde artisa yol actii ve nitrit seviyesini
azalttigr goriilmiistiir (Aline vd. 2012). Bir calismada genetik olarak olusturulmusg
siddetli bir hiperhomosisteinemi modelinde (CBS mutant) artan homosistein seviyesi
endotelyal hasara neden olurken tromboz fenotipi olusturmadig goriilmiistiir. Bu
beklenmeyen sonucla artan homosistein seviyesinin tek basina trombotik riski
arttiramadig1 onun yerine baska faktorlerin bu isi yapabilecegi 6ne siirtilmiistiir (Dayal

vd. 2012).

Hatali katlanmis ya da katlanamamis proteinlerin endoplazmik retikulumda birikmeleri
durumunda Endoplazmik retikulum (ER) stresi olusur. Stres cevabi sirasinda ER
liimenindeki sinyal iletim mekanizmalar ile sitoplazma ve ¢ekirdege gerekli mesajlar
yollanir. ER stres UPR (katlanamamis protein yanit1)’yi tetikler. UPR hiicre i¢i bir
sinyal yolagidir ve memeli hiicrelerde ER'a yerlesmis 3 sensor aracilidir. Bunlar tip 1
ER transmemran protein kinaz (IRE-1), aktive edici transkripsiyon faktér 6 (ATF6) ve
PKR benzeri ER kinazdir (PERK). Bu 3 yolakta GRP78 araciligi ile aktive olur. GRP78
ER stres yoklugunda her sensor ile iliskilidir. ER’da katlanamamis proteinler biriktikge
GRP78 membrandan ayrilir ve boylece IRE1, ATF6 ve PERK i aktive eder (Kaufman
1999, Mori 2000). Bu sinyal iletim mekanizmasi sadece ER’daki fizyolojik yiike bagl
olarak degil hiicreye etki eden toksinlerin (Tunicamycin, Thapsigargin) etkisine tepki
olarak da aktive olabilmektedir. Homosistein de disiilfit baglarda meydana gelen

bozulma ve ER gelen proteinlerin hatali islenmesi araciligiyla ER strese sebep olur.



Homosisteinin indiikledigi ER stress durumunda BiP/GRP78’in protein diizeyinde
regiile oldugu ve UPR sinyal yolagindaki IRE1 ve PERK’in aktive oldugu giiclii
kanitlarla gosterilmistir (Shen vd. 2002, Liu vd. 2002). Memeli hiicresinde yapilan bir
caligmada ER’da yer alan saperon protein GRP78’in ekspresyonundaki artigin
koagiilasyon yolagina spesifik proteinlerin salgilanmasinda ciddi bir azalma meydana
getirdigi  gosterilmistir. Bu c¢alismanin sonucunda ER stresin inhibisyonunun
hiicrelerdeki protrombotik potansiyelin baskilanmas1 i¢in 6nemli oldugu ortaya
cikmigtir (Watson vd. 2003). H,S’in kardiyomiyositlerde hiperhomosisteineminin
indiikledigi ER stres lizerine etkisinin arastirilmasi amaciyla yapilmis bir calismada
H,S’in hey ile indiiklenmis kardiyomiyosit hasarinda ER stresi azalttig1 goriilmiistiir. Bu
caligmayla hcy iligskili hasarin  endojen H,S iiretiminin  azalmasindan
kaynaklanabilecegini sdylemek miimkiindiir. H,S’in burdaki etkisi ROS iiretimini
inhibe ederek oksidatif stresi azaltmasindan kaynaklanmaktadir (Hongling vd. 2010).
Yapilan bir baska calismayla da sistatiyoninin hiicreyi ER stresten koruyucu bir

etkisinin oldugunu ortaya ¢ikarilmistir (Kenneth vd. 2012).

Inflamasyonu kontrol eden en 6nemli faktorlerden birisi de NFkB’nin aktivasyonudur.
Daha 6nceki caligsmalarda aterosklerozun patolojisinde de damar hiicrelerinde NFkB’ nin
arttig1 rapor edilmistir (Pahl ve Baeuerle 1997). HHcy’nin biiyiik arterlerin endotelinde
preinflamatuar bir etkisi oldugu bilinmektedir (Hofmann vd. 2001). Yapilan bir
caligmada homosistein seviyesindeki artisin TNF alfa, IL6 gibi inflamatuar

parametreleri arttirdig goriilmiistiir (Cunha vd. 2010).

Protein C antikoagulant yolagi trombozisin kontroliinde, inflamatuar yanitin
sinirlandirilmasinda, inflamatuar sitokinler ve iskemiye yanittaki hiicre apoptozisinin
azalmasinda Onemli bir sistemdir. Trombin, trombomodulin, endotel hiicresi protein C
reseptorii (EPCR), protein C ve protein S bu yolagin dnemli komponentleridir. Protein
C (PC) K vitamini bagimli bir serin proteaz zimojenidir. Trombin trombomodulin
kompleksi varliginda PC aktive olurken bu kompleksin EPCR’ye baglanmasi bu
aktivasyonu yaklagik 20 kat arttirmaktadir. PC’nin aktivasyonu sonucu olusan aktif
protein C (APC)’nin EPCR’ye baglanmasi ise PAR 1 (proteaz aktive edici reseptor)’ i

aktive ederek antiinflamatuar ve hiicreyi koruyucu etkiler yaratan sinyal



mekanizmalarimi aktif hale getirmektedir. APC EPCR’den ayrildigi zaman hiicre
yiizeyindeki protein S’ye baglanir ve pithtilasma mekanizmasindaki faktorlerden faktor
Va ve VIII'i inaktive eder. Boylece trombin iiretimi inhibe olmus olur. Yapilan bir¢ok
klinik c¢alismada protein C yolagindaki bozukluklarin mikrovaskiiler trombozu

tetikledigi goriilmiistiir (Esmon 2003).
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Sekil 1.1 Protein ¢ yolaginin hiicre koruyucu rolii (Laurent vd. 2007)

Endotelyal protein C reseptorii (EPCR) tip 1 transmembran glikoproteindir, MHC sinifi
/CD ailesi molekiillerle homoloji gosterir. ilk kez endotel hiicresinden izole edilmis ve
klonlanmigtir. Protein C’ye ve aktive protein C’ye yiiksek afinitede baglanma aktivitesi
gosterir (Esmon 2000). EPCR sinyal yolu inflamasyonu azaltabilmektedir. APC’nin
EPCR’ye baglanmasinin E. Coli sepsisinden kurtardigi maymun deneyleri ile
gosterilmistir (Taylor vd. 2000). Ayrica lipopolisakkarit’e bagli endotoksemide kalbi
koruyucu etkisi fareler iizerinde gosterilmistir (Iwaki vd. 2005). Son giinlerde yapilmis
in vivo bir calismada ise farelerdeki LPS’ye baglhh endotoksemi siiresince damar
biitiinliiglint siirdiirmek ve dokulardaki 6demin engellenebilmesi i¢in EPCR’nin gerekli

oldugu sonucuna varilmistir (Drygalski 2013).

EPCR’nin trans membran formunun yani sira ¢oziiniir formu mevcuttur. Coziiniir EPCR
trombin ve inflamatuvar sitokinler tarafindan uyarilan metalloproteaz aktivitesinin
proteolitik pargcalamasi aracilifiyla in vitro olarak iiretilir. Coziiniir EPCR’nin PC ve

APC’ye baglanma afinitesi transmembran EPCR ile esittir. Ancak ¢o6ziiniir EPCR



membrane bagli EPCR’nin aksine APC’nin anticoagulant fonksiyonunu inhibe
etmektedir. Bunu iki sekilde yapar birincisi zimojen PC’ye baglanmak icin membrana
bagli EPCR ile yarisir. Ikincisi APC’nin hiicre yiizeyindeki fosfolipit ile etkilesimini
engeller boylece protein S ile ve substrati factor Va ile kompleks kurmasini engellenir
(Regan vd. 1996, Liaw vd. 2000). Hiicre membranina bagli EPCR‘ye ilave olarak,
¢oziiniir EPCR l16kositler iizerindeki integrin CD11b/CD18 ile baglanabilir. Bu iliskiyle
EPCR'nin 16kosit adezyonuna etki ettigi sdylenebilir (Kurosawa vd. 2000).

EPCR’nin hasar gormiis veya inflamasyona ugramis damarlarin tedavisinde potansiyel
yeni bir tedavi hedefi olmas1 da s6z konusudur, yeni EPCR agonistleri APC/PC hiicre
koruyucu mekanizmalar iizerine etki edebilir. Dr. Esmon’un (2000) EPCR’nin hiicre
membranindan iceri ve hatta cekirdekten iceri translokasyonunun miimkiin oldugu
hipotezide giindeme gelmis ancak radyoaktif sistein aminoasiti isaretli protein ile
yapilan  deneyde  hiicrei¢i  bir trafige rastlanmamistir. EPCR-APC-PARI1
mekanizmasinin normal ve hasar gormiis damar endotel hiicreleri i¢in hayati bir
mekanizma oldugu anlagilmistir. EPCR’nin normalden fazla iiretildigi fare modelinde
ise dig goriiniis olarak normal ve herhangi bir kendiliginden hemostaz problemi
goriilmemistir. E.coli infeksiyonlarina ve endotoksin muamelesine daha direncli hale
gelerek sepsis durumunda ¢ok onemli bir hale gelmistir (Li vd. 2005). EPCR’yi fazla

liretmenin organizma i¢in bir avantaj sagladigim sdylemek miimkiindiir.

Sekil 1.2° ye baktigimizda trombinin PARI1 mekanizmasi proinflamatuar yaniti

tetiklerken, EPCR-APC-PAR1 mekanizmasi antiinflamatuar etki yaratmaktadir.
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Sekil 1.2 EPCR’nin koruyucu etkisi (Feistritzer vd. 2006)

Protein C ile EPCR baglanmasi ile ilgili bir ¢ok calisma var iken faktdr VII(a) ve faktor
X(a)’)mn EPCR’ye baglanmasinin fizyolojik ¢nemi tam olarak anlasilamamistir.
Yapilan bir calismada faktor VII'nin aktive olabilmesi i¢in faktor Xa ile interaksiyonu
gereklidir. Faktor VII EPCR’ye baglandiginda faktdr Xa ile interaksiyona giremez ve
aktive olamaz. Boylece faktor VII' nin aktivasyonu engellenmis olur bu calismayla
EPCR’nin yeni bir antikoagiilan rolii ortya ¢ikmistir (Puy vd. 2010). Bir diger calisma
da ise faktor VIIa’nin endotelyel protein C reseptoriine baglanip PAR1 aracili hiicre
sinyalizasyonunu aktive ederek endotel bariyer koruyucu bir etki baglattig

gosterilmistir (Sen vd. 2011).

Endotelyal protein C reseptorii ile ilgili yapilan caligmalar cok siiratli bir sekilde
siirmektedir. Son yillarda trombotik hastaliklar ve immiinite ile ilgili roli hakkinda
bircok bilgi olusmustur. Endotelyal protein C reseptoriiniin fonksiyonlarinin daha iyi
anlasilabilmesi icin yeni ve daha oOnce calisilmamis ancak vaskiiler hastaliklara
dogrudan etkisi olabilecek homosistein mekanizmasi gibi biyolojik yollarla olan

iliskisini arastirmak hemostaz ve patojenik durumlar daha iyi anlamamizi saglayacaktir.

Hiperhomosisteineminin endotelyal hiicre hasarlarina yol acgarak tromboembolik
hastaliklarin ~ goriilme sikligin1  arttirdigi  bilinmektedir. Endotelyal protein C

reseptoriiniin  gerek antikoagiilasyon mekanizmasindaki rolii gerekse inflamatuar



durumlardan organizmayi koruyan oOzelligi geregi ¢ok Onemli bir faktordiir. Bu
calismada endotelyal protein C reseptoriiniiniin homosisteinin olasi zararh etkilerinden
endotel hiicrelerini koruyucu bir 6zelligi olup olmadigi arastirilmasi planlanmistir.
Hiicreyi bu tiir hasarlardan korumasi1 asamalarinda ortaya c¢iktigi diisiiniilen
endoplazmik retikulum stresinin bu mekanizmaya katilmasi da incelenecektir. Ayrica
EPCR’deki degisimin incelenmesinde kullanilacak olan antikorlarin tarafimizdan kendi
laboratuvarimizda iiretilmesi planlanmistir. Boyle teknige dayali bir bilgi birikiminin
olusturulmasinin  boliimiimiiz ve  iiniversitemiz agisindan Onemli  oldugu

diistiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Hiperhomosisteinemiyle ilgili Temel bilgiler

2.1.1 Homosistein

Diyetle alinan metiyoninin metobolik transmetilesyonu araciligi ile olusmus esansiyel
olmayan ve siilfiir iceren bir aminoasittir (Ueland 1995). Homosisteinin (Hcy) plazmada
4 formu mevcuttur. Yaklasik % 1’1 dolasimda serbest halde bulunur. % 70 -80’i plazma
proteinlerine Ozellikle de albiimine disiilfid bag ile baghdir. Yaklagik %10’u kendi
kendine bagh formda homosistein dimerleri halinde, %10’u ise sistein gibi diger tiyol
gruplariyla birlesmis karigik halde bulunur. Total plazma homosistein terimi

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

2.1.2 Homosistein metabolizmasi

Hcy, metilasyon yolagi ile meydana gelir. Metiyonin memelilerde metil grup vericisidir.
Diyetle alinan metiyonin organizmada metiyonin adenoziltransferans enzimi ile 6nce S-
adenozilmetiyonine (SAM) daha sonra da S- adenozilhomosisteine (SAH)’a cevrilir.
SAM, metiltransferaz i¢in metil grup kaynagi olarak is goriir. SAH adenozil

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

Hey iki ana yolak araciligiyla metabolize edilir. Bunlar remetilasyon ve
transsiilfiirasyon yolaklaridir. Remetilasyon yolaginda homosistein 5 metil tetrafolat (5-
MTHF) varliginda B12 vitamininin (kobalmin) kofaktor olarak kullanildigi reaksiyonda
metiyonin sentetaz tarafindan metiyonine remetile olur. 5 metil tetrafolat (5-MTHF)
metiyonin vericisi olarak is goriir. Bu reaksiyonun substrati olan 5-MTHF
metilentetrahidrafolat ~ rediiktaz ~ enziminin  katalizledigi  bir = reaksiyonla
metilentetrahidrafolattan sentezlenir (Finkelstein 1998). Karaciger ve bobrekte ise
homosisteinin metiyonine remetilasyonu betain-homosisteinmetiltransferaz (BHMT)

enzimi araciliiyla gerceklesir. Metil vericisi olarak betaini kullanmaktadir ( Finkelstein



1998). Sistein gerekli oldugu zaman ve remetilasyon yolagi doydugu zaman
transsiilfiirasyon yolagi ile homosistein sistatiyonine dondiiriiliir. Bunu yapan enzim
sistatiyonin beta sentetazdir (CBS). Vitamin B6 (piridoksin) baslica kofaktordiir. Sistein

siilfata kadar metabolize olabilir ve idrar ile atilir ( Finkelstein 1998).

Bu iki yolagin ¢alismasini sekil 2.1 6zetlemektedir. Metiyonin arttifinda homosistein
transsiilfiirasyon yolagi araciligiyla metabolize edilir. Sonucunda sistatiyonin ve
sonrasinda da sistein olusur (bu siire¢ icin B6 kofaktor olarak gereklidir). Sistein
fazlalig1 durumunda sistein taurine veya siilfata okside olur ya da viicuttan idrarla disar1
atilir. Ancak, metiyonin seviyesi diistiigiinde, hcy metiyonin koruyucu yolag
araciliglyla metabolize edilir. Bir¢ok dokuda, Hcy’nin metiyonine remetilasyonu
gerceklesir. Bu proses icin metiltetrafolat (folik asitten) ve B12 kofaktorleri gereklidir.
Bu iki yolak S-adenozilmetiyonin (SAM) tarafindan koordine edilir. Thtiyac durumunda
reaksiyonun ara iirtinii olan S-adenozilhomosistein (SAH) olusur. SAH hidroliziyle
yeniden homosistein iiretilir. Bu olay, sonrasinda metil grup transferinin yeni bir

dongiisiiniin baglamasi i¢in gereklidir ( Wierzbick 2007).

Yiiksek seviyedeki hcy, metilasyon potansiyelinin azalmasiyla iligkilidir. Ancak folat ve
B12 bu potansiyeli arttirir yani hcy seviyesindeki artisi engeller. Viicuttaki metiyonin
konsantrasyonunun degismesi SAM’ 1n sentez hizim etkiler ayrica hcy metabolizmasini

da etkiler ( Wierzbick 2007).
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Sekil 2.1 Homosistein metabolik yolagi (Zhou ve Austin 2009)



2.1.3 Hiperhomosisteinemi

Kandaki total hcy’nin normal konsantrasyonu 5 ile 16 pmol/L arasindadir.
Hiperhomosisteinemi, plazmaki artan homosistein seviyesi ile karakterize edilen
patolojik bir durumdur. Hey 3 seviyede tanimlanir. Hafif seviyede 16-30 pmol/L , Orta
seviyede 31-100 pmol/L ve siddetli seviyede iken 100 pmol/L nin iizerindedir.

Hiperhomosisteinemi kardiyovaskiiler hastaliklar icin ¢ok dnemli ve bagimsiz bir risk
faktoriidir (Harker 1974). Hiperhomosisteinemiye sahip hastalarda %40’dan daha
fazlasinda serebrovaskiiler, koroner ve periferal aterosklerozis goriilmiistiir (McCully

1996).

2.1.4 Hiperhomosisteineminin nedenleri

Plazmadaki homosistein seviyesindeki yiikselmenin nedenlerini besinsel nedenler ve
genetik nedenler olarak iki ana baglik altinda toplamak miimkiindiir. Ancak bunlarin
yani sira yas cinsiyet gibi fizyolojik faktorler, yasam tarzi (kahve ve sigara tiiketimi),
karaciger ve bobrek fonksiyon bozuklugu gibi ¢esitli sistemik hastaliklar ve kullanilan
bir takim ilaclar (folat antogonistleri, vitamin B12 antogonistleri, metformin gibi) da

hiperhomosistemiye sebep olmaktadirlar (Hankey ve Eikelboom 1999).

Besinsel nedenler arasinda homosistein metabolizmasinda kofaktor olarak gorev yapan
vitamin B12, vitamin B6 ve folik asitin tam ya da kismi eksikligidir. Bunlardan biri ya

da tiimiindeki eksiklik iligkili metabolik yolagin bozulmasina yol acar (Selhub vd.1993).

Genetik acidan bakildiginda en yaygin mutasyonlardan bir tanesi metilentetrahidrofolat
rediiktaz (MTHFR) geninin 677 pozisyonundaki sitozin bazinin timinle yer degistirdigi
bir nokta mutasyonudur. MTHFR geninin MTHFR enziminde hata gozlenir. Plazma
homosistein diizeyinin yiikselmesinin yaygin bir sebebidir. Trombozise yatkinlig
arttinir (Feistritzer vd. 1995). Sistatiyonin beta sentetaz (CBS) enzimindeki mutasyon da

oldukca yaygindir. Otozomal resesif olarak kalitilir. Total homosistein seviyesi 40 kat

10



artar. Heterozigot formu (yaklasik 150 de 1 goriiliir) normal homosistein seviyesine
sahiptir. Ancak heterozigot bireylerin damar hastaliklar riski tasiyip tasimadiklar net
degildir (Kraus 1998). Faktor V’in 1691. pozisyonundaki guaninin adenine cevrildigi
mutasyonun da Tiirk toplumunda olduk¢a yaygin oldugu goriilmiistiir (Akar 1998). Bir
diger mutasyon olan protrombin G20210A ile yapilan caligmalarda bu mutasyonun
Tiirk populasyonundaki sikligini %?2.7 olarak bulmustur (Akar 2008). Periferal arteriyel
trombozlu hastalarda FV ve MTHFR mutasyonlarinin sikliginin ve birlikteliklerinin
artmasinin hastalarda tromboz olusumundan sorumlu risk faktorlerinden biri olabilecegi
ortaya konmustur (Ozmen vd. 2009). Karadeniz bolgesinde yapilan bir calismada
MTHFR C677T mutant genotipin yayginligina bakildiginda kontrol grubunda 49.1%
(CT: 45.8%, TT: 3.3%)’dir ve akut miyokardiyel damar tikanikligina sahip hastalarin
grubunda ise 48.45% (CT: 38.5%, TT: 9.95%)’dir. TT mutasyonu hastalarda
kontrollerden daha sik goriilmektedir. Sonug¢ olarak karadeniz bolgesindeki Tiirk
populasyonu i¢in TT mutasyonu miyokardiyel damar tikanikligi i¢in bir risk faktoriidiir

denilebilir (Ugar vd. 2011).

2.1.5 Homosisteinin trombozisdeki rolii

Homosistein; adezyon molekiillerinin, sitokinlerin, doku faktorlerinin, kan koagiilasyon
faktorii V’in ekspresyonunu arttirarak, fibrinoliziz inhibisyonuyla, nitrik oksit
metabolizmasinin bozulmasiyla ve trombosit aktivasyonunu arttirarak tromboza ve
ateroskleroza sebep olabilir (Undas vd. 2005). In vitro yapilan calismalarda yiiksek
konsantrasyondaki homosistein (300 M) endotelyal hiicre doku faktorlerinin
ekspresyonunu arttirarak pihtilasmayi baglatabilir. Homosistein dolayli yoldan oncii bir
pthtilasma faktorii olan endotelyal hiicre faktorii V’i aktive eder ve protein C ve
trombomodulin gibi pihtilasmay1 engelleyici faktorleri de inaktive eder. Homosistein
trombositlerin, agregasyonu saglayan ve damar daraltici etki gosteren tromboksan a2’ yi
tiretmesini uyarir. Homosisteinin fizyolojik konsantrasyonu lipoproteinin fibrine
baglanmasim1 saglar bdylece plazminojen aktivasyonunu ve fibrinolizisi engeller.

Trombin ile aktive olan fibrinoliziz inhibitoriiniiniin aktivitesini arttirir ( Matteo 2010).
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2.1.6 Aterosklerozisdeki rolii

2.1.6.1 Endotelyal sitotoksitite

In vitro calismalarda yiiksek konsantrasyondaki homosistein endotelyal hiicreler igin
toksiktir (Wal vd. 1980). Sitatiyonin beta sentetaz (CBS) hasarina sahip hiicreler yiiksek
konsantrasyondaki metiyonin uygulamasiyla olusacak hasara daha hassastirlar (De
Groot vd. 1983). Homosistein endotel hiicrelere DNA sentezini inhibe edebilir (Wang
vd. 1997). Ratlarda yapilan deneyde patofizyolojik konsantrasyondaki homosistein

notrofil ve endotel hiicrelerdeki adezyonu arttirir (Dudman vd. 1999).

2.1.6.2 Endotelyal mediyatorler

Homosistein kiiltiiredeki endotel hiicrelerde nitrik oksit tiretimini bozar. Bir cok hayvan
tiriinde yapilan deneylerde (tavsan, rat gibi) homosistein damar yapisi ve fonksiyonu
izerinde etki gostermektedir. Lentz ve arkadaslarinin maymunlar {izerinde yaptiklar
calismada 4 hafta icinde yiiksek metiyoninli ve azaltilmig folath bir diyetle beslenen
hayvanlarda plazma homosistein diizeylerinin 4 pM’dan 10 upuM’a yiikseldigi
goriilmiistiir. Bu deneyle hiperhoosisteineminin endotelyum bagimli vasodilatasyonu

bozdugu in vitro ve in vivo olarak acik¢a gosterilmistir (Lentz vd 1997).

2.1.6.3 Oksidatif etki

Homosistein siiperoksit radikalleri iiretir. Bu radikaller kan damarlarindaki endotele
bagimli gevsemeyi bozar. Ayrica peroksit ve siiperoksit radikallerinin artigiyla
homosisteinin hiicre ici antioksidan enzimleri (glutatyon peroksidaz gibi) inhibe ettigi
goriiliir. Boylece hiicrenin oksidant radikalleri nétralize etme yetenegi azalir (Upchurch

vd. 1997). Hiicre ici glutatyon (hiicre i¢i antioksidan) homosistein tarafindan azaltilir.
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2.1.6.4 Damar gelisimi

Damar diiz kas hiicrelerinde homosistein MAP kinase sinyal iletim yolagim aktive
ederek mitogenezisi uyarir. Homosistein ayrica insan damar diiz kas hiicrelerinde DNA
sentezini uyarir. Homosistein metalloproteaz aktivitesini arttirarak, arter duvarlarindaki

elastik yapinin bozulmasina neden olur (Charpiot vd. 1998).

2.1.6.5 Hipertansiyon

Artan kan basinciyla homosistein aterosklerozisi kotiilestirebilir. Homosistein seviyesi
yiikselmis hastalarda oldukca yiiksek diastolik arteriyel basinc1 goriilmiistiir (Fiorina vd.

1998).

2.1.7 Hiperhomosisteinemi ve endotelyal disfonksiyon

Endotelyal disfonksiyon damar endotelyumunun normal hemostatik 6zelliginin
bozulmas1 anlamina gelir. Endotelyal disfonksiyonda yaygin olarak kan damarlarinin
endotele bagiml vasodilatasynu bozulmaktadir ve bunun oldukg¢a kétii kardiyovaskiiler
hastaliklarla sonuclanmasi tahmin edilir (Schachinger 2004). Bir¢ok calismada hayvan
modelleri ve insan materyalleri kullanarak hiperhomosisteineminin endotelyal
disfonksiyonun indiikledigi goriilmektedir. Hiperhomosisteinemi siiresince goriilen
endotelyuma bagimli vasodilatasyonun bozulma derecesi hiperkolestrolemi ve

hipertansiyon gibi diger risk faktorleriyle aynidir (Austin 2004, Rohilla vd. 2012).

Hiperhomosisteineminin indiikledigi endotelyal disfonksiyonun mekanizmas1 tam
anlamiyla anlagilamamistir. Bir calismaya goére NO bagiml vasadilatasyonun
bozuldugu goriilmiistiir. NO potansiyel bir vasadilatordiir. Nitrik oksit fizyolojik
uyarilara yanit olarak nitrik oksit sentetazin endotelyal izoformu (eNOS) tarafindan
tiretilir. Ve endotelyum bagimli vasodilatasyonun ana aracilarindandir (Cai ve Harrison

2000). Hiperhomosisteinemi siiresince eNOS’un ekspresyonu azalma goriilmez ancak
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nitrik oksitin oksidatif inaktivasyonun artig1 gibi alternatif mekanizmalar araciliiyla

NO’in biyolojik yararlilig1 azalir (Faraci ve Lentz 2004, Zhongjian2009).

Hiperhomosisteinemide siiperoksit, hidrojen peroksit ve peroksinitrit gibi bircok reaktif
oksijen tiirleri (ROS) endotel aracili nitrik oksitin oksidatif inaktivasyonunu
destekleyebilir  (Faraci ve Lentz 2004). Hiperhomositeinemide endotelyal
disfonksiyonun diger bir mekanizmasi asimetrik dimetilarjinin (ADMA) tarafindan
nitrik oksit iiretiminin azalmasidir. ADMA endojen eNOS inhibitoriidiir (Austin vd

2004).

2.1.8 Hiperhomosisteineminin indiikledigi potansiyel hiicre mekanizmalari

Genetik Besinsel
Etkenler Etkenler
DNA daki urasil < Hiperhomosisteinemi Metilasyon hasari

birlesmeleri

Proinflamatuvar Oksidatifstres

sitokinler NO Endoplazmik
biyoyararhiginin - rotikyim stresi
azalmasi
Gen ekspresyonu degisimi Protein foksiyon degisimi  Lipit fonksiyon defisimi  Hicre biyiimesi degisimi DNA fargmentasyonu

Hiicresel Disfonksiyon
J

Apoptozis

Sekil 2.2 Hiperhomosisteineminin indiikledigi hiicre hasarim hiicresel ve molekiiler
mekanizmalar1 (Thawani 2013)
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2.1.8.1 inflamasyon

Aterotrombik hastaliklar kronik inflamasyonun bir sonucu olarak degerlendirilir
(Berliner vd. 1995, Ross 1999). Homosisteinin bircok oncii inflamatuar sitokinin
tiretimini indiiklendigi hiicre kiiltiirii ¢aligmalariyla gosterilmistir. Hiicre kiiltiiriinde
insan damar endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve monositlere homosistein
uygulandiginda  monosit kemoatraktan protein 1 (MCP-1) ekspresyonu
indiiklenmektedir. MCP-1, monositlerin endotelyuma baglanmalarini arttirir ve endotel
alt1 hiicre bosluklar1 olusur. Bu olay aterosklerotik lezyon gelisiminde olduk¢a 6nemli
bir adimdir. Homosistein kiiltiire edilmis endotel hiicrelerinde IL 8 (Poddar vd. 2001),
bir T lenfosit ve notrofil kemoatraktanin ekspresyonunu da arttirir. Homosisteinin MCP-
1 ve IL 8 ekspresyonunu indiiklemesi NF-kB’nin aktivasyonu aracilifiyla oldugunu
gosterir. NF-kB bir transkripsiyon faktoriidiir. NF-kB’nin sitokinlerin, kemokinlerin,
Iokosit adezyon molekiillerinin ve hemopoietik biiyiime faktorlerinin iiretimini uyardigi
bilinmektedir. Biitiin bu {iiretilen molekiiller araciligiyla damar inflamasyonu ve
aterosklerogenezis gelisimine katkida bulunur ( Berliner vd. 1995, Ross 1999, Zhou vd.
2009). Yapilan calismalarda hiperhomosisteinimik apolipoprotein E eksik farelerden
(Hofmann vd. 2001) alinan aterosklerotik lezyonlarda NF-kB aktivasyonu ve
downstream proinflamatuar aracilarin ve sitokinlerin regiilasyonun artig1 gosterilmistir.
Biitiin bunlar gosteriyor ki HHcy damar inflamasyonuna sebep olarak aterogenezisi

tetikliyor (Catana vd. 2011).

2.1.8.2 Oksidatif stres

Homosisteinin tiyol grubu oldukga reaktiftir kolaylikla reaktif oksijen tiirlerine (ROS)
yiikseltgenir. Bu da homosisteinin otooksidasyon ve oksidatif hasar mekanizmalar
araciligiyla hiicre disfonksiyonunu indiikledigini akla getirir. Bu hipotez plazmada
homosisteinden daha fazla bulunan sisteinin otooksidasyona hazir olmasma ragmen
endotelayal hiicre hasarina neden olmamasi ve kardiyovaskiiler hastaliklarda bir risk
faktorii olmamasinin sebebini agiklayamadigi icin basarisiz olur (Jacobsen 2000). Daha
sonraki caligmalar gosterir ki homosistein genis bir antioksidan ve indirgeyici hiicresel

biyokimya i¢inde bulunur. Aslinda homosistein bagimli transiilfiirasyon yolagi hiicre i¢i
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glutatyon havuzu i¢in olduk¢a 6nemli ve bu yolak oksidadif stres sartlarina hassastir.

(Austin 2004, Papatheodorou ve Weiss 2007).

Homosisteinin uyardigi oksidadif stres otooksidasyondan bagimsiz mekanizmalarla
aterogenezisi etkileyebilir. Cesitli ex vivo calismada hiperhomosisteinemi siiperoksitin
hiicre i¢i tiretimini uyararak damarin gevseme yanitinin bozulmasina sebep olmaktadir
(Franken vd. 1994, Lang vd. 2000, Hoffman 2011). Siiperoksitin endotelyal nitrikoksit
ile reaksiyona girerek nitrik oksiti peroksinitrite parcaladigina inanilir. Boylece normal
vasodilatasyon yaniti engellenir (Gryglewski vd. 1986, Heinecke 1987). Hem siiperoksit
hem de peroksinitrit dokunun degisimini destekler ve lipit peroksitlerin iiretilmesi ile
sonuglanir ve peroksinitrit olustugu takdirde proteinler tirozin nitrasyonu ile modifiye
olur ve 3 nitrotirozine doner. Bazi yapilan ¢alismalara gore kiiltiire edilen damar endotel
hiicrelerine homosistein uygulandiginda glutatyon peroksidaz (GPx) ve hem oksijenaz
(HO-1) ekspresyon ve aktivitesi bozulur. Bu da HHcy’nin hiicrenin antioksidan
potansiyelini inhibe ettigini gostermektedir (Upchurch 1997, Outinen vd. 1999, Dayal
vd. 2002, Hoffman 2011). Bu 6zellikle aterotrombozis ile ilgkilidir ki GPx olmayan
farelerde damar disfonksiyonunu HHcy’i arttirmaktadir (Dayal vd. 2002). GPx’in asirt
ekspresyonu homosisteinin indiikledigi endotelyal disfonksiyonu azaltmaktadir (Weiss

2001, Zhou vd. 2009).

Toksinler Er‘17|'m‘atikclmayan
glikozizasyon

inflamasyon

Y
Trombosit

Endotelyal /
= aktivasyonu

disfonksiyon v
Direk hicresel
Lokosit hasar
aktivasyonu Folat

eksikligi

Metiyonin
metabolizmasi Hiperhomosisteinemi
noksanhg

Lipoprotein
oksidasyonu

Sekil 2.3 Hiperhomosisteinemide oksidatif stresin etkileri (Hoffman 2011)



Son giinlerde yapilan bir ¢alismada Rhodiola Rosea bitkisinden elde edilen salidrosid
isimli bir glikozitin oksidatif stresi azaltarak hiperhomosisteineminin indiikledigi
oksidatif stres iizerine bir koruyucu bir etkisinin oldugu ortaya cikarilmistir (Leung

2013).

2.1.8.3 Endoplazmik retikulum ( ER ) stresi

Endoplazmik retikulum protein sentez ve katlanmasinda, kalsiyum depolanmasinda ve
kalsiyum sinyalizasyonunda 6nemli bir organeldir. Steroid, kolestrol ve diger lipitlerin
biyosentezinin yapildig1 bir bolge olarak da gorev yapmaktadir. ER’nin fizyolojik rolii
protein sentezini, katlanmasini, tasinmasini diizenlemek ve hiicresel kalsiyum dengesini

saglamaktir ( Kaufman 1999 ).

ER liimeni essiz bir oksidatif ortamdir. Bu ortam protein katlanmasi ve disiilfiit
baglarinin olusmasi icin olduk¢a 6nemlidir. Hiicresel redox degisimi, glikoz eksikligi,
normal olmayan Ca™ diizenlenmesi ve viral enfeksiyonlar katlanamamis proteinlerin ER
da birikmelerine sebep olabilir ( Xu vd. 2005 ). Endoplazmik retikulumda hatal
katlanmis proteinlerin birikmesi ile birlikte endoplazmik retikulumun dengesi bozulur
ve endoplazmik retikulumda bir stres durumu olusur. Bu olaya ER stres denir. Bozulan
bu dengenin tekrar kurulmasi i¢in ya hatal katlanmis protein ERAD sistemi araciligiyla
sitozoldeki proteozomlara degredasyon igin gonderilir ya da islenmemis protein yaniti
ad1 verilen bir yanit devreye girer. Bu yanitta ER membran proteinleri iizerinden bir
takim yolaklar tetiklenir ve hiicre protein katlanma kapazitesini arttirmak i¢in saperon
miktar1 arttirihir. Ayrica genel protein sentezini secici olarak durdurarak protein
kalabaligindan kurtulmaya calisir. Eger hi¢ birinde stres ortadan kaldirilamaz ise hiicre

appoptozise gider (Alvarado vd. 2010).

ER yiiksek konsantrasyonda glukoz diizenleyici protein 78 (GRP78) ve glukoz
diizenleyici protein 94 (GRP94) gibi cesitli saperon proteinler ihtiva etmektedir. Yiiksek
seviyede kalsiyum ve oksidatif ¢evre ER’nin fonksiyonlarimi etkin bir sekilde
yiirlitmesini ~ saglamaktadir. Proteinler ER liimenine tasindiklarinda optimal

fonksiyonlart icin gerekli posttranskrpisiyonel modifikasyonlara ve katlanmalara maruz
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kalirlar. Tam anlamiyla katlanmis proteinler salgi yolagi araciligiyla gitmesi gerekli
yerlere ulastirihirlar. Ancak katlanamamis ya da hatali katkanmis proteinler ER’den
uzaklastirilir ve sitoplazmadaki proteozomlar tarafindan degrade edilirler ( Kaufman

1999, Shen vd 2002).

Hatali katlanmis ya da katlanamamis proteinlerin ER’de biriktikleri durumda ER stresi
olusur. ER stres UPR (katlanamamis protein yanit1)’yi tetikler. UPR hiicre ici bir sinyal
yolagidir ve memeli hiicrelerde ER'ye yerlesmis 3 sensor aracilidir. Bunlar tip 1 ER
transmemran protein kinaz (IRE-1), aktive edici transkripsiyon faktor 6 (ATF6) ve PKR
benzeri ER kinazdir (PERK). Bu 3 yolakta GRP78 araciligi ile aktive olur. GRP78 ER
stres yoklugunda her sensor ile iliskilidir. ER'de katlanamamis proteinler biriktikce
GRP78 membrandan ayrilir ve bdylece IRE1, ATF6 ve PERK’i aktive eder (Shen vd.
2002, Liu vd. 2002).

Sekil 2.4 ER stres mekanizmas1 (Hotamisligil 2010)

IREI, stres ile aktive olan transmembran bir protein kinazdir ve endoriboniikleaz
aktivitesine sahiptir. ER stresi takiben IRE1 dimerize olur ve otofosforilasyona ugrar
boylece IRE1 endoniikleaz aktivitesiyle XBP1 mRNA’sinin alternatif islenmesini
gerceklestirir. 26 baz ciftlik bir intron uzaklagtirilmasi translasyon cerceve kaymasiyla

(frimeshift) ile sonuclanir. Bu da XBP1’in, upstream ERSE (ER stres yanit elementi)’yi
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iceren genlerin transkripsiyonel aktivatorii olarak rol almasimi saglar (Yoshida vd.

2001).

ATEF6 bir transkripsiyon faktoriidiir. Regiilator bir proteindir. XBP 1 gibi UPR yanit
genlerinin promotorlarindaki ERSE 1 elementine baglanir. Stres olmadigi kosullarda
BiP’e bagl bir sekilde bulunur.ER strese yanit durumunda BIP’in ayrilmasiyla ATF6
golgiye gecer burda proteolizize ugrar ve islenmis hali ATF6 a ve ATF6 B ¢ekirdege
taginip burada CRE (ATF/cAMP yanit elementi) ve ERSE1’e baglanarak hedef genleri
aktive eder (Haze vd. 1999, Dobson 2010).

ER stress PERK (transmembran protein kinaz) araciligiyla protein sentezinin ve
hiicresel bir prosesin hizlica azalmasina sebep olur. PERK’in aktivasyonu okaryotik
initation faktoriin (elF-2 alfa) fosforilasyonuna sebep olabilir bu da mRNA
translasyonunun baglamasin1 bloklayarak ER'daki katlanamamis protein yiikiini
hafiflemesine yardim eder. Son c¢alismalar gosteriyor ki PERK bagimli elF2’nin
fosforilasyonu UPR yanit genlerinin genis Olgekte transkripsiyonel aktivasyonu igin

gereklidir ( Kaufman 2004).

TRAF?2 iligkili tiimor nekroz faktoriin aktivasyonunu saglar. Bu da kaspazlar ve INK’y1
aktive ederek programli hiicre oliimii ile sonuglanir. CHOP’un over ekspresyonu da
hiicre 6liimiinii uyarir (Cheng ve Neil 2004). SREBP araciligiyla lipitlerin tiretimindeki
artis yag birikimi ile sonuclanabilir. Biitiin bunlara ek olarak ER stres, ER’daki
kalsiyum depolarinin bosalmasiyla da iligkilidir. Bu oksidatif stresi tetikleyebilir ve
NFkB aktivasyonuyla inflamatuvar reaksiyonlar1 aktive edebilir. NFkB aktivasyonu

kalsiyum selatlar1 ve antioksidanlar araciligiyla bloke edilebilir (Cheng ve Neil 2004).

Hcy’in indiikledigi ER stres son zamanlarda oldukg¢a ilgi c¢ekmistir. Hcy, protein
katlanmas1 sirasinda disiilfit baglarinin olugmasina engel olur ve bdylece ER strese
sebep olur. Hiicre i¢i Hey seviyesindeki artis GRP78, GRP94, HERP, RTP gibi ER stres
yanit genlerinin ekspresyonunu arttirabilir. HERP endoplazmik retikulum integral
membran proteinidir. Sitozol icinde N terminal ubiqutin benzeri domaini cikinti

olusturur. HERP endoplazmik retikulum ca dengesini korumakta énemli bir proteindir.
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Ayrica ERAD’ta da olduk¢a Onemli bir rol oynayabilir (Chan vd. 2004). Hcy
GADDI153 (Chop)’iin ekspresyonunu indiiklenmesi ER stresin indiikledigi hiicre
6lumiine yol acar. Hcy in indiikledigi ER stress SREBP’ in aktivasyonu araciligiyla lipit

biyosentezinin bozulmasiyla sonuglanabilir (Cheng vd. 2004, Kezhong 2010).

Homosistein uygulamasinin hem PERK’nin hem de IRE1’in aktivasyonunu indiikledigi

gosterilmistir.

Sekil 2.5 Homosisteinin ER stresi indiiklemesi (Hotamisligil 2010)

Homosisteinin indiikledigi hiicre o6liimii diger ER stress ajanlart tarafindan taklit
edilebilir ve IRE1 sinyalizasyonuna baglidir. Homosisteinin onciiliik ettigi JNK protein
kinazin hizl1 ve devamli aktivasyonu tarafindan IRE1 aktive olur (Cai vd. 2000, Zhang
vd. 2001). Bulgularin bir sonucu olarak IRE1’in TRAF2'ye baglandigi ER stress
araciligiyla JNK kinazin aktive oldugudur (Urano vd. 2000). Bu calisma homosisteinin
indiikledigi programl hiicre 6liimii icin daha fazla destek saglar ¢iinkii JNK’nin 1srarct

aktivasyonu hiicre oliimiiyle iligkilidir.

Hiperhomosisteinemideki GRP78’in ekspresyonundaki siirekli artis ER stresin sebep

oldugu bilinen sartlardan hiicreleri korumaktir. Kiiltiire edilen insan hiicrelerinde artan

20



GRP78 ekspresyonunun homosisteinin indiikledigi kolesterol gen ekspresyonunu inhibe
ettigi goriilmistir (Werstuck vd. 2001). Bu bilgilerle ayn1 dogrultuda olarak
homosisteinle indiiklenmis diyetteki hayvanlarda ER stress kolesterol biyosentez

genlerinin ekspresyonunu arttirmakta ve karaciger yaglanmasi goriilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada GRP78’in ekspresyonunu arttirilmasi hiicre yiizeyindeki doku
faktorlerinin prokoagiilant aktiviteyi inhibe etmesi araciligiyla trombin iiretimini azaltir.
Boylece hiicrelerin protrombotik 6zelligini baskilar. Bu calismayla ER stres
inhibisyonunun hiicrelerdeki protrombotik potansiyelin baskilanmasini sagladigi ortaya

cikmistir (Lindsay vd. 2003).

Hiperhomosisteinemiyle ER stresin indiiklendigi kardiyomiyositlerde endojen H,S
tiretimindeki artisla oksidatif stresi azaltarak hiicreyi koruyu etkisi gosterilmistir
(Hongling vd. 2010) Sistatiyoninin de ER stresten hiicreyi koruyucu rolii ortaya
cikarilmistir ( Kenneth vd. 2012).

2.2 Antikoagiilant Protein C Yolagi ve Endotelyal Protein C Reseptorii (EPCR)

2.2.1 Protein C yolag:

Bir¢ok antikoagulant mekanizma tarafindan kan koagiilasyon mekanizmalar1 kontrol
edilir. Bir koagiilayon uyariminin ardindan koagiilasyon kaskadi devreye girer. Cok
yiiksek seviyede trombin liretilene kadar koagiilasyon reaksiyonlari devam eder (Shen
ve Dahlback 1994). Dogal antikoagulant mekanizmalar asir1 trombin {retimini
engellemeye calisirlar. Bu antikoagulant mekanizmalardan biri protein C yolagidir.
Protein C antikuagiilant yolag: kan pihtilagsma kaskadinin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli
bir rol oynar. Oncii koagulant faktorlerden faktor Va ve VIIamin proteolitik

inaktivasyonunu saglayarak fibrin formu olusumunu diizenler (Esmon 2003).
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Sekil 2.6 Koagiilasyon yolagi ve protein C yolagi

Protein C yolagmin ana komponentleri: EPCR, protein C, protein S, trombin
,trombomodulindir. PC vitamin K bagiml bir plazma glukoproteinidir. Plazmada inaktif
zimojen halinde dolasir. PC endotelyal hiicre ylizeyinde trombin trombomodulin
kompleksi tarafindan APC’ye aktive edilir. Protein C endotelyal protein C reseptoriine
(EPCR) baglandigi zaman protein C aktivasyonu 20 kat artar. APC yetegini EPCR' ye
baglanarak muhafaza eder. Ilk olarak APC, EPCR’den ayrilir. FaktorVa (FVa) ve faktor
Vllla (FVIIIa)’y1 inaktive ettigi hiicre yiizeyinde protein S’yi baglar. Boylece fazla
miktarda trombin iiretimini inhibe eder. Trombin {iretiminin sonlanmasiyla birlikte PC

inaktivasyon kompleksi hizlica APC iiretimini sonlandirir (Esmon 2000).

v, and VI,

f‘o‘.i and VIl I'.
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Endothelial cell mambrana

TRENDS in Mauroscignoes

Sekil 2.7 Protein C aktivasyonu (Zlokovic 2011)
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Protein C aktivasyonuna ek olarak trombin trombomodulin kompleksi trombin aktive
edici fibrinoliziz inhibitoriiniin (TAFI) potansiyel bir aktivatoriidiir (Bajzar vd. 1996).
Trombinin trombomoduline baglanmasi, antitrombin ve protein c inhibitorleri
tarafindan hizla inaktive edilir. Boylece trombin iiretiminde durma oldugu zaman
protein c aktive kompleksi hizlica aktive protein c iiretimini durdurur (Rezaie vd.

1995).

2.2.1.1 Protein C Yolag Fizyolojisi

Trombomodulin endotelyumda yer alir. Endotel hiicrenin kan hacmine orani genis
damarlardan kapillere gectikge yiizlerce kat artar. Her endotel hiicresinde 100.000
trombomodulin kopyasi bulundugu varsayilirsa kapillerde tahmini trombomodulin
konsantrasyonu 100 ile 500 nmol/L oranindadir. Trombomodulinin trombine kondroitin
siilfat varligina bagh olarak yaklasik 1 ile 10 nmol/L lik bir Kd ile baglanir. Bu yiizden
trombin mikrovaskiiler yataklar boyunca gecerken yiiksek konsantrasyondaki
trombomodulin hemen hemen tiim trombini ortadan kaldirma egiliminde olacaktir. Bu
olay trombinin hizlica inhibitorler vasitasiyla inaktive edilmesine, trombin prokoagiilant
mekanizmalarinin direk bloke edilmesine ve hizli PC aktivasyonuna Onciiliik edecektir
(Esmon and Owen 1981, Esmon 1989, Esmon 2001). Bu anlayis ile iligkili olarak PC
yolagindaki bozukluklar mikrovaskiiler trombozis ile iligkilidir (Esmon 2003).

2.2.1.2 Protein C yolaginin regiilasyonu

Hem trombomodulin ve hem de EPCR transkripsiyonel seviyede IL -1 beta ve TNF alfa
gibi inflamatuar sitokinler tarafindan downregiile edilir (Fukudoma and Esmon 1994).
Ayrica trombomodulin aktivitesi l6kositlerden salinan oksidanlar araciligiyla ciddi bir
bicimde azalabilir. Son olarak elastaz lokositler hizlica trombomodulinin ¢oziiniir
formunu serbest birakir. Bu formu hiicresel formundan olduk¢a daha az aktiviteye
sahiptir. Ciinkii ¢oziiniir formu EPCR’yi hizlandirma etkisine sahip degildir ve yiiksek
afinitede trombin baglamak icin kondriatin icermezler (Esmon 2003). Damar
duvarlarindaki bu inflamatuvar saldirinin net etkisi trombomodulin ekspresyonunun ve

protein ¢ aktivasyonunun azalmasidir (Faust vd. 2001). Hiicresel protein salinimi da
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protein C aktivasyonunu inhibe edebilir. Eozinofil major proteini, trombomodulin

bagimli protein C aktivasyonunun potansiyel bir inhibitoriidiir (Slungaard vd. 1993).

In vitro ¢alismalarda trombosit aktivator IV’in PC aktivasyonunu 4 kat arttirdig
gosterilmistir (Slungaard ve Key 1994). Damar hasarli bolgelerde trombositlerden
trombosit faktér IV’iin salinimi, yara bolgesindeki tromboz gelisiminin sinirlanmasini

saglayan potansiyel bir mekanizmadir (Esmon 2000).

2.2.1.3 Protein C yolaginin antiinflamatuvar ve antiapoptotik ozelligi

APC’nin antiapoptotik ve anti inflamatuar fonksiyonlara da sahip oldugu bilinmektedir.
Bu fonksiyonlar APC’nin EPCR ve PAR 1’e baglanmasiyla gozlemlenir. APC
inflamatuar aracilarin ekspresyonunu sinirlar ve dokularda lokositlerin damar digina
cikisinm engeller boylece inflamatuar yamiti azaltabilir. PC yolagi inflamatuvar yanit
tarafindan gerceklesecek down regiilasyona cok duyarhidir (Yal¢indag ve Batioglu
2008) .

Anticoagulant activity Cytoprotective activity

FVa/ FVilla FVi/ FVIlli Protein C activation PAR-1 activation

B335

regulation of gene expression
anti-inflammatory activity
anti-apoptotic activity
endothelial barrier protection

Sekil 2.8 Protein C yolaginin anticoagulant ve hiicre koruyucu 6zelligi (Laurent vd.

2006)
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2.2.1.4 PC yolagimin hiicre koruyucu rolii

Direk olarak APC’nin EPCR ile lipit tabakasina birlikte lokalizasyonu ve PARI1’in
aktivasyonu araciligiyla APC’nin hiicre bariyer koruyucu bir protein olarak da

fonksiyon gosterir (Silvio vd. 2010).

fibrinolysis
aTAFIy =7
PSS

thrombin - W PAL-1

Cross-actrvation
iFva/liFvilla

. [
<-- >
FvalFvilla ) e Nl caess SAE
o I

.-

.,
MASphiK1 ———14 SIV

- Sincd inflam atuar wve ancl apoptotik genlerin down
regulasyvonunu saglar.a2n anti inflarmatuar ve anti apoptotic

Hicre koruyucu aktivitesi

genlenn up regllasyonunu saglar
- Antl irflamatuar aktivite gdstenr,
- Anti apoptotik aktivite gasterin,
- Endotelval ve epitelval barivederin korunmasin saglar.

Sekil 2.9 Protein C yolagi ve hiicre koruyucu etkisi

Sekil 2.8’e bakildiginda PC aktivasyonundan sonra APC’nin bir kism1 EPCR’den ayrilir
ve fosfolipit membranin 6zellikle lipit tabakasina baglanir. Burada factor Va ve factor
VIlla’y1 inhibe ederek anticoagulant etkisini ortaya koyar. Trombin seviyesinin down
regiilasyonu araciligiyla TAF1 aktivasyonunun down regiilasyonunu saglayarak APC
fibrinolizisi arttirir. Ayrica fibrinolitik inhibitdr PAI-1"in inaktivasyonunu saglar. PS bu
humoral siire¢ icin kofaktordiir. APC EPCR’ye baglanir. Bu kompleks PAR1’i aktive
eder. Spingozinfosfat 1 (S1P1) reseptoriiniin karsi aktivasyonuyla antiapoptotik ve

antikoagulant etki gosterir (Silvio vd. 2010).
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2.2.2 Endothelyal protein C reseptorii

2.2.1 EPCR yapisi

EPCR 46 kd transmembran tip 1 bir proteindir. Endotel hiicreleri tarafindan
endotelyumun liimene bakan yiizeyinden eksprese edilir. Yapisal olarak, immiin yanit
ve inflamasyona yanitta rol oynayan major histocompatibility class 1 / CD1 protein
ailesiyle benzerlik gosterir (Fukudome ve Esmon 1994). EPCR’nin kristal yapisi,
EPCR' nin tipik bir antijen sunumunda yer alan oluktaki fosfolipitin bulundugu yere
sikica baglandigin1 gosterir. Bu yapinin ¢ikarilmasi sonucu PC baglanmanin azaldigi
goriilmiistiir. Lipitin yeniden olusturulmasiyla eski haline donmiistiir (Oganesyan vd.
2002). EPCR'nin yalmz ve protein C’nin fosfolipit baglanma domain ile birlikte
kompleks olusturdugu haliyle kiristal yapis1 bize EPCR’de yer alan lipit iceren
rezidiilerin CD 1 ile es ve yiiksek oranda korunmus oldugunu gosterir. Bu EPCR’nin
immiin diizenlemedeki roliinii anlamamiza yardimci olabilir (Oganesyan vd. 2002).
EPCR protein 238 aminoasitten olusmakla birlikte aminoterminal ugta 17 aminoasitlik
bir sinyal sekansi icerir. Hiicre dis1 domaini 2 alfa domaininden (alfa 1 ve alfa 2), 4
potansiyel glikozisasyon bolgesinden ve 3 cys rezidiisiinden olusur. Transmembran
domain karboksi terminal ucun yanindadir (25 aa) ve 3 aminoasitlik kisa bir sitozolik

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

ProteinC -
= Gla domain

Sekil 2.10 EPCR ii¢ boyutlu yapis1 ve protein ¢ gla domaini
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2.2.2.2 EPCR’nin bulundugu yerler

EPCR genis kan damarlariin endotelinin yiizeyinde ¢ok fazla sentezlenir. Tumor
nekroz faktor gibi (TNF alfa) infalamatuvar uyarilarda ve aterosklerotik bolgelerde
EPCR sentezinde azalma goriiliir. EPCR'nin diger hiicre yiizeylerinde bulundugu yerleri
siralamak gerekirse; tromboplast, monosit, notrofil ve eosinofil (Galligan vd. 2001,
Sturn vd. 2003), mide epitel hiicresi (Nakamura vd. 2005), beyin endotel hiicreleri
(Mosnier ve Griffin 2006), lenfosit (Feistritzer vd. 2006), hematopoietik kok hiicreler
(Balazs vd. 2006), epidermal karetinosit (Xue vd. 2007), insan damar diiz kas hiicresi
(Bretschneider vd. 2007), kondriosit (Jackson vd. 2009), tenosit (Xue vd. 2009) son
zamanlarda yayinlanan fare CD 8 dentritik hiicreleri (Kerschen vd. 2010), osteoblast

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

2.2.2.3 EPCR’nin endoteldeki gorevi

EPCR biiyiik embriyonik trophoblast hiicreler tarafindan eksprese edilir. EPCR embriyo
gelisiminde ©nemli bir role sahiptir. Ciinkii EPCR bulunmayan fareler gebeligin
ortasinda oliirler (Gu vd. 2002). Diiz kas hiicrelerinde EPCR aracili APC sinyalizasyonu
hiicre i¢i kalsiyum artigi, hiicre disi sinyal diizenlemesindeki kinaz 1 ve 2’nin
fosforilasyon artisi, ERK (1/2) ve DNA sentezinin artis1 ile sonuglamir. EPCR ile
birlikte PAR1’ de APC sinyalizasyonunun uyarilmasi icin gereklidir (Riewald vd. 2002,
Domotor vd. 2003). Hem EPCR hem de PARI sistemik ve beyinsel kapiller endotel
hiicrelerinde ERK Y2’nin ve ca sinyalizasyonunun APC aracili aktivasyonu igin
gereklidir. Damar diiz kas hiicrelerinin biyolojisinin diizenlenmesinde EPCR 6nemli bir

rol oynar (Meenakshisundaram vd. 2007).

Trombomodulin biitiin endotel hiicrelerinde esit oranda bulunmaktadir. Bunun
sonucunda genis kan damarlarinda TM konsantrasyonu digerlerine nazaran daha azdir.
Bu sonuca gore bu damarlarda PC aktivasyonunun yetersiz olmasi gerekir iken bu etki
EPCR tarafindan dengelenir. EPCR genis damarlarin endotelyumunda olduk¢a fazla

eksprese edilir ve bir¢ok kilcal damar yataginda az seviyede bulunur. Bu yerlesim kan
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hacminin yiizey alanina oraninin yiiksek oldugu genis kan damarlarinin yiizeyinde etkili

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

EPCR coklu substrata sahip bir reseptordiir. EPCR’nin faktér VII ve faktorVIla ve
faktor Xa baglanabildigi bilinmektedir. Faktor VII faktor X’e baglandigr zaman aktif
hale gecer. EPCR’nin Faktor VII'ye baglanmasi factor Xa bagimli factor VlIla iiretimini
engeller bu da EPCR’nin yeni bir antikoagiilant roliidiir. Bir diger taraftan faktor 7a
endotel iizerindeki EPCR’ye baglanarak PARI aracili hiicre sinyalizasyonunu aktive

eder ve bariyer koruyucu bir etki saglar (Silvia vd. 2011).
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Sekil 2.11 EPCR fonksiyonu (Navarro vd. 2011)

APC-EPCR-PAR-1 mekanizmasinin keratinosit gelisiminde katkist oldugu ve yara
iyilesmesinde rol aldigr bilirtilmistir (Poddar vd. 2001). EPCR’nin akcigerlerde
pnomositlerde bulunmast astim gibi inflamatuvar akciger hastaliklarinda anti
inflamatuvar etkiyi diizenlemede etkili oldugu idda edilmistir (Jakubowski 1997).
Dentritik hiicrelerde bulunmasi ise dogustan immiinitede sorumlu olabilecegini akla
getirmistir. Inflamatuar barsak hastaliklarinda trombomodulin ve EPCR seviyelerinin
diisiik olmasi sik goriilen bir durumdur. (Fukudome ve Esmon 1994, Pahl ve Baeuerle

1997, Hofmann 2001). Notrofillerde diisiik diizeyde eksprese olmasi ise APC’nin
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buraya baglanip kemotaksi olayin1 geciktirerek akcigerlere gocii engellemekte ve olasi

akciger hasarindan organizmay1 koruyucu bir etki yapmaktadir (Hofmann 2001).

EPCR’nin normalden fazla iiretildigi fare modelinde dis goriiniis normaldir ve herhangi
bir kendiliginden hemostaz problemi goriilmemistir (Li vd. 2005). EPCR'nin normalden
fazla tiretildigi fare modelinde yaban tip fareye kiyasla thrombin infiizyonuna yanitta
daha fazla APC iiretilmistir. Ayrica EPCR’nin daha fazla iiretildigi fare modelinin,
factor Xa'min indiikledigi tromboza ve endotoksinlerle birlikte ortaya ¢ikan Oliimlere
kars1 daha direncli oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu fare modelinde plazmadaki protein C
seviyesi yaban tipten oldukca daha diisiiktiir. Biitiin bunlara bakildiginda EPCR’nin
fazla sentezlenmesinin organizma igin bir avantaj sagladigini sdylemek miimkiindiir

(Esmon 2006).

EPCR’nin hasar gormiis veya inflamasyona ugramis damarlarin tedavisinde potansiyel
yeni bir tedavi olmasit s6z konusudur, yeni EPCR agonistlerinin PC/APC hiicre
koruyucu mekanizmalar iizerine etki edebilecegi soz konusudur. Dr Esmon (2000)
tarafindan EPCR’nin hiicre membranindan iceri ve hatta cekirdekten iceri
translokasyonunun miimkiin oldugu hipotezi de giindeme gelmis ancak radyoaktif
sistein isareli aminoasitle yapilan deneyde hiicre ici bir trafiye rastlanamamistir. Diger
yandan, APC hipoksi durumunda beyin endotel hiicrelerinde cekirdegine girerek
transkripsiyonel regiilasyon ile hiicreyi koruyup hayatta kalmasini saglayabilir ancak
APC’nin EPCR’ye baglanmasi bloklandig1 durumlarda bu etki tamamen ortadan kalkar
ve hiicre o6liir (Cheng vd. 2003). EPCR-APC-PAR1 mekanizmasinin hiicre icin hayati
bir mekanizma oldugu anlagilmistir. PAR1 knockout fare modelinde LPS uyarim
sonucunda hiicrenin hayatta kalmasi1 ve damar gecirgenliginin saglanmasi iizerine APC
faydali 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 iliskisi bloke edilmesiyle 6liim oraninin

yiikseldigi goriilmiistiir ( Xu vd. 2009).
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2.2.2.3 Coziiniir endotelyal protein c reseptorii

Coziintir EPCR’nin transmembran ve sitoplazmik kuyruk domainleri eksiktir. Normal
insan plazmasinda bulunur (Kurosawa vd. 1997). Coziniir EPCR trombin ve
inflamatuvar sitokinler tarafindan uyarilan metalloproteaz aktivitesinin proteolitik
parcalamasi araciligiyla in vitro olarak iretilir. Bu metalloproteazlar ADAMI17 veya
TNF alfa doniistiiriicii enzim olarak tamimlanirlar. EPCR’yi 192 ve 200 aminoasitleri
arasindan pargalarlar. Ayrica ADAM 17 proinflamatuvar sitokinlerin ve adezyon
molekiillerinin salinimini arttirir (Nan vd 2005). Interlokin 1, hidrojen peroksit, forbol
ester ve thrombin gibi ¢esiti arac1 molekiiller endotelden EPCR saliniminmi ciddi bir

sekilde arttirirlar (Menschikowski vd. 2009, Menschikowski vd. 2011).

Coziiniir EPCR tipki membrane baglh formu gibi PC ve APC’ye esit afinitede baglanir.
Ancak ¢oziiniir EPCR’nin APC’ye bu baglanmast onun antikoagulant ve
antiinflamatuvar 6zelligini inhibe eder. PC’ye baglanmasi ise thrombin trombomodulin
kompleksi tarafindan gerceklesen protein C aktivasyonunu engeller (Liaw vd. 2000).

Biitiin bunlar gosteriyor ki SEPCR prokoagiilant bir aktivite gosteriyor olabilir.

Coziiniir EPCR popiilasyonda dagilimina baktigimizda genel popiilasyonun yaklasik
%15 ile %20° sinin plazma ¢oziiniir EPCR seviyesi 200 ile 800 ng/ml arasinda iken geri
kalaninin ise 200ng /ml den daha azdir (Stearns vd. 2003). Coziiniir EPCR’nin
hiperkoagiilasyon i¢in bir marker olabilecegini soylemek miimkiindiir (Stearns vd.

2002).

Coziintir EPCR’nin arttig1 patofizyolojik kosullarda endotelyal disfonksiyon goriilebilir,
prokoagiilant fenotipe katkida bulunabilir ve trombozis riski artabilir. Coziiniir EPCR
arisgtnin  oldugu sepsisli hastalarda koagiilant yolagin aktivasyonu ve fibrinolitik
sistemin ve dogal antikoagulant yolagin (6zellikle protein C yolaginin) bozulmasiyla
birlikte hemostatik mekanizmanin kompleks disregiilasyonu meydana gelir
(Menschikowski vd. 2008, Bae ve Rezaie 2010). Coziiniir EPCR lupuslu hastalarda da
artis gostermektedir. (Kurosawa vd. 1998, Sesin vd. 2005). Plazmadaki sEPCR
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varyasynunun %50-80 genetik kontrol altindadir ( Saposnik vd. 2004, Medina vd.
2004).

Coziintir EPCR I6kositlerin yiizeyinde CD11b/CD18 (Mac-1)’e baglanir. Bu baglanma
Iokosit adezyonunu diizenleyebilmektedir. Proteinaz 3 (PR3) noétrofillerin graniillerinde
depolanan elastaz benzeri 6zelliklere sahip bir serin proteazdir. Lokositlerde Mac-1 ve
¢Oziinir EPCR’nin birlikte baglanmast PC’nin aktivasyonunu ve APC aracil

sinyalizasyonu bozabilir (Kurosawa vd. 2000).

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

Lupus gibi hastaliklarda plazma EPCR seviyesinin normal hastalarla kiyaslandiginda
daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikmistir (Kurosawa 1998). Plazmadaki EPCR varyasyonu
calisildiginda populasyonda yapilan genetik analizler sonucunda EPCR’de bir gen
polimorfizmi goriilmiis ve A3 olarak adlandirilan bir haplotip plazma EPCR seviyesinin
yiiksekligiyle iligkilendirilmistir. Bu haplotip 6936. pozisyonda guanozinin adenozin ile
yerdegistirmesi sonucu ortaya ¢ikmistir (Saposnik vd. 2003). Kodlanan dizideki bu
degisim sonucu transmembran domainindeki rezidiilerden ser 219 glisine ¢evrilir. Glisin
transmembran heliksin stabil olmasimi engeller. Boylece EPCR’nin membrandaki
lokalizasyonu etkilenir ve metalloproteazlara karsi hassasiyeti artar bu da EPCR'nin
salinmmimi arttinr (Xu vd. 1999). Daha sonrasinda yapilan calismalarda da EPCR
seviyesinin artis1 ile A3 haplotipi arasinda iliski oldugu gozlenmistir ( Lavigne vd.
2005). Artan plazma EPCR seviyesi ile agiklanamayan fetal 6liim riskinin ve kronel

kalp hastaliklar1 riskinin arttig1 goriilmiistiir.

2.2.2.5 Anti-EPCR otoantikorlari

Genel populasyondaki anti fosfolipit sendromlu hastalarda, fetal 6liimlerde, derin ven
trombozlarinda ve kadinlarda goriilen akut miyokardiyel damar tikanikliginda yiiksek
oranda anti-EPCR otoantikoru bulundugu tanimlanmistir. (Van vd. 2007, Montes vd.

2005) Ayrica felcli ve siddetli deri nekrozlu hastalar yliksek oranda anti-EPCR
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otoantikoru bulunmaktadir (Lavigne vd. 2005).Bu otoantikorlardan iki tanesi protein
C’nin EPCR’ye baglanmasim bloke eder. Boylece endotelde aktive protein C iiretimi
inhibe edilir. (Hurtado vd. 2004) Bu sebepten dolay1 otoantikorlar trombozise sebep
olabilirler. Azalan APC seviyesi ven ve arter trombozisindeki artigla

iligkilendirilebilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 pZeoSV-EPCR plazmidi

Endotelyal Protein C reseptorii kodlayan pZeoSV-EPCR ve negatif kontrol olarak
pZeoSV-kontrol plazmidleri Dr Charles ESMON tarafindan hediye edilmistir.
Konstrakt olusturulurken Esmon ve arkadaglan tarafindan Xho ve Notl restriksiyon
enzimleri aracihifiyla kesilmis ve A3 haplotip (EPCR-G219) ile es cDNA pZeoSV

vektoriine eklenmistir.

pBABE_3_prime
S'\.dl] gnhancgu

S'\rﬂﬂ onlgln
EBY_rev_primer ‘. pr .||_l-_--
SY40_PA_terminator primer
ch_ble StuI 33[!
bleo HindIII 347
Spel 375
figel 381
kpnl 388
Xhol 389
Snel 2974 - A
Asel 2825 “‘agﬂﬁ
FmlI 2814 T 2T .
ﬂ13 SV40_PA_terminator
r:‘ﬁ't!. ??1:|r 1|| f EBY_rev_primer
\:.-_-"irr'-'l 1 Apal G608
;' ._=_.-u‘. :"irr-'-' Lrielt (ki
Sacl 2691 flal 822
CMY_pramoter "
CMV_Fud_primer ik pZeo5V
3451 bp
CMV_immearly_promoter
¥bal 2175 pBR322_origin
\‘\ ey
‘........IIIII—-"_rJJ'f
Fi_orlgin pGEX_3_primer

Sekil 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 stogu halinde satin alinmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Poliklonal antikor iiretimi

3.2.1.1 Antijen hazirlanmasi

Her BALB/C fare i¢in 50 ug EPCR (endotelyal protein C reseptorii) rekombinat
proteini freund complete adjuvan igersinde 1 birim antijene 9 birim freund complete
adjuvan olacak sekilde hazirlanmisir.Bir sonraki doz her BALB/C fare i¢in 10 ug EPCR
(endotelyal protein C reseptoril) rekombinat proteini freund complete adjuvan icersinde

1 birim antijene 9 birim freund incomplete adjuvan olacak sekilde hazirlanmistir.

3.2.1.2 immiinizasyon protokolii

3 adet BALB/C fareye 15’er giin arayla freund complete adjuvan igerisinde hazirlanmis
50 ser ug EPCR (endotelyal protein C reseptoril) rekombinat proteini intraperitonel
enjeksiyonu yapilmistir. Ugiincii enjeksiyonun ardindan 10 giin sonra freund incomplete
adjuvan icerisinde hazirlanmis 10 ug EPCR (endotelyal protein C reseptorii) rekombinat

proteinin intraperitonel enjeksiyonu yapilmistir. Otuz giin sonunda hayvanlarin periton
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bosluklarinda olusan sivilar toplanmaya baslanmistir. 60 giin sonunda hem karin ici
bosluktan toplanan sivilarin hem de kuyruk veninden alinan serumlarin enzim iliskili
immune sorbent deneyi (ELISA) yapilarak 200.000 diliisyonda yeterli pozitiflik

goriildiigii i¢in deney 60 giin sonunda sonlandirilmistir.

3.2.1.3 ELiSA

10 pg/ml EPCR rekombinant proteini PBS (10 mmol/L Na,HPO,, 2 mmol/L KH, PO,,
2,7 mmol/L. KCI, 137 mmol/LL NaCI Ph:7,4) icerisinde hazirlanmistir. 96’lik ELISA
platede kuyucuk basina 100 pl dagitilip 1 gece inkiibasyon siiresinin ardindan PBS-
tween (PBS’e 1/1000 tween 20 eklenir) ile 3 kez yikanmistir. Bloklama icin %5 (W/V)
BSA kullanilmis ve her kuyucuga 250 ul bloklama ¢ozeltisi ilave edilmistir 1 saat 37
°C’de 1 saat oda sicakliginda inkiibasyonuna birakilmigtir. Ardindan poliklonal antikor
olarak kullanilacak poliklonal ascites orneklerinin 1/100 1/1.000 1/10.000 1/20.000
1/40.000 1/80.000 ve 1/160.000 oraninda ve serum orneklerinin ise 1/100 1/1.000
1/10.000 1/100.000 1/200.000 1/400.000 oralarinda diliisyonlart hazirlanmistir.
Diliisyonlar PBS ile yapilmistir. PBS negatif kontrol olarak kullanmilmistir. Hazirlanan
primer antikorlardan her kuyucuga 100 ul eklenmis ve oda sicakliginda g¢alkalayict
tizerinde 2 saat inkiibasyona birakilmistir. 2 saatin ardindan PBS tween ile 3 kez
yikanmistir. Sekonder antikor olarak 1/5.000 oraninda PBS icinde diliie edilmis HRP
isaretli anti mouse IgG (cell signaling anti mouse Ig G HRP linked) antikoru
kullanilmistir. PBS i¢inde diliie edilen sekonder antikordan kuyucuklara 100’er ul
eklenmis ve calkalayici tizerinde oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin
ardindan PBS tween c¢ozeltisiyle 3 kez yikama yapilmistir. HRP (horseradish
peroxidase)’ nin substratt TMB (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine)’den 100’er ul eklenmis
ve karanlikta 15-20 dakika bekletilmistir. Son olarak 2M Siilfirik asit ¢ozeltisinden 50
ul eklenmis ve 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik plate okuyucuda ol¢iimii

yapilmistir.
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3.2.1.4 Antikor saflagtirmasi

Fareden aldigimiz ascitesleri saflastirmak i¢in Hi trap protein G kolonu kullanilmustir.
Oncelikle kolondan 15 ml baglanma tamponu (50 mm Na fosfat, 50 nm NaCl, 0.05%
Na azit) gecirilmistir. Ardindan poliklonal ascitesler kolana yiiklenmis ve dakikada 1 ml
gececek sekilde kolondan gegirilmistir. Antikorlar1 kolondan ayirmak icin eliisyon
tamponu (0.1 M sitrik asit pH 2.6 ) kolondan gecirilmis ve fraksiyonlar toplanmistir. Bu
islem yapilirken kolon duo flow cihazina baglanmis ve dedektoriin protein algiladigi
zamanlarda fraksiyonlar toplanmistir. Kolonu temizlemek icin pH 2.7 0.1M glisin

kullanilmastir.

3.2.2 Transformasyon

pZeoSV-EPCR ve pZeoSV-kontrol plazmitlerinin E.Coli JM109 hiicrelerine
transformasyonlari i¢in E.Coli JM 109 gliserol bakteri stogundan 10 pl alinmis ve 20 ml
LB besiyerinde 37°C’de calkalayici etiivde 1 gece bekletilerek cogaltilmigtir.
Transformasyondan once 50 ml besiyerine 500 ul E-Coli JM109 ilave edilmis 37°C
calkalayici etiivde yaklasik 3 saat kadar inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
spektrofotometride 600 nm’de Sl¢iim yapildiginda OD’si 0.3 ile 0.4 arasinda olacak
sekilde ayarlanmistir. Yani erken eksponansiyel fazda iken transformasyona
baglanmugtir. 50 ml besiyeri santrifiij tiipiine alinip +4°C de 580 g’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatan uzaklastirllmis ve pelletin 10 kati hacminde TSS
cozeltisi eklenmistir. Yavasca siispanse edilmistir. Tiipe hafif hafif vurularak bu islem
yapilmigtir. Sonrasinda buz {iizerinde 30 dakika bekletilmistir. TSS icerisindeki E-
Coli’den 100 pl alinmis ve icerisine 3 pg plazmid eklenmistir. Plazmidi ekledikten
sonra 60 dakika buz iizerinde bekletilmistir. 60 dakikanin sonunda 42°C’ ye ayarlanmig
su banyosunda 90 saniye bekletilip sicaklik soku yapilmistir. Hemen buz iizerine
alinmig ve iizerine 900 ul SOC besiyeri eklenmistir. 37°C calkalamali etiivde 1 saat
bekletilmistir. Ardindan secici antibiyotik olarak 50 pg/ml oraninda zeosin igeren LB
agar dokiilmiis petrilere 100ul’sinin steril bir sekilde bek alevi kullamilarak drigalski

spatiilii ile ekimi yapilmistir. Gece boyu 37°C’ye birakilan petrilerde plazmidi almig
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bakteriler koloni olugturmustur. 10’ar tane koloni se¢ilmis ve 50pg/ml zeosinli sivi LB
besiyerine ekim yapilmistir. 6 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Bu 10 koloninin bir kismi

birakilip bir kismindan plazmid izolasyonu yapilmstir.

3.2.3 TENS buffer ile hizli plazmid izolasyonu

Sectigimiz kolonileri ektigimiz sivi LB besiyeri 1 dakika 6000g’de satrifiij edilmistir.
Siipernatandan 50 pl birakilip geri kalami uzaklastirilmistir. Uzerine 300 pl TENS
tamponu (% 0.5 SDS, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1ImM; EDTA , pH 8.0, 1IN NaOH)
eklenmis ve vortekslenmistir. 10 dakika buz iizerinde bekletilip.ardindan 150 pl 3M
sodyum aseat (pH: 5.2) eklenmis ve tekrar vortekslenmistir. 6 dakika maksimum hizda
santrifiij sonras1 siipernatan temiz bir tiipe alinmis ve iizerine soguk %99.5 absoliit alkol
eklenmistir. Ardindan 2 dakika maksimum hizda (13.000g ) santrifiijlenmistir.
Siipernatant uzaklastirilmis ve tizerine 1ml %70 alkol eklenmistir. Pellet kaldirildiktan
sonra.da 2 dakika maksimum hizda santrifiijlenmistir. Stipernatant uzaklastirllmis ve
alkoliin u¢cmasi beklenmistir. Alkoliin u¢gmasinin ardindan 50 pl H,0’da DNA ¢6ziilmiis

ve.agoroz jelde yiiriitiiliip plazmidin kalite kontrolii yapilmistir.

3.2.4 Alkalen lizis midi prep ile plazmid izolasyonu

50 pg/ml zeosin eklenmis 10 ml LB’ye transformasyonu yapilmis ve segici antibiyotik
ile secilmis bakteriler inokiile edilmistir. Bir gece 37°C ¢alkalayici etiivde inkiibasyona
birakilmig sonrasinda 2.000 g’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilip besiyeri
uzaklagtinlmistir. Pellet 200 ul soguk alkelen liziz 1 c¢ozeltisinde vortekslenerek
siispanse edilmis ardindan taze hazirlanmis alkalen liziz 2 ¢6zeltisinden 400 pl eklenip
5 defa ters yiiz edilerek karistirllmistir. Sonrasinda 300 ul alkalen liziz 3 cozeltisi
eklenmis ve 5 kez ters yiiz edilmistir. Buz tizerinde 3-5 dakika inkiibasyona birakilip
ardindan maksimum hizda 4°C’ de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 600 ul
siipernatan temiz bir tiipe aktarilip esit hacimde fenol kloroform eklenmis ve

vortekslenmigtir. Maksimum hizda +4°C’de 2 dakika santrifiij edilmis ve iist faz temiz

bir tiipe dikkatlice alinip. 600 ul izoproponol eklenmis ve vortekslenmistir. -20°C’ye
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kaldirilip gece boyu bekletilmistir. Maksimum hizda 5 dakika santrifiij edilmis ve pellet
diigsiirmeden izoproponol uzaklastirilip {izerine 1 ml etanol eklenip maksimum hizda 2
dakika santrifiij edilmistir. Son olarak etanol uzaklastinnllip 100 ul DNAaz icermeyen
RNaz’li suda pellet ¢oziilmistiir. (20 pg/ml RNaz) Nanodrop’da plazmid DNA

miktarlar 6l¢iilmiis ve plazmid DNA’sinin kalite tayini i¢in agoroz jelde yiiriitiilmiistiir.

3.2.5 Agoroz jel elektroforezi

Plazmid DNA’s1 % 0.8 lik agoroz jelde degerlendirilmistir. %0.8 lik jel icin 0.8 g agar
tartilmisg ve 100 ml 1X TAE (40mM Tris, 20mM asetik asit ve ImM EDTA) tamponu
icerisinde mikrodalga firmda agoroz tamamen eriyene kadar kaynatilmistir Onceden
uygun taraklar konularak hazirlanmis olan jel tabagina agoroz jel ¢ok az sogutulup
dokiilmiistiir. Hava kabarcigir olusamamasina 6zen gosterilmistir. 30 dakika agorozun
polimerlesmesi beklenmistir. Jelin polimerlesmesinin ardindan jel tabag ile birlikte
elektroforez tankina yerlestirilmistir. Elektroforez tanki 1X TAE tamponu ile jelin
tizerini tamamen kaplayacak sekilde doldurulmus ve plazmid DNA sindan 4’ul alimip 1
‘ul yiikleme boyasi (bromfenol mavisi ve gliserol igeren) ile karstirililarak jele
yiikklenmis ve 80V’da 2 saat yiiriitiilmiistiir. Smg/ml etidyum bromiir igerisinde 15

dakika boyanmistir. Goriintiileme ultraviyole 151k altinda yapilmis ve fotograflanmistir.

3.2.6 Hiicre kiiltiiri

3.2.6.1 Besiyeri hazirlanmasi

RPMI 1640 besiyeri icerisine ilk olarak % 10 fetal sigir serumu eklenmis daha sonra
200 mM L-glutaminden son konsantrasyon 2mM olacak sekilde ilave edilmistir. Son
olarak 100x konsantrasyondaki penisilin streptomisin (1 mililitrede penisilin 10, 000
inite, streptomisin 10 mg’ dir.) besiyerine eklenip besiyeri iyice karistirllmistir.

Hiicreler iizerine ilave edilecek besiyerinin sicakligi 37 °C olmalidur.
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3.2.6.2 Hiicrelerin coziilmesi ve Kkiiltiirii

Calismada HUVEC hiicre hatt1 kullanilmistir. 15 ml lik streil santrifiij tiipiine 10 ml
RPMI 1640 besiyeri ilave edilmistir. Hiicreler kriyotiipler i¢cinde saklandiklari sivi
azottan (-196°C) cikartilarak 37°C’deki su banyosunda hizlica ¢ozdiiriilmiis ve olasi
kontaminasyonu onlemek i¢in tiipler %70’lik alkolle silinerek laminar flowa alinmigtir.
Hiicreler krioyotiipten alinip 10 ml besiyerinin icerisine birakilmis ve. 21°C’de 800
rpm‘de 3 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrast iistte kalan besiyeri pompaya bagl
cam pastor pipeti yardimiyla cekilip atilmistir. Pelletin iizerine 6 ml RPMI besiyeri
eklenmigstir. Serolojik pipet ile hiicreler 45 derecelik acgiyla tiipiin ¢eperine vurulup
homojenize edilmistir . T25 c¢m hiicre kiiltiirii tiretme kabina (flask) alimip. 37°C” deki
%5 karbondioksit iceren inkiibatore birakilmistir. Ertesi giin besiyeri degistirilmis ve

bundan sonraki degismeler hiicreler hergiin kontrol edilerek 2-3 giinde bir yapilmistir.

3.2.6.3 Tripsinle hiicre kaldirma ve pasajlama

Sayilart oldukga artan, siki baglantilar kurarak birbirlerine iyice yaklasan ve konfluent
olan (¢ogaldiklar1 yiizeyi tam olarak dolduran) hiicreler daha rahat ¢ogalacaklar1 flaska
boliinebilir, eger gerekiyorsa bir kismi bu numarali pasajda dondurularak saklanabilir ya
da deneye alinabilir. Hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyini kaplayip kaplamadiklar1 ve
cogalmalari/bolinmeleri hiicre kiiltiiri mikroskobu kullanilarak kontrol edilir.
Pasajlanarak c¢ogalmaya devam edecek hiicrelerin, tripsin ile yapistiklar ylizeyden
kaldirilmalarn gerekmektedir. Bunun i¢in flasklar laminar flowa alinmis. iizerlerindeki
besiyeri ¢ektirilmis ve yerine divalent katyonlar1 (Ca++Mg++) icermeyen fosfat tampon
soliisyonu (PBS) (pH=7.0) eklenerek hiicrelerin yiizeyi yikanmistir. Bunun nedeni
serumun tripsin gibi bazi1 enzimlerin etkisini inhibe etmesidir. Daha sonra PBS
uzaklastirilmig ve yerine 3 ml % 0.25 tripsin / EDTA (Lonza) soliisyonu eklenmistir. 37
°C’deki inkiibatorde yaklasik 3-8 dakika arasi bekletilmis ve bu siire igerisinde ara ara
inkiibatorden ¢ikartilip mikroskop altinda takip edilmistir. Hiicreler hiicre kiiltiirii kab1
yiizeyinden ayrildigi zaman 15 ml lik santrifijj tiipiine alip iizerine hemen 10 ml besiyeri

eklenmis ve hiicreleri iceren besiyeri 800 rpm de 3 dakika santrifiij edilmistir.
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Siipernatan uzaklastirilmis ve pelletin tizerine 6 ml RPMI 1640 besiyeri eklenmistir.
Serolojik pipetle santrifiij tiipiin ¢eperine 45° ag1 ile vurularak hiicreler homojenize
edilmistir. Thoma laminda hiicre sayimi yapilmistir. Deney icin 6 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii kaplarina (6 well plate) her bir kuyucuga uygun sayida hiicre gelecek sekilde
miktar hesaplanmis ve igerisinde hiicrelerin homojenize edildigi besiyerinden
hesaplanan miktarda konulmustur. Her bir kuyucugun son hacmi 3ml’ye

tamamlanmustir.

3.2.6.4 Thoma lam ile hiicre saymm

Homojenize edilmis hiicreler gerekiyorsa 10 kat diliie edilmistir. 10 pl si thoma lami
izeindeki isaretli bolgeye birakilip iizeri lamel ile dikkatlice kapatilmis ve mikroskop
altinda biiyiik karenin tamamindaki hiicrelerin sayim yapilmistir. Bulunan say1 once
diliisyon faktoriiyle sonrada lamin hacimden yola ¢ikilarak hesaplanmis sabit say1 olan

10.000 ile carpilmistir. Cikan sonug bize 1ml de kag hiicre oldugunu gostermistir.

3.2.6.5 HUVEC hiicrelerine transfeksiyon

HUVEC hiicrelerinin 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii platelerinde % 70-80 konfluent iken
transfeksiyonlar1  yapilmistir. Transfeksiyon ajan1 olarak lipofektamin 2000
kullanilmigtir. RPMI 1640 besiyerine serum ilavesi olmadan sadece 5ml 200 mM L-
glutamin ve 5 ml 100x penicilin streptomisin ilave edilmis ve. transfeksiyon esnasinda
bu besiyeri kullanilmistir. pZeoSV-kontrol, pZeoSV-EPCR, shRNA pLKO.1-puro,
pLKO.1-puro plazmid DNA miktarlar1 ayr1 ayr1 nanodropta Olciilmils ve kuyucuk
basina 2500 ng DNA gelecek sekilde hesap yapilmis ve. bir miktar besiyerinde plazmid
DNA’s1 diliie edilmistir. Uzerine her bir kuyucuk ig¢in 5 ul lipofektamin 2000
transfeksiyon ajani ilave edilmistir Tiipiin icerisinde 5 dakika inkiibasyonun ardindan
hiicrelerin iizerine bu karisim ilave edilip ve 1 giin beklenmistir. Ertesi giin hiicreler
secici antibiyotikli besiyerine alinmistir. pZeoSV i¢in son konsantrasyon 200 ug/ml
olacak sekilde besiyerine antibiyotik ilavesi yapilmistir. Secici besiyerinde sadece
vektorii almig hiicreler hayatini siirdiirmiislerdir. pLKO.1.puro plazmidi igin ise segici

besiyerine son konsantrasyon 10 ug/ml olacak sekilde puromisin ilavesi yapilmistir.
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Tam bir ay boyunca hiicreler antibiyotikli besiyerinde birakilmis ve bir ay sonunda

hiicrelerle deney yapilmistir.

3.2.7 Hiicrelere LPS ve homosistein uygulamasi

6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii platelerindeki %70-80 konfluent normal HUVEC hiicreleri
pZeoSV-EPCR, pZeoSV-kontrol, shRNA pLKO.l.pro ve kontrol plazmidleriyle
transfeksiyonu yapilmis HUVEC hiicreleri LPS ve homosistein uygulanmadan 12 saat
once serumsuz RPMI 1640 besiyerine alinmistir. Bir gruptaki biitin HUVEC
hiicrelerine 1 saat 1pg/ml LPS uygulanmistir. LPS uygulamasinin ardindan hiicreler 1lik
PBS ile yikanmis ve ardindan bu hiicrelere 1mM, 5 mM homosistein 6 ve 12 saat
uygulamistir. Diger bir grup hiicreye ise LPS muamelesi yapilmadan 1mM ve 5 mM
homosistein 6 ve 12 saat uygulanmistir. Kontrol grubu olarak her hiicreye ayr ayrn
sadece lpug LPS uygulamast ve sadece homosistein uygulamasit yapilmig ve her
hiicreden birer kuyucuga hi¢ bir uygulama yapilmadan bos besiyeri konmustur. Deney

sonunda biitiin hiicrelerin besiyerlei toplanmistir. Bunlardan TCA ile protein ¢oktiirmesi

yapilmigtir. Hiicrelerin iizeri ihik PBS ile yikanip -80 °C’ye kaldirilmustir.

3.2.8 Hiicre lizat1 hazirlanmasi

Deney bitiminde biitiin hiicrelerin iizerindeki besiyerleri toplanmis ve hiicreler 1lik PBS
ile yikanmigtir. Ardindan PBS cekilip hiicreler platelerin igerisinde -80°C’de
dondurulmustur. -80°C’den buz iizerine ¢ikarilan hiicrelerin iizerine 500 pl sogutulmus
ve proteaz inhibitorii ilave edilmis RIPA (50 mM tris, %1 triton 100, %2 sodyum
deoxycholate, %0,2 SDS, 1mM EDTA) tamponu eklenmistir. Hiicre kaldiric1 (scraper)
ile hiicreler kaldirilmis ve pipet ile al ver yapilarak hiicrelerin iyiyce parcalanmasi
saglanmistir. Ardindan buz iizerinde ultrasonikatérde 20 saniye tutularak biitiin
hiicrelerin tamamen pargalanmasi saglamistir. Maksimum hizda 13.000 g’de +4°C’ de
15 dakikalik santrifiijiin ardindan siipernatan temiz bir tiipe alinmis ve sonrasinda

protein tayini yapilmstir.
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3.2.9 Protein tayini

Protein tayini i¢cin BCA (bikinkoninik asit) protein tayin kiti kullanilmigtir. BSA’dan.
2mg/ml, Img/ml, 750 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml hik standart protein
cozeltileri HPLC H,O icerisinde hazirlanmis ve Ikiser tekrar yapilarak standart protein
cozeltilerinden 25 er ul kuyucuklara dagitilmistir. Ayrica blank i¢in iki wele sadece
HPLC H,O ve sadece RIPA buffer konulmustur. Hiicre lizlarindan bir miktar alinmis
1/5 oraninda HPLC H,O ile diliie edildikten sonra 25' er ul 96 lik plate kuyucuklarina
ikiser tekrar yapilarak dagitilmistir. BCA Kkiti icerisindeki A ve B ajanlar1 1/50 oraninda
karigtirilip her bir kuyucuga 200 ul ilave edilmis ardindan 37°C’de 30 dakika karanlkta
inkiibasyona birakilmistir sonrasinda ise 562 nm‘de spektrofotometride okuma
yapilmigtir. Cikan degerler excelle aktarilmis ve standartlarin degerlerinden standart
egri grafigi excelle cizdirilmistir. Regrasyon tahmin denklemi excell tarafindan
hesaplanmistir. Ayrica r’ degeri de hesaplanmstir. r’ degeri nekadar 1’e yakinsa
sonuclar okadar giivenilir demektir. Denklem iizerinde y degeri yerine hiicre
lizatlarimizin absorbans degerleri yerlestirip x degerleri hesaplanmistir. X degeri herbir
Ornegin protein konsantrasyonunu gosteririr ancak bu deger diliisyon sonrasi degerdir.
Bu yiizden cikan sonuglar diliisyon faktorii ile carpilmalidir. Bu sekilde elimizdeki

hiicre lizatlarinin protein konsantrasyon degerleri hesaplanmistir.

3.2.10 LPS ve homosistein uygulanmis hiicrelerin uygulama sonrasi toplanan
besiyerlerinden TCA (tri kloro asetik asit ) ¢coktiirmesi ile protein eldesi

HUVEC hiicrelerine yapilan homosistein uygulamasindan sonra disart salgiladiklar
proteinleri besiyerinden elde etmek amaciyla yapilmistir. Besiyerindeki proteinler TCA
kullanilarak ve santrifiij edilerek c¢Oktiiriilmiistiir. Olusan pelletlerin aseton ile
yikanmasi yapilmistir. Uygulanan islemler soyledir; 3 ml hiicre siipernatanti tizerine 300
ul % 100 likk TCA eklenip. (6rnek miktarinin %10’u kadar %100 liikk TCA ilave edilir.)
hemen vortekslenmistir. Ardindan 15 dakika buz iizerinde bekletilip. 10 dakika
maksimum hizda santrifiij edilmistir. Pellet alinip siipernatant atilmistir. Alinan pellet
izerine yikama amaciyla 500 pl %100 soguk aseton konulup 10-15 dakika

vortekslenmis ve 5 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Pellet alinmis, siipernatant
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atilmigtir. Pellet tizerine 100 pl Ripa tamponu eklenip pellet icinde ¢ozdiiriilmiis ve

protein tayini yapilmisir.

3.2.11 Western blot

3.2.11.1 SDS(sodyum dodesil siilfat) poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) i¢in

Jelin Dokiilmesi

Kullanilacak jelin yiizdesine, sayisina ve miktarina bagh olarak hesaplamalar
yapitlmistir. Yiiriitme jeli olarak % 12’lik SDS PAGE hazirlanmigtir. 10 ml i¢in 3.264
ml H20, %30’ luk akrilamid (29.2 g akrilamid, 0.8 g bisakrilamid) stok ¢ozeltisinden 4
ml , 1.5 M tris tamponundan (pH 8.8 ) 2.532 ml, %10 SDS stok ¢ozeltisinden 100ul
konulmustur. Polimerizasyon reaksiyonunda baglatici olarak amonyum persiilfat (APS)
kullanilmigtir. Amonyum per siilfatin (APS) %10 olacak sekilde 30 mg tartilip 300 pl
H,O’da ¢oziilmiistir. 100 pl taze hazirlanmig APS ve 10 ul TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametilenetilendiamin) ilave edilmistir. Yiiriitme jeli kanstirilip uygun sekilde
yerlestirilmis camlar arasina her jel icin 5 ml hizlica polimerlesme gerceklesmeden
dokiilmiistiir. Uzeri % 20 izopropanol ile kapatilmistir. Jel polimerize olduktan sonra
izoproponol dokiillmiis ve distile su ile yikanmistir. Kurutma kagidi ile su iyice
kurutulmustur. Ust jel yani istifleme (stacking) jeli %35°lik hazirlanmistir. Total 4 ml
hacim icin 2.760 ml H,O, 657 pl %30 stok akrilamid, 500 pl 0.5 M tris tamponu (PH:
6.8) , 39 ul %10 SDS c¢ozeltisi, 39 ul taze hazirlanmis APS, 4 ul TEMED eklenmistir
Karistirilip yiiriitme jelinin {izerine dokiiliir ve iizerine ¢alismamiz i¢in uygun tarak

yerlestirilip polimerlesmesi beklenmistir.

3.2.11.2 Orneklerin hazirlanmasi

Hiicre lizatlann ve TCA c¢oktiirmesi ile elde edilen protein Ornekleri ayr1 ayr jelde
yiirtitiilmiistiir. Hiicre lizatlan jele yiiklenir iken her kuyucuga esit miktarda protein
yiikklemek olduk¢a Onemlidir. Bu yiizden hiicre lizatlarinin protein tayin sonuclarina

bakilip en az konsantrasyonda protein iceren hiicre lizat1 baz alinarak her kuyucuga esit
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miktarda protein gelecek sekilde hesaplama yapilip ardindan uygun miktarda hiicre
lizatlar1 6rnek tamponu (Laemmli tamponu) igerisinde 95°C’de 5 dakika kaynatilmustir.
Ornek tamponu 4% SDS, 20% gliserol, 10% 2-merkaptoetanol, 0.004% brom fenol
mavisi ve 0.125 M Tris HCl igerir. pH 6.8 civarindadir.

3.2.11.3 Jele orneklerin yiiklenmesi ve yiiriitillmesi

Jel tankinin igerisi yiirlitme tamponu (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS) ile
doldurulup Jel tankin igerisine yerlestirilmistir. Hazirlanan jelin taragi dikkatlice
cikarilip 6rnekler taraklarin olusturdugu kuyucuklara yiiklenmistir. Yiiriitme tamponunu
jelin her tarafina temas etmesi akimin ge¢mesi agisindan olduk¢a dnemlidir. Elektrotlar
dikkatlice gii¢ kaynagina baglanmis ve yiiriitme her jel i¢in 15 mili amperde yaklasik 2
saat olacak sekilde gerceklestirilmistir.

3.2.11.4 Proteinlerin PVDF membrana transferi

Jelin yiiriitmesi tamamlanmasinin ardindan jel dikkatlice cikarilmis ve jele uygun
bityiikliikte PVDF membran kesilmistir. PVDF membran 3-5 dakika metanolde
bekletilerek kuru olan membranin rehidrasyonunu saglanmistir. jel ve membran soguk
transfer tamponu (48 mM Tris, 39 mM glycine, 0.04% SDS, 20% methanol) icerisine
alimmig ve yaklagik 10 dakika yavasca calkalanmistir. Transfer esnasinda kullanilacak
kurutma kagidi ve siingerler transfer tamponunda 1slatilmistir. Transfer i¢in bio rad 1slak
transfer diizenegi kullanmilmistir. Proteinler eksi yiikle yiiklendikleri icin jelden
membrana gecisin eksiden artiya dogru olacagi goézoniinde bulundurulup jel ve
membran ona gore yerlestirilmistir. Kurutma kagitlar1 ve siinger hem alt hem iist kisma
yerlestirilip kurutma kagitlari, jel ve membran yerlestirildikten sonra hava kabarcig
kalmamasina 6zen gosterilmistir. Transferde tankin icine buz kalibi konulmustur.
Tankin igerisine kurutma kagidi, jel ve membram1 koydugumuz aparatlar yerlestirilip
giic kaynagina elektrotlar dikkatlice baglamip 100V’da 2 saat transfer
gergeklestirilmistir. Membrana transfer olmus protein bantlarim1 gérmek icin membran

ponceau S boyasiyla 5 dakika kadar boyanmis ve membrane distile H,O ile yikanmistir.
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3.2.11.5 Membranin bloklamasi

Membranla antikorlar arasindaki nonspesifik baglanmalari en aza indirmek igin
uygulanir. %5 yagsiz siit tozu PBS tween icerinde hazirlanmigtir. Kullanilan bazi
antikorlar siit tozu kullamldiginda iyi ¢alismadig icin bazi durumlarda bloklama igin
%5 BSA kullanmilmistir. Bloklama bir saat oda sicakliginda calkalyic1 iizerinde

gergeklestirilmistir.

3.2.11.6 Birincil antikor uygulamasi

Kullanilan primer antikorlar; EPCR poliklonal ascites, aktin, XBP1 (Santa Cruz sc7160)
, GRP78 (cell signaling 3183)’ dir. Membran 1/3.000 diliisyonunda hazirlanmig EPCR
antikoru ile 3 saat oda sicaklifinda inkiibe edilmistir. Diger antikorlar 1/1.000
diliisyonlarda hazirlanmistir ve gece boyu +4°C’de inkiibe edilmistir. Primer antikor

uygulmasinin ardindan membran 3 kez 10’ar dakika PBS tween ile yikanmaistir.

3.2.11.7 ikincil antikor uygulamasi

Burda 6nemli olan, birincil antikor ve ikincil antikorun aym hayvana karsi olmasidir.
Yani birincil antikor hangi hayvandan alindiysa ikincil antikorda da yine o hayvana ait
olmalidir. EPCR’ye kars1 farede iirettigimiz poliklonal antikor i¢in sekonder antikor
olarak HRP isaretli anti mouse IgG 1/5.000 oraninda diliie edilerek kullanilmistir. Aktin
antikoru icin de yine HRP isaretli anti mouse IgG (cell signaling 7076) 1/5.000
oraninda diliie edilerek kullanilmistir. XBP1 ve GRP78 icin anti rabbit IgG (cell
signaling 7074) 1/2.500 oraninda diliiye edilerek kullanilmistir. Diliisyonlar bloklama
cozeltisi yani %5 BSA PBS tween i¢inde yapilmistir. Sekonder antikor igerisinde
membran yaklasik 1 saat oda sicakliginda calkaliyici tizerinde bekletilip ardindan PBS

tween ile 3 kez 10’ar dakika yikanma yapilmistir.

45



3.2.11.8 Membranin goriintiilenmesi

SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate kiti igerisindeki luminol ve
peroksit iceren cozeltiler bire bir oraninda kanstirilmigtir. 250ul kadar membranin
izerine konup iizeri stre¢ film ile ortiilip karanlikta 5 dakika bekletilmistir. Bazi
durumlarda direk hi¢ bekletilmeden goriintii alinmistir. Goriintii Kodak 4000MM 1mage

Station cihazindan alinmstir.

3.2.11.9 Western blot sonuclarinin degerlendirilmesi

Western sonucu goriintiillenen aktin, EPCR ve ER stress belirteci proteinlerin bant
kalinliklar1 imaj J programi araciligiyla degerlendirilmis ve sayisal degerlere

dontistiriilmiistiir. Biitiin protein bantlar aktin ile normalize edilmistir.

3.2.12 SDS Poliakrilamid jel

%12 lik SDS page hazirlanmistir. Well basina 1 pg rekombinant EPCR yiiklenecek
sekilde laemmli i¢inde 6rnekler 95°C’de 5 dakika kaynatilip ardindan jele yiiklenmis ve
100 V’da 2 saat yiiriitiilmiistiir. Jeller coomasie brilliant blue r 250 ile boyanmadan 6nce
%20 izoproponol %10 asetik asit iceren fikasatif icinde 45 dakika fiksasyona
birakilmistir. Ardinda coomasi brilliant blue r 250 boyasi (3 g/L coomassie brilliant blue
r-250, %45 methanol, %10 glasiyel asetik asit, %45 dH,0) ile gece boyu boyanip. ertesi
giin fazla boyadan kurtulmak i¢in destain ¢ozeltisine (50ml glasiyel asetik asit, 100 ml
methanol, 370 ml H,O) alinip arka plandaki boya gidene kadar bekletilmis ve ardindan

jel goriintiilenmistir.
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4.ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Poliklonal antikor iiretimi

4.1.1 immiinizasyonda kullanilan Rekombinat endotelyal protein C reseptoriiniin

denatiire poliakrilamid jel goriintiisii

Ticari olarak alinan EPCR rekombinant proteinin (Assera Chrom) safligin1 kontrol
etmek icin %I12’lik denature poliakrilamid jelde EPCR rekombinant proteini
yuriitiilmiistiir. Proteinin saf oldugu SDS page’deki tek bant ile gosterilmistir. Ayrica
HUVEC lizat1 da kontrol icin jelde yiiriitiilmiistiir. EPCR rekombinat proteininin antijen

olarak kullanilmasinin uygun olduguna karar verilmistir.

1 2 3
218 kd
112 kd
83.3 kd 1.Prestain marker
2.Rekombinant EPCR
47 kd 3.Insan gobek kordonu ven
endotel hiicre (HUVEC) lizati
32.2 kd
25.3 kd
15.7 kd

Sekil 4.1 Rekombinant EPCR ve HUVEC lizati SDS PAGE goriintiisii
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4.1.2 Uretilen EPCR poliklonal antikorunun ELISA sonuclar:

Uc farenin immiinizasyona baslanmasindan yaklasik 30 giin sonra farelerin periton
boslugunda s1v1 birikimi olugsmaya baslanildigi gozlemlenmistir. Bu karin i¢i s1ivi serum
kadar EPCR’ye kars1 antikor bakimindan oldukca zengindir. Farenin karninda sislik
olusmaya bagladikca karin icinden bu sivi toplanmistir. Ayni zaman diliminde fareden
kan da alinmistir. Toplanan asciteslerin ELISA’s1 yapilmis ve ayni zaman diliminde

alimmus serum ile kiyaslanmistir.

Cizelge 4.1°de laboratuvarimizda yapilan EPCR poliklonal antikor serumlarinin ELISA
sonucunu yer almaktadir. Deney sonucunda negatif kontrol grubunun ortalama optik
dansite degeri +2SS (standart sapma) seklinde hesaplanmis ve standart sapma degeri
0,113 olarak hesaplanmistir. Bu degerin altindakiler negatif, iistiindekiler pozitif olarak
degerlendirilmistir. ELISA sonucunda 1/200.000 diliisyodaki pozitiflik ile EPCR
poliklonal antikor serumunun 1/200.000 diliisyona kadar calistig1 gosterilmistir. Ayrica
cizelge 4.2’de serumlarla aym giinlerde toplanan EPCR poliklonal asitlerin ELISA
sonucunu goriilmiistiir. EPCR poliklonal asitleri 1/160.000’e kadar pozitif reaksiyon
vermistir. EPCR poliklonal antikor serum ve asitlerini kiyasladigimizda poliklonal
asitin yani farenin periton boslugunda biriken sivinin antikor bakimindan nerdeyse
serum kadar zengin oldugunu goérmekteyiz. Negatif kontrol olarak ilgisiz bir antikor
olan beta aktin kullamilmsir. (cizelge 4.2) Pozitif kontrol olarak ticari EPCR antikoru
kullanilmig fakat bu antikorun aktivitesi diisiik oldugu i¢in yeterli pozitiflik
gozlenememistir. En iyi calisan poliklonal asit ¢izelge 3’deki 3.immiinizasyondan 15

giin sonrasinda alinan asittir ve sonraki deneylerde kullanilmak iizere se¢ilmistir.
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Cizelge 4.1 EPCR poliklonal serumlarin ELISA sonucu
[ ——

Imminizasyon ncesiserum |3+ imminizasvondan 4 gin sonra | 3+ imminizasyondan 10 gdn sonra

1/100 poli Klon serum 0817 3170 1146
1/1.000 pol klon serum 0131 3,106 319
110.000 poli klon serum 0115 23M 2243
1/100.000 polt kon serum 0,048 0303 02233
1/200.000 poli klon serum 0,047 0,163 0116
1/400.000 poli klon serum 0,048 0,088 0073
1/800.000 poltklon serum 0,076 0.076 0072
Nagatif kont. 0,097 0,066 0,061

Cizelge 4.2 EPCR poliklonal asitlerin ve ticari EPCR antikorunun ELISA sonuclar

3] mminzasyondan 4 ginsonez | 3+3imminizazyondant0gin sonr Ticart Anttkotlar

11100 pols lon asutes 5104 3 100 e EPCRatborw | 0507
/1000 pol: Klon setes 1760 3146 1100 tieart EP(Ratiborw | 0616
1110000 pol Hon aseitas 0993 1421 1200 e EPCRantiborw | 0,304
120,000 pol blon.acites 0,669 0,569 nezaitf kontrol 0062
140000 pol Hlon aseits 041 041 Vil betadktinantikons | 1034
180000 pol Flon asees 03 Al Vil betadktinantibons | 0033
1/160.000 pol: Kon setes 014 00%8 111000 beta aktin atbors | 0054
Negate kont, 0073 0063 nezattf konteol 0054

—
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Cizelge 4.3 EPCR poliklonal asitlerin ELISA sonuglari

2. imminizasyendan 28 gun sonra 3.imminizasyendan 15gunsonra  3+2 imminizasyondan 4 gUn sonra

1/100 poli klon ascites 3189 328 3104
/1000 poli Klon. aseites 2,948 3128 2,780
1/10.000 poli klon aseites 1,287 2143 0,995
1/20.000 poliklon aseites 0648 1,164 0,669
1/40.000 poli Kon aseites 0,380 07 0402
1/80.000 poliklon aseites 0,188 0417 0,334
1160.000 poli Klon ascites 0,116 0428 0174
Nazatif kont. 0,054 0,080 0,073

4.1.3 Antikor saflastirmasi

Sekil 4.2’de labratuvarimizda elde ettigimiz EPCR poliklonal asciteslerinin protein G

kolonuyla saflagtirilmasinin ardindan saf EPCR antikorlarinin denatiire poliakrilamid

jelde yiiriitiildiigii jel goriintiisii yer almaktadir. Antikor saflastirmasinin basariyla

gerceklestirildigi gosterilmistir.

AFir zincir

Hafif zincir

1.S181r gamma globiilini
2.Ticari EPCR antikoru
3.Saflastirilmis EPCR
poliklonal antikoru

4 Saflastinnlmis EPCR
poliklonal antikoru

Sekil 4.2 EPCR poliklonal asitlerin saflagtirma sonucu SDS PAGE goriintiileri
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4.1.4 Uretilen poliklonal antikorun western blot ile test edilmesi

Laboratuvarimizda iiretilen ve ardindan saflastinlan EPCR poliklonal asitlerinin
western blottaki basarisini test etmek amaciyla yapilan deneyde; rekombinant EPCR ve
HUVEC hiicre lizatlar1 SDS PAGE’de yiiriitiilmiistir. PVDF membrane aktarildiktan
sonra primer antikor olarak EPCR poliklonal asitleri kullamilmistir. Yapilan
optimizasyon caligsmalariyla antikorun western blot deneylerinde 1/6.000 diliisyonda

basariyla calistigi tespit edilmistir.

gpcr  |-Rekombinant EPCR proteini
G—— 2.HUVEC lizat
3.HUVEC lizat1

Aktin

Sekil 4.3 EPCR poliklonal asitinin western blot ile test edilmesi

4.2 insan Gobek Kordonu Ven Endotel Hiicrelerine (HUVEC) Homosistein
Uygulamasi ve Hiicredeki EPCR Diizeylerinin Western Blot ile incelenmesi

Insan gébek kordonu ven hiicreleri hiicre kiiltiirii ortaminda 6 saat ve 12 saatlik 1mM ve
5SmM dozlarda homosistein ile muamele edilmistir. Sonrasinda liziz edilen hiicrelerin
western blot ile EPCR diizeyleri incelenmistir. Deney sonucunda gerek 1mM, gerekse
5SmM homosisteinle 6 saat muamele sonucunda EPCR diizeylerinde artis
godzlemlenmistir. 12 saatlik homosistein uygulamasinda bu artis 6 saate gore biraz daha
fazladir. Ayrica 6 saatlik uygulama sonucunda doza bagli EPCR seviyesi cok
degismezken. 12 saatlik uygulamada doza bagli olarak EPCR seviyesinin arttigini

soylemek miimkiindiir.
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1. HUVEC PBS

— '-.l" -— EPCR 2. HUVEC 1mM hcy 6saat
3. HUVEC 5mM hcy 6 saat
— Aktin EPCR/aktin

HUVEC 5mM Hcy 6 saat
HUVEC 1mM Hcy 6 saat
HUVEC Hey (-)

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

Sekil 4.4 Homosistein uygulamasi (6 saat) sonucu EPCR protein ekspresyon
diizeyindeki degisim

1 2 3
1. HUVEC PBS
— —
p—— EPCR 2. HUVEC 1mM hcy 12 saat
3. HUVEC 5mM hcy 12 saat
R C— — Aktin EPCR/aktin
HUWEC Hey(-)

Sekil 4.5 Homosistein uygulamasi (12 saat) sonucu EPCR protein ekspresyon
diizeyindeki degisim

4.3 Homosistein Uygulamasindan Sonra hiicre Disina Salinan EPCR'nin (SEPCR)

Miktarimn Western Blot ile Gosterilmesi

Insan gobek kordonu ven endotel hiicreleri (HUVEC) deneyden 12 saat 6nce serum

achigina alinmistr. 1 mM ve 5 mM dozlarda 6. ve 12. saatlerde homosistein

muamelesinin ardindan hiicrelerin besiyerleri toplanarak protein ¢oktiirmesi yapilmistir.
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Elde edilen proteinler SDS-PAGE’de yiiriitiiliip ardindan membrana aktarilmis ve kendi
laboratuvarimizda yaptigimiz EPCR poliklonal antikorlariyla EPCR diizeyleri
incelenmistir. Deney sonucunda hiicrelerin disartya olduk¢a fazla miktarda EPCR
saldig1 tespit edilmistir. Ancak 1mM 6 saatlik homosistein uygulamasinda bu deger
oldukca diisiiktiir. Hiicre bu durumda hiicre disarisina EPCR  salimimini  diisiiriip
membrana bagli EPCR miktarini yiikseltip homosisteinin yarattigi stres ile bu sekilde
miicadele ediyor olabilir. Ya da bu doz ve zamanda membranda bagli bulunan

metalloproteazlar iizerinde de etki ediyor olabilir.

1. HUVEC PBS hiicre disina
—— e ——— salinan EPCR
2. HUVEC 1mM hcy 6 saat
hiicre disina salinan EPCR
180.000 EPCR 3. HUVEC 1mM hcy 12 saat
hiicre disina salinan EPCR
4. HUVEC 5mM hcy 6 saat
hiicre disina salinan EPCR
5. HUVEC 5mM hcy 12 saat
hiicre disina salinan EPCR

Sekil 4.6 Homosistein uygulamasi sonucunda hiicrelerin saldigi ¢coziiniir EPCR miktar

4.4 EPCR ifadesi Artirlmis Ve EPCR ifadesi Baskilanmus HUVEC'lerde

Transfeksiyon Deneyleri

Insan gobek kordonu ven endotel hiicrelerine (HUVEC) EPCR kodlayan (pZeoSV-
EPCR) ve kodlamayan (pZeoSV-Kontrol) vektorler ile ayrica shRNA pLKO.1-puro
vektorii ve kontrol vektoril ile stabil transfeksiyon yapilmistir. pZeoSV plazmidinin
secici antibiyotigi zeosin, shRNA pLKO.l-puro plazmidinin segici antibiyotigi

puromisin besiyerine eklendiginde plazmidi alan hiicreler canli kalirken digerleri
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Olmiistiir. Antibiyotikle secilim 4 hafta siirdiiriilmiis ve bu siirenin sonunda hayatta
kalan hiicreler stabil transfeksiyon kabul edilmis ve daha sonraki deneyler bu hiicrelerde

yapilmigtir. Sekil 4.7. a, b, c’de transfeksiyon sonrasinda cekilmis fotograflar yer

almaktadir.

a b c

Sekil 4.7. a. Transfeksiyon hemen sonrast HUVEC hiicresi, b. Secilim sonrasi 2. Giin
c.Secilim sonrasi 15.giin

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

EPCR’nin ifadesini engellemek amaciyla shRNA pLKO.I-EPCR vektorii ve bu
vektoriin  kontrolii olan pLKO.1-Kontrol vektorii ile transfeksiyon yapilmistir.
Transfeksiyon sonrasinda puromisin antibiyotigi ile 4 hafta siiresince se¢im yapilmustir.
Hayatta kalan hiicrelerle deneyler gerceklestirilmistir. 12 saatlik serum acligina alinan
hiicrelere 1 mM ve 5 mM'lik dozlarda, 6 ve 12 saatlik siirelerde homosistein
uygulandiktan sonra liziz edilen hiicrelerde western blot ile EPCR diizeylerine
bakildiginda (sekil 4.8) shRNA pLKO.1-EPCR ile transfekte olan hiicrelerin EPCR
diizeylerinde anlamli bir azalma gozlemlenenememistir. EPCR’yi etkili bir sekilde

susturma gerceklestirilememistir.
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1 2 3 4 5 &8

[ S o EPCR 1. HUVEC iEPCR PBS
—— 2. HUVEC iEPCR kontrol PBS
3. HUVEC iEPCR 1 mM hcy 6h
4. HUVEC IEPCR kontrol 1mM hcy 6 saat
s : 5. HUVEC iEPCR 5mM hcy 6saat
——, s aktin 6. HUVEC iEPCR kontrol 5mM Hey 6 saat
EPCR/ aktin

EPCR/Akun
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Sekil 4.8 EPCR’nin susuturuldugu hiicre modelindeki hcy uygulamasi ile degisen
EPCR protein seviyeleri

4.6 EPCR’yi Fazla Eksprese Eden Hiicre Modelinde ve Kontroliindeki
Homosistein Muamelesi Sonucu EPCR Seviyelerindeki Degisim

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

transfeksiyonu yapilmis HUVEC’lere hiicre kiiltiirii ortaminda farkli doz ve saatlerde

homosistein muamelesi sonucunda hiicreler liziz edilmis ve western blot ile EPCR

protein diizeyleri incelenmistir. Bunun sonucunda EPCR kodlayan vektorle transfekte

hiicrelerin EPCR protein miktarinin EPCR kodlamayan vektorle transfekte hiicrelerden

daha fazla oldugu sekil 4.9” de gosterilmistir. Bu deneyle fazla miktarda EPCR eksprese

eden hiicre modelinin basarili bir sekilde gerceklestigi ortaya ¢ikmistir. Olusturulmaya

calisgilan model ile homosisteine karsi artmig EPCR'nin nasil etki etkilendiginin

incelenmesi mumkiin olabilecektir.

55



1 2 3 4 5 6 1 .HUVEC pZeoSV kontrol PBS
2.HUVEC PzeosV EPCR + PBS
S——U ) O 8 3. HUVEC pZeoSV kontrol ImM hcy 6 saat
4 HUVEC PzeosV EPCR + ImM hcy 6 saat
5. HUVEC pZeoSV kontrol 5SmM hcy 6 saat
— — G ——— AL{in 6.HUVEC PzeosV EPCR+ 5mM hcy 6 saat

1 .HUVEC pZeoSV kontrol PBS

S o e o @mw  EPCR 2.HUVEC PzeosV EPCR + PBS
3. HUVEC pZeoSV kontrol ImM hcy 12 saat
Aki 4 HUVEC PzeosV EPCR + ImM hcy 12 saat
T R e e 5. HUVEC pZeoSV kontrol 5SmM hcy 12 saat
6.HUVEC PzeosV EPCR+ 5mM hcy 12 saat

B

EPCR/aktin

PzeoSV-EPCR+ SmM hcy 12 saat
PzeoSV- kontrol 5SmM hcecy 12...
PzcoSV-EPCR+ SmM hcy 6 saat
PzecoSV kontrol SmM hcy 6 saat
PzecoSV-EPCR+ 1mM hcy 12...
PzeoSVkontrol 1mM hcecy 12...
PzeoSV-EPCR+ 1mM hcy 6 saat
PzeoSV-kontrol 1mM hcy 6 saat
PzcoSV-EPCR+ hey(-)
PzeoSV kontrol hey (-)

m EPCR/aktin

o

0,5

[
—

.5 2

Sekil 4.9 EPCR kodlayan ve kodlamayan plasmid ile transfekte HUVEC’lere hcy
uygulanmasi sonucu EPCR protein seviyelerindeki degisim

4.7 EPCR’yi Fazla Eksprese Eden Hiicre Modellerinde ve Bunlarin kontrolleri
Hiicre Gruplarinda LPS ve Homosistein Muamelesi Sonucu EPCR
Seviyelerindeki Degisim

Lipopolisakkaritlerin (LPS) EPCR ekspresyonunu azaltici etkisi bilinmektedir
(PMID:19278590). Bu amacla shRNA deneylerinde cok basarili olmadigimizi

diistindiigiimiiz icin EPCR seviyelerini azaltan bir ajanla caligma yoluna gidilmistir.
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Fazla EPCR kodlayan (pZeoSV-EPCR) ve kodlamayan (pZeoSV-Kontrol) plazmidleri
ile transfekte HUVEC’ler hiicre kiiltiirtinde 1 saat 1 pg LPS muamelesi yapilmistir. Bu
siirenin sonunda hiicreler sicak PBS ile 2 kez yikanmistir. Ardindan 1 mM ve 5 mM'lik
dozlarda, 6 ve 12 saatlik siirelerde homosistein uygulandiktan EPCR diizeyleri

incelenmistir.

Gerek EPCR kodlayan (pZeoSV-EPCR) ve kodlamayan (pZeoSV-Kontrol) vektorlerle
transfekte hiicrelerde 5 mM 12 saatlik homosistein muamelesi sonucunda EPCR
seviyesinde bir azalma gozlemlenmistir. Homosistein doz miktar1 farkliliklarindan
etkilenmekle beraber LPS’in EPCR ekspresyonuna negatif yonde olan etkisi
goriilmiistiir (Sekil 4.9).
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— il ; j
b EPCR
— ———— ———
— Aktin
1.pZeoSV-kotrol + 10pg/ml LPS Hcy(-)
2.pZeoSV EPCR +10ug/ml LPS Hcy (-)
3. pZeoSV kotrol + 10ug/ml LPS 1mM Hcy 6saat
4.pZeoSV EPCR+ 10pg/ml LPS 1mM Hcy 6saat
5.pZeoSV kotrol+ 10ug/ml LPS 1mM Hcy 12saat
6. pZeoSV EPCR+10ug/ml LPS 1mM Hcy 12saat
7. pZeoSV kontrol+10ug/ml LPS 5SmM Hcy 6saat
8.pZeoSV EPCR+10ug/ml LPS 5SmM Hcy 6saat
9. pZeoSV kontrol+ 10ug/ml LPS 5mM Hcy 12 saat
10. pZeoSV EPCR+ 10pg/ml LPS 5mM Hcy 12 saat
EPCR/Aktin LPS'li
PzeosV EPCEA10pg/iml LPS Smld Hey 12 saat
pZeedW kontrol 10pg/ml LTS Smb Hey 12 saat
PzeosW EPCEA+ 10pgiml LPS SmMd Hey 6 saat
pZeodV kontrel 10pgiml LPS Smhd Hey 6 saat
PzeosV EPCRA+ 10pg/ml LPS 1mbd Hey 12 saat
pZeodV kontrol 10pgiml LPS lmM Hey 12 saat
PzeosVEPCE + 10pgiml LPS ImMd Hey € saat
pZeolV kontrel 10pgiml LPS 1mMhd Hey 6 saat
PzeosV EPCE + 10ugiml LP3 Hey(-)
pZeoSV kontrol 10pginl LPS Hey(-)
T T
0 0,5 1

Sekil 4.10 EPCR kodlayan ve kodlamayan pZeoSV-EPCR ve pZeoSV-kontrol ile
transfekte HUVEC’lerdeki LPS ve homosistein muamelesi sonucu EPCR
protein diizeylerindeki degisim

58



4.8 EPCR Kodlayan ve Kodlamayan Plasmid ile Transfekte HUVEC’lere LPS ve
Homosistein Muamelesi Sonucu Endoplazmil_( Retikulum Stresi
Belirteclerindeki Degisimin Western Blot ile Incelenmesi

EPCR kodlayan (pZeoSV-EPCR) ve kodlamayan (pZeoSV-Kontrol) vektorlerle
transfekte hiicrelere hiicre kiiltiiriinde LPS ve homosistein muamelesi ardindan western
blot ile hiicerelerin ER stress diizeyleri incelenmistir. ER stress diizeylerini incelemek
icin GRP78 ve XBP1s olmak iizere iki ER stres belirteci secilmis ve gerekli antikorlarla

bunlarin western blotlart yapilmistir.

EPCR'nin yiiksek miktarda iiretilmesi hiicre i¢inde GRP78’in de yiikselmesine neden
olmaktadir. Ancak diisiikk doz (1mM) ve (6 saat) zaman homosistein muamelesinin
ardindan GRP78 seviyesinde azalma meydana gelmistir. Daha yiiksek doz ve zaman
uygulamalarinda pZeoSV-EPCR ifade eden hiicrelerde GRP78’in pZeoSV-kontrol
iceren hiicrelerden daha fazla arttig1 gézlenmistir. Asir1 miktarda ifade edilen EPCR'nin
hiicreye ekstra yiik getirerek UPR’yi artirdig1 sOylenebilir, ancak homosisteinin GRP78
seviyelerine direk etkisi oldugu goriilmektedir. LPS ile muamele sonrasinda EPCR
dozlan diismesine ragmen homosisteinin etkisine bagli olarak daha yiiksek GRP78

diizeyi goriilmiistiir (Sekil 4.10).
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5. pZeoSV kontrol LPS(-) ImM Hcy 6 saat

6. pZeoSV kontrol LPS(-) ImM Hcy 12 saat

7. pZeoSV kontrol 10pg/ml LPS 5mM Hcy 6 saat
8. pZeoSV kontrol 10ug/ml LPS 5SmM Hcey 12 saat
9. pZeoSV kontrol LPS(-) SmM Hcy 6 saat

10. pZeoSV kontrol LPS(-) SmM Hcy 12 saat saat
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Hey(-)
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PzeosV EPCR+ 10ug/ml LPS 5mM Hcy 6...
pZeoSV kontrol 10ug/ml LPS 5mM Hcy 12...
pZeoSV kontrol 10ug/ml LPS 5mM Hcy 6...
PzeosV EPCR+ 10ug/ml LPS 1mM Hcy 12...
PzeosV EPCR + 10pug/ml LPS 1mM Hcy 6...
pZeoSV kontrol 10ug/ml LPS 1mM Hcy 12...
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pZeoSV kontrol LPS(-) Hcy(-)

GRP78/Aktin LPS'li

EPCR+ LPS(-)
Hey(-)

3. pZeoSV EPCR
+ 10pg/ml LPS
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1mM Hcy 12 saat
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EPCR+10pg/ml
LPS 5mM Hcy 12
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9. pZeoSV
EPCR+ LPS(-)
5SmM Hcy 6 saat
10. PzeosV
EPCR+ LPS(-)

5mM Hcy 12 saat

Sekil 4.11 EPCR kodlamayan bog pZeoSV ile transfekte HUVEC’lerdeki LPS ve
homosistein muamelesi sonucu GRP78 protein seviyelerindeki degisim




EPCR kodlamayan pZeoSV-Kontrol vektorii ile transfekte hiicrelerde homosistein'in
tetiklemesiyle birlikte doza ve zamana bagli olarak XBP1s’in protein seviyesinde artis
goriilmektedir. Bu hiicre i¢cinde ER stresin tetiklendiginin gostergesidir (Sekil 4.11).
EPCR kodlayan pZeoSV-EPCR plazmidi ile transfekte hiicrelerde ise XBP1s'in belirgin
Olciide azaldig goriilmektedir. LPS muamelesi ile EPCR'de de ayn1 patern korunmustur
(Sekil 4.11). XBP1s seviyesindeki bu sonug, bu hiicrelerde ER stresin azaldiginin

gostergesidir.
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Sekil 4.12 EPCR kodlamayan bos pZeoSV-EPCR ve control vektorii ile transfekte
HUVEC’ lerdeki LPS ve homosistein muamelesi sonucu XBP 1s protein
seviyelerindeki degisim
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S.TARTISMA

Degisik canlilarin immiin sistemlerinin kullanilmas1 ile olusturulan antikorlar
biyoteknolojik bir ara¢ olarak uzun zamandir kullanilmaktadir. Laboratuvarda
rekombinant olarak olusturulacak veya bir canlidan saflastirilacak proteinler baska
canlilar icin antijen Ozelligi gostermektedir ve konak canlinin immiin sistemini
tetiklemektedir. Bircok antijen ¢oklu epitoplar icerdiginden, antijene maruz kalindiginda
herbiri farkli antikor iireten cok sayida farkli B lenfosit klonlar1 olusur. Ortaya cikan
antikor karisimi antijen iizerindeki farkli epitoplan tanir. Bu karisim poliklonal antikor
olarak ifade edilir. Poliklonal antikorlar kan dolasiminda bulunurlar (Lodish vd. 2008).
Poliklonal antikor iiretimi i¢in endotelyal protein C reseptdrii rekombinant proteini ile
immiinize edilen Balb/c farelerin serumlarinda EPCR’nin farkli epitoplarina karsi cesitli
antikorlar bulunur. Antikor titresi 1/200.000’e geldiginde uygun poliklonal antikor elde
edilmis demektir ve deney sonlandirilarak terminal kan alinir. Elde edilen serum antikor
yoniinden olduk¢a zengindir. Bu yontem poliklonal antikor iiretiminde siklikla
kullanilan bir yontemdir. Ancak poliklonal antikor iiretimi icin fareyi kullanildiginda
kan voliimii total agirh@inin yaklasik %10’u kadar olacagindan ve kan alindiginda bir
defada bu miktarin ancak %10 kadar kan alinabilir. Bu da yaklasik 200 pl kadardir. Bu
miktar olduk¢a az oldugu icin ¢ok az miktarda antikor elde etmek miimkiindiir. Bu
sebepten dolay1 poliklonal antikor iiretiminde alternatif baska bir yontem de hayvanin
karin i¢i sivisindan antikor elde etmektir. Ascites adi verilen bu sivinin antikor
bakimindan zengin oldugu bilinmektedir (Harlow 1998). Karin iginin irritasyonu
saglamak ve sivi birikmesini saglamak amaciyla sik araliklarla EPCR rekombinant
proteininin adjuvan ile birlikte fareye intraperitonel enjeksiyonu yapilmistir. Bu sekilde
karin boslugunda antikor bakimindan zengin bir s1v1 toplanir bu siviya ascites denir. Bu
sekilde bir poliklonal antikor iiretimi yapilip 3 hayvandan 30 ml kadar ascites sivis1 elde
edilmistir. Western blot deneylerinde kullanilan bu antikor iceren sivi 1/6000 oraninda
optimal bir sekilde calismistir. Bu yontem ile az sayida hayvan kullanilarak c¢ok

miktarda ve kaliteli poliklonal antikor tiretilmistir.

Dayal vd. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada hiperhomosisteineminin Protein C

yolagini bozdugu fakat EPCR ile trombomodulin transkriptlerinde artis oldugu ortaya
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konulmustur. Yaptigimiz deneyler sonucunda literatiirle uyumlu olarak EPCR protein

diizeyinde artig gozlemlenmistir.

Aline ve arkadaglann 2012 yaptiklari caligmada akut hiperhomosisteineminin
pithtilasmay1 hizlandirdigi, fibrinojen seviyesinde artisa yol acgtigi goriilmiistiir. Dayal
vd. (2012)’de yaptiklar1 bir baska ¢alismada ise CBS mutant hiprehomosisteinemi
modelinde artan hcy’in endotelde hasara sebep olurken tromboz fenotipinin olugsmadigi
gozlemlenmistir. Bu calismayla hiperhomosisteineminin tek basina trombotik riski
arttirmadigl ancak hiicre i¢inde degisik bazi yolaklar1 uyarmis olabilecegi belirtilmistir
(Dayal vd. 2012). Bizim bulgularimizda da homosistein uygulamasina yanit olarak
hiicre digina salinan serbest EPCR diizeylerinde artis oldugu tespit edilmistir. Burada
tromboz olugsmamasinin sebebi hiicrenin hiperhomosisteineminin yarattigl stresten

kurtulmaya ¢alisirken protrombotik yolaklar1 baskilamasi olabilir.

Homosistein tarafindan indiiklenen ER stresi son zamanlarda oldukga ilgi cekmistir.
Disiilfit baglarinda meydana gelen olast bozulmalar ve endoplazmik retikuluma gelen
proteinlerin hatal islenmesine aracilik ederek, ER strese sebep oldugu diisiiniilmektedir
(Cheng vd. 2004). Artan ER stresin inflamatuvar yanmiti indiikledigi bilinmektedir
(Zhang vd. 2008). Yapilmis bir ¢calismada EPCR’nin normalden fazla iiretildigi fare
modelinde dis goriiniis olarak normal ve herhangi bir kendiliginden hemostaz problemi
goriilmeyip. E.coli infeksiyonlarina ve endotoksin muamelesine daha direngli hale
gelerek sepsis durumunda ¢ok Onemli bir hale gelmistir (Esmon vd. 2003). Son
giinlerde yapilmis in vivo bir ¢calismada farelerdeki LPS’ye bagli endotoksemi siiresince
damar biitiinligiini stirdirmek ve dokulardaki ddemin engellenebilmesi icin EPCR nin
gerekli oldugu sonucuna varilmistir (Drygalski 2013). EPCR ‘nin ise inflamasyon tizerine
koruyucu bir etkisini nasil gosterdigi tam olarak anlasilamamistir. Calismamizda, EPCR'nin
ER stres durumunu azaltarak olasi olarak organizmada koruyucu bir role sahip olup
olmadig1 incelenmistir. Bu soruya yanit aramak icin iki farkli model olusturulmaya
calistlmistir, EPCR miktarinin hiicre i¢inde artirilmast ve RNA interferans1 kullanilarak
EPCR sentezinin baskilanmasidir. Organizmanin her iki durumda da ER stresi ile olan

iligkisi anlasilmaya calisilmistir. RNA interferansi denemeleri sonucunda basarili bir sonug
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alinamamistir. EPCR miktarin1 artirmaya yonelik deney modelimizin basarili olarak

calistigini soylemek miimkiindiir.

Yapmis oldugumuz deneyler sonucunda elde ettigimiz verilerde HUVEC’lerde hem
LPS hem de homosistein muamelesi sonucunda EPCR seviyesinde ve bir ER stres
belirteci olan GRP78’de doza bagh bir artis godzlemlenmistir. EPCR miktarinin
artirilldigi modelde bu stres mekanizmasinin ana yonetim basamaklarindan olan XBP1
transkripsiyon faktoriiniin ise azaldigini sOylemek miimkiindiir. ER stres durumunda
GRP78’in ekspresyonunda artis gozlemlenir. Watson 2003’te yaptig1 bir calismada
GRP78 ekspresyonunu arttirmanin protrombotik potansiyelin baskilanmasi i¢in énemli
oldugunu gostermistir (Watson 2003). Hiperhomosisteinemi durumunda artan ER
stresin GRP78 ekspresyonunu arttirdigi ve bunun sonucunda prokoagiilan aktivitenin
baskilanip antikoagiilan aktiviteyi arttirdigi boylelikle de EPCR ekspresyonunun artmis
olabilecegini sodyleyebiliriz. Ayrica hiicre disina salinan serbest EPCR miktarinin da
artiyor olmasi, hiicrenin EPCR'yi kolay bir sekilde isleyerek hiicre disina yolladig

dolayisiyla endoplazmik retikuluma fazla yiik bindirmemesini saglayabilir.

EPCR hiicre membraninda bir G protein kenetli reseptor olan PARI ile yakin etkilesime
sahiptir ve PAR1 yolagi aktive oldugunda ERK/MAPK yolagimi uyarmaktadir. Bu
yolak ER stres ile de yakindan iliskilidir. EPCR/PARI1 etkilesimi MAPK sinyal iletim
yolagi lizerinden ER stresi azaltici ve hiicreyi oliimden koruyucu etkide bulunuyor

olabilir.

Sonu¢ olarak EPCR ekspresyonunun homosisteinden etkilendigi ve artan EPCR
seviyesinin hiicredeki stresi azaltarak hiicreyi homosisteinin zararli etkilerinden
korudugu gozlemlenmistir. EPCR ile vaskiiler hastaliklara dogrudan etkisi olabilecek
hiperhomosisteinemi arasinda iliski kurularak EPCR’nin hiicre i¢in koruyucu bir etkisi
endoplazmik retikulum stresi tizerinden ortaya ¢ikarilmis olabilecegi sonucuna varmak

miimkiindiir.
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