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       ÖZET 
 
 

               Eritropoetin’in SHSY-5Y Hücrelerinde Sinyalleme Mekanizmasının  

                   Proteomik Yöntemi İle İncelenmesi 

    Doç.Dr. Zübeyde Erbayraktar, Dokuz Eylül Üniversitesi 

        Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Sinir Bilimler Anabilim Dalı, 35340 İnciraltı, İzmir 

 

Eritropoetin (EPO), eritropoezi uyaran hematopoetik büyüme faktörü ve sitokindir. Son 20 

yılda EPO’nun hematopoetik etkileri dışında farklı organ ve sistemler üzerine etkileri olduğu 

ortaya konmuştur. Örneğin beyindeki nöronal ve glial hücrelerde kendisinin ve reseptörünün 

varlığı ortaya konmuş, sinir sisteminin gelişiminde, nöronal canlılığın devamında nöronal 

hasarın tamirinde kritik roller üstlendiği gösterilmiştir. EPO’nun nöroprotektif etkisinin olası bir 

mekanizması hücre içi pek çok proteinin ekspresyonunu etkilemesidir.  

Bu çalışmanın amacı, EPO’nun SHSY-5Y nöroblastoma hücre hattında protein 

ekspresyonuna etkisinin incelenmesidir. Bu sayede EPO’nun etkilediği hücre içi yolakların 

bulunmasıdır. Projemizde proteomik yaklaşım ile EPO’in protein düzeyinde yaptığı 

degişiklikler incelenmiştir. Bu amaçla nöronal bir hücre hattı olan SHSY-5Y hücre hattına EPO 

indüksiyonu uygulanıp bunun sonucunda ekspresyonu değişen proteinler 2D jel elektroforez ile 

ayrımlamış, ardından ekspresyon farkı bulunan proteinlerin analizi kütle spektroskopi yöntemi 

ile yapılmıştır. Araştırmanın sonuçlarına göre toplam 74 proteinin ekspresyonu EPO uygulaması 

ile değiştiği saptanmıştır. Ekspresyon değişimi 40 protein ekspresyonunda artış, 34 protein için 

azalma şeklindedir. Ekspresyon değişimi gösteren proteinlerin 35’i sadece 24 saat EPO 

uygulaması ile değişim gösterirken, 17’si sadece 48 saat EPO uygulaması ile ekspresyon 

değişimi göstermiştir. 22 proteinin ekspresyonu ise hem 24 saat hem 48 saat EPO uygulaması 

ile değişim göstermiştir. Ekspresyon değişimi gösteren proteinler için “reactome programı” 

kullanılarak yolak analizi yapılmıştır. Bu analiz sonrası EPO’nun hücre metabolizmasını, 

protein metabolizmasını, gen ekspresyonunu, RNA metabolizmasını ve mRNA işlenmesi ile 

ilgili yolakları etkilediği gösterilmiştir. 

 

Anahtar Sözcükler: Eritropoetin, SHSY-5Y Hücre Hattı, Protein Ekspresyonu, Proteomik
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         ABSTRACT 
 
 
 

                 The Investigation of The Effect of Erythropoietin on  

                  The Signaling Mechanism of SHSY-5Y Cell Line by Proteomic Method 

 

                                                     Assoc.Prof. Zübeyde Erbayraktar, Dokuz Eylul University 

                          The Institute of Health Sciences, Department of Neuroscience, 35340 Izmir 

 

Erythropoietin (EPO) is a hematopoietic growth factor and cytokine which stimulates 

erythropoiesis. In recent 20 years it’s been shown that EPO affects other systems. For instance, its 

receptor is expressed in the brain, neurons and the glial cells. EPO has a critical role in the 

development, maintenance, protection and repairment of the nervous system. A possible mechanism 

of EPO is alternation of protein expression.  

In this study, our aim is to investigate effect of EPO on protein expression in SHSY-5Y 

neuroblastoma cell line for finding intracellular pathways affected by EPO. For this purpose 

neuronal cell line SHSY-5Y has been induced by EPO and protein expression changes has been 

detected by 2D Gel electrophoresis and mass spectroscopy.  

According to results, EPO alters 74 protein expression (40 were increased, 34 were decreased). 

The levels of 35 proteins were changed by 24 EPO incubation, whereas 17 protein expressions were 

altered by 48 hours EPO incubation. Twenty two protein expressions were altered by both of 

incubation periods (24 and 48 hours). Altered proteins pathways analysed with “reactome software”.  

This analysis showed that EPO affects metabolism, protein metabolism, gene expression, RNA 

metabolism and mRNA processing pathways.   

 
 
 

Key Words: Erythropoietin, SHSY-5Y Cell line, Protein expression, Proteomic 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 
 

Eritropoetin (EPO), primer fonksiyonu hematopoetik dokularda eritrosit öncüsü 

hücrelerin apoptotik ölümünü baskılayarak eritrosit üretimini (eritropoez) uyarmak olan 

glikoprotein yapıda bir hormon ve sitokindir. 

Son yıllarda beyindeki nöronal ve glial hücrelerde kendisinin ve reseptörünün varlığı 

ortaya konmuştur. Hematopoetik dokular dışındaki dokularda da fonksiyonel EPO 

reseptörlerinin bulunması bu maddenin eritropoez dışında başka fonksiyonlarının  

da olabileceğini düşündürmüştür. EPO; sinir sisteminin gelişiminde, nöronal canlılığın 

devamında, nöronal hasarın tamirinde önemli roller üstlenir. Ayrıca EPO’nun iskemik, 

hipoksik, metabolik, nörotoksik ve eksitotoksik streste nöroprotektif etkisi olduğu 

gösterilmiştir. EPO’nun nöron koruyucu etkilerinin kesin mekanizması tam olarak bilinmese 

de hücre canlılığını arttırıcı yolakları uyardığı, anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu 

arttırdığı, hücre içi kalsiyum metabolizmasını düzenlediği, nitrik oksid üretimini azalttığı, 

glutamat salınımını baskıladığı, anjiyogenezi ve nörogenezi uyardığı, nörotrofik faktör 

sentezini arttırdığı, bu sayede anti-apoptotik, anti-oksidatif ve anti-inflammatuar etki 

gösterdiği bildirilmiştir. 

Eritropoetin, anemi tedavisinde kullanılan bir ilaçtır. Yapılan serebral iskemi, multiple 

skleroz ve şizofreni klinik çalışmalarında EPO uygulaması ile klinik bulgularda düzelme 

gözlenmiştir. EPO’nun kullanımını sınırlandıran en önemli yan etki hematopoetik etkileridir. 

Bunların en önemlisi eritropoez artışıdır. Bu nedenle EPO’nun sinyalleme mekanizmasının 

çok iyi bilinmesi büyük önem taşır. Bu bize EPO’nun yan etkilerini azaltabilmemizi 

sağlayacaktır. Son yıllarda EPO’ya benzer, ancak hematopoetik yan etkileri olmayan 

bileşikler geliştirilmektedir. 

Bu çalışmanın amacı, EPO’nun SHSY-5Y nöroblastoma hücre hattında post- 

transkripsiyonel düzeyde yaptığı degişikliklerin incelenmesidir. Bu amaçla nöronal bir hücre 

hattı olan SHSY-5Y hücre hattına EPO indüksiyonu uygulanıp bunun sonucunda ekspresyonu 

değişen proteinler proteomik yöntemleriyle incelenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. ERITROPOETIN 

 Glikoprotein yapıda bir hormon olan EPO’in primer fonksiyonu hematopoetik 

dokularda eritrosit öncüsü hücrelerin apoptotik ölümünü baskılayarak eritrosit üretimini 

(eritropoez) uyarmaktır (1, 2). Rekombinan EPO’in sentez edilmesinin ardından EPO 

kronik böbrek yetmezliği, yenidoğan prematüritesi, miyeloproliferatif hastalıklar, talasemi, 

kanser, kemik iliği transplantasyonu ve AIDS tablolarında görülen aneminin tedavisi 

amacıyla klinik kullanıma girmiştir (2). Ardından hematopoetik dokular dışındaki 

dokularda da fonksiyonel EPO reseptörlerinin bulunması bu maddenin eritropoez dışında 

başka fonksiyonları da olabileceğini düşündürmüştür (3-11).    

 

2.2. ERITROPOETIN RESEPTÖRÜ  

 Sinir sisteminde EPO ve reseptörünün ekspresyonu hipoksi ve metabolik hasar 

ile uyarılmaktadır (3). EPO reseptörü (EPOR) aracılığıyla gerçekleşen sinyalleme normal 

beyin gelişimi için gereklidir (12). EPO’in erişkin kemirgenlerde beyin ve omurilik iskemi 

modellerinde koruyucu olduğu gösterilmiştir (13-18). EPO in vivo yenidoğan kemirgen 

hipoksik-iskemik beyin hasarı modelinde de koruyucu etki göstermektedir (19-20). 

Deneysel parkinsonizm, etanol nörotoksisitesi, deneysel otoimmün ansefalomiyelit, 

subaraknoid kanama, intraserebral hematom, epilepsi, travmatik omurilik hasarı, periferik 

sinir hasarı, kafa travması, amiloid beta, haloperidol, glutamat, nitrik oksid (NO), hipoksi 

ve 6-hidroksidopamin (6-OHDA) gibi çeşitli nörotoksinlerle oluşturulan nörotoksisite gibi 

birçok in vivo ve in vitro modelde EPO’in nöronal hasara karşı koruyucu ya da hasarı 

azaltıcı etkisi son yıllarda gösterilmiştir (13, 21- 43). EPO deneysel iskemik stroke 

modelinde hasarın oluşumundan 2 hafta sonra verildiğinde bile uzun süreli 

değerlendirmede beyin dokusunda iyileşme sağlamaktadır (44). Son yıllarda gelişmiş ve 

gelişmekte olan ülkelerde stroke, Alzheimer Hastalığı, Parkinson Hastalığı, Multiple 

Skleroz, kafa travması, şizofreni gibi nörolojik ve nöropsikiyatrik hastalıklarda artış 

gözlenmektedir. Henüz etkin tedavileri bulunmayan bu hastalıklarda hastalık süreçlerinin 

temel mekanizmaları da kesin olarak aydınlatılamamıştır. EPO bu hastalıkların deneysel 

modellerinde etkili bulunmuştur. Stroke hastalarında yapılan sınırlı bir çalışmada 
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(Götingen EPO-stroke çalışması) EPO’in stroke tedavisinde etkin ve güvenilir olduğunu 

gösteren bulgular elde edilmiştir (45). 

 

EPO’in nöron koruyucu etkilerinin kesin mekanizması tam olarak bilinmese de 

hücre canlılığını arttırıcı yolakları uyardığı, antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunu 

arttırdığı, hücre içi kalsiyum metabolizmasını düzenlediği, nitrik oksid üretimini azalttığı, 

glutamat salınımını baskıladığı, anjiyojenezi ve nörogenezi uyardığı, nörotrofik faktör 

sentezini arttırdığı, antiapoptotik, antioksidatif ve anti-inflammatuar etki gösterdiği 

bildirilmiştir (3, 8, 9, 46 - 52). Ancak EPO’in bu etkilerinin mekanizmaları henüz tam 

olarak aydınlatılamamıştır.  

 2.3. ERİTROPOETİN’İN ANTİ-OKSİDAN ETKİSİ 

 Yukarıda değinilen ve EPO’in antioksidan etkisini destekleyen çalışmaların yanı 

sıra deneysel kafa travması ve hipoksik-iskemik hasar modellerinde EPO artmış lipid 

peroksidasyonunu ve NO düzeyini azaltmaktadır (35, 53). Ayrıca EPO preterm bebeklerde 

lipid peroksidasyonunu azaltmaktadır (54). Rat eritrositlerinde de EPO’in antioksidan 

etkisi bildirilmiştir (55).   

 

2.4. ERİTROPOETİN’İN ANTİ-İNFLAMATUVAR ETKİSİ 

 Deneysel intraserebral hemoraji modelinde EPO’in hematom çevresinde 

inflamatuvar hücre infiltrasyonunu ve proinflamatuvar sitokin (TNF alfa) gen 

ekspresyonunu azalttığı bildirilmiştir (31). Deneysel omurilik hasarı modelinde EPO’in 

mikroglial infiltrasyonu ve proinflamatuvar sitokin düzeyini azalttığı gösterilmiştir (56). 

Farelerde oluşturulan deneysel travmatik beyin hasarı modelinde EPO’in apoptotik hücre 

ölümüyle birlikte inflamasyonu azalttığı saptanmıştır (34). Yenidoğan rat hipoksi/iskemi 

modelinde EPO’in beyinde proinflamatuvar bir sitokin olan IL1beta düzeyini ve lökosit 

infiltrasyonunu azalttığı bildirilmiştir (51). Deneysel otoimmün ansefalomiyelit modelinde 

EPO’in inflamasyonu azaltarak yarar sağladığı gösterilmiştir (27). Bu modelde EPO 

omurilikte inflamatuvar hücre infiltrasyonunu ve proinflamatuvar sitokin (TNF ve IL6) 

düzeylerini azaltmaktadır (26). Deneysel fare otoimmün ansefalomiyelit modelinde EPO 

ve non-eritropoetik EPO türevleri klinik tabloyu düzeltmekte, omurilikte TNF, IL1beta ve 

IL1Ra düzeylerini, periferik kan mononükleer hücrelerinde interferon gamma düzeyini 

azaltmaktadır (29).  
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 EPO deneysel stroke modelinde infarkt hacmini, apoptotik hücre ölümünü ve 

inflamasyonu azaltmaktadır, in vitro EPO hipoksi ile indüklenen hipokampal nöron 

ölümüne karşı koruma sağlamaktadır (18). EPO deneysel stroke, otoimmün 

ansefalomiyelit, kafa travması ve kainat toksisitesi modellerinde tedavi edici etkili 

bulunmuştur. EPO kafa travması ve otoimmün ansefalomiyelit modelinde inflamasyonu 

azaltıcı etki de göstermiştir (13). MSS dışında başka dokuların hasar modellerinde ya da in 

vivo çalışmalarda da EPO’in anti-inflamatuvar etkisi gösterilmiştir. Deneysel kollajen ile 

indüklenen artrit modelinde EPO apoptotik kondrosit ölümünü, TNF alfa düzeyini, 

oksidatif hasarı ve inflamasyonu azaltmaktadır (57). Siklosporin ile oluşturulan deneysel 

nefropati modelinde EPO’in makrofaj infiltrasyonunu ve proinflamatuvar sitokin düzeyini 

azalttığı gösterilmiştir (58). EPO dializ hastalarından alınan polimorfonükleer lökositlerde 

in vitro phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) ile uyarılan süperoksid salınımını 

azaltmaktadır (59).  

 

2.5. ERİTROPOETİN’İN ANTİ-APOPTOTİK ETKİSİ  

 EPO eritroid öncüsü hücrelerde Fas-FasL aracılı apoptozu ve Fas ve FasL gen ve 

yüzey ekspresyonunu baskılamaktadır (52). EPO’in birçok in vivo ve in vitro nöronal hasar 

modelinde apoptotik hücre ölümünü azaltıcı etki gösterdiği bildirilmiştir (13, 15, 18, 19, 

23, 24, 26). EPO yenidoğan rat beyin iskemisi modelinde apoptotik hücre ölümünü ve 

buna eşlik eden kaspaz aktivasyonu ve sitokrom c salınımını ve infarkt hacmini 

baskılamaktadır. Bu etkilere STAT-5 aktivasyonu ve Bcl-2 artışı eşlik etmektedir (50). 

İskemik stroke hasta beyinlerinin otopsi incelemesinde infarkt çevresinde en fazla 

yoğunlaşan apoptotik hücrelerin Fas ve FasL ekspresyonu ile birlikteliği saptanmıştır. 

Nöronal EPOR ekspresyonu ise iskemik nöronal nekrozun şiddetiyle ters orantılı bir 

dağılım göstermektedir (60). Deneysel kapalı kafa travması modelinde EPO tedavisinin 

nöronal apoptozu ve kaspaz-3 ekspresyonunu azalttığı belirlenmiştir (34).  

 

 Bu çalışmanın amacı, SHSY-5Y hücrelerinde EPO’nun meydana getirdiği 

protein ekspresyon değişimlerinin geniş ölçekli belirlenmesi, bu ekspresyon 

değişimlerinden yola çıkarak EPO uygulamasının etkilediği hücreiçi yolaklarının ortaya 

konmasıdır.  

 



 

 

7 

 

 

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. ARAŞTIRMANIN TIPI 

        Deneysel nitelikte bir araştırmadır. 

 

3.2. ARAŞTIRMANIN YERİ VE ZAMANI 

        Bu araştırmanın deneyleri, Haziran 2012 ile Aralık 2013 tarihleri arasında Dokuz 

Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma Laboratuvarları (AR-LAB)’da 

gerçekleştirilmiştir. 

 

3.3. ARAŞTIRMA EVRENİ VE ÖRNEKLEMİ/ ÇALIŞMA GRUPLARI 

        Araştırmamız insan üzerinde yapılan bir çalışma değildir. 

        Çalışmamızın grupları şu şekildedir: 

- Kontrol grubu (n:6) 

- 24 saat Eritropoetin uygulanan grup (n:8) 

- 48 saat Eritropoetin uygulanan grup (n:8) 
 
 

3.4. ÇALIŞMA MATERYALI 

       Çalışmamızda pasaj 17’deki SHSY-5Y nöroblastoma hücre hattı kullanılmıştır. 

Almanyada bulunan, kısa adı DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen & 

Zellkulturen) olan “Biyolojik Materyal İçin Kaynak Merkezi”nden 2006’da alınmıştır. 

        Alım süreci firmalar aracılığı ile olmuştur. 
 
 

3.5. ARAŞTIRMANIN DEĞIŞKENLERI 

       Bu araştırmanın değişkenleri: 

  - Protein ekspresyon seviyeleri (bağımlı değişken) 

  - Eritropoetin (bağımsız değişken) 
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3.6. VERI TOPLAMA ARAÇLARI 
 

3.6.1. Hücre Kültürü  

Pasaj 15’deki SHSY-5Y nöroblastoma hücreleri -80
o
C’deki dondurucudan alınarak 

37
0
C’deki su banyosunda çözüldü. Ardından içindeki hücre süspansiyonu 6 ml besiyeri 

içeren falkon tüpe yavaşça aktarıldı. Tüp 1500 rpm’de 5 dk santrifüj edildikten sonra üst 

sıvı atıldı ve pelete 2 ml ortam eklendi. Hücreler iyice suspense edildikten sonra 

karışımdan örnek alınarak hücrelerin canlılığına bakıldı. % 90 canlılık yeterli kabul 

edildi. Tüpe 3 ml daha besiyeri eklendi. 5 ml’lik hücre süspansiyonu, içinde 5 ml ortam 

bulunan flaska aktarıldı. Ertesi gün ortam değiştirildi. Kültür kabı her gün invert 

mikroskop ile kontrol edildi, hücreler konfluent oldukları gün tripsin kullanılarak 

pasajlandılar.  

3.6.2. İn vitro Deney 

Pasaj 15’deki SHSY-5Y nöroblastoma hücreleri 75 cm
2
’lik hücre flasklarına 

(Greiner,USA) 3x10
6
 hücre/flask yoğunlukta olacak şekilde %89 DMEM/F12 (Sigma 

Aldrich, USA), %10 FBS ve %1 L-Glutamin içeren ortamla ekildi. Flasklar 24 saat süreyle 

37
o
C’de, %5 CO2’li ve nemli hava içeren etüvde (Revco, USA) inkübe edildi. 

İnkübasyonun ardından kontrol grubu (n:3) Optimem (serumsuz ortam) ortamına geçildi. 

24 saatlik EPO indüksiyonu uygulanacak grup (n:3), 48 saatlik EPO indüksiyonu 

uygulanacak grup (n:3) da Optimem ortamına geçildi. EPO indüksiyonu 1 U/ml dozda, 24 

ve 48 saat süreyle uygulandı. 

3.6.3. Protein İzolasyonu 

İn vitro deney sonrasında hücreler hücre kültür kaplarından hücre kazıyıcı kullanılarak 

kaldırıldı. 150g’de 5 dk santrifüj ile hücre peleti elde edildi. Soğuk 1 ml PBS ile hücreler 

resüspande edildi. 700 g’de 5 dk süren santrifüj ile hücre peleti elde edildi. Hücre lizisi 

proteaz inhibitörü içeren hücre lizis solüsyonu ile gerçekleştirildi. Örnek başına 100 μl 

hücre lizis solüsyonu eklendi. 15 dk’lık buz üzeri enkübasyon sırasında, 2-3 dk aralıklarla 

örnekler vortekslendi. Son aşamada 15.000 g’de 15 dk santrifüj ile örneklerden protein 

lizatı elde edildi. Analize kadar örnekler -80 
0
C’de saklandı. 
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3.6.4. Proteomik Analizi 

Proteomik analizi için AROS (Danimarka) firmasından hizmet alımı yapılmıştır. 

Proteomik analizi 2D jel elektroforezi ve kütle spektroskopisi ile yapılmıştır.  Bu yöntemde 

protein örnekleri 2 boyutlu jel elektroforezi ile ayrımlandı. Sonrasında gümüş boyama ile 

jeller boyandı. Koşullar arası fark dansitometrik ölçüm sonuçlarının istatiksel analizi ile 

gerçekleştirildi. Koşullararası fark gözlenen protein spotları jelden çıkartıldı. Kütle 

spektroskopi analizi ile peptid sekanslar belirlendi. Spotların peptid sekans verileri Mascot 

programı kullanılarak insan protein databaz verileri ile karşılaştırıldı. Böylece gruplararası 

ekpresyon farklılığı gösteren proteinlerin hangileri olduğu belirlendi. 

3.6.5. Hücre içi Yolak Analizi 

Bu amaçla reactome programı kullanılmıştır (http://www.reactome.org/). Bu programda 

“pathways analysis” bölümünde protein ekspresyonlarının hangi yolakları etkilediği, hangi 

proteinlerin bu süreçte yer aldığı, bu yolakta yeralan proteinlerin ne kadarını (%) etkilediği 

belirlenmiştir. Programın “analyse expression data” bölümünde ise ekspresyon değişimi 

gözlenen yolakların haritalanması yapılmıştır. Bu analizler için öncelikle 24 saatte ve 48 

saatte EPO uygulaması ile ekspresyonu değişen proteinler ve kat değişim oranları 

girilmiştir.  

 

3.7. ARAŞTIRMANIN PLANI VE TAKVİMİ 

İnvitro Deneyler Haziran 2012 - Eylül 2012 

Proteomiks Analizi Ekim 2012 - Aralık 2012 

Proteomiks Verilerinin Analizi Ocak 2013 - Haziran 2013 

Hücreiçi Yolakların Analizi Temmuz 2013 - Aralık 2013  

Verilerin Analizleri Ocak 2014 - Mart 2014 

Tez Yazım Nisan 2014 - Aralık 2014 

 

 

 

http://www.reactome.org/
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3.8. VERİLERİN DEĞERLENDİRİLMESİ 

Proteomik analizde jel dansitometrik analiz sonuçları gruplar arası karşılaştırmada Mann 

Whitney U testi kullanılmıştır. Tüm analitik değerlendirmelerde p<0.05 anlamlılık sınırı 

olarak kabul edilmiştir.  

3.9. ARAŞTIRMANIN SINIRLILIKLARI 

Bu araştırmada, nöron benzeri bir kanser hücre dizisi olan SHSY-5Y hücre hattı 

kullanılmıştır. EPO’nun nöron hücrelerindeki proteinlerin ekspresyon değişimlerine olan 

etkisinin “primer nöron kültürü” veya “diferansiye nöron hücre kültürü” gibi hücreler 

üzerinde incelenmesi sonucunda daha ayrıntılı bilgilerin elde edilebileceği 

öngörülmektedir.   

3.10. ETİK KURUL ONAYI 

Dokuz Eylül Üniversitesi Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik Kurulu tarafından          

21 Haziran 2012 tarih, 562-GOA protokol numaralı ve 2012/22-17 sayılı karar ile bu 

araştırma, etik açıdan uygun görülmüştür.   
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4. BULGULAR 

 

4.1. PROTEOMIK ANALIZINDE EPO UYGULAMASI ILE EKSPRESYONU     

       DEĞIŞEN PROTEİNLER 

 

       Araştırmamızın sonuçlarına göre toplam 74 proteinin ekspresyonu EPO uygulaması 

ile değiştiği saptandı. Ekspresyon değişimi 40 protein ekspresyonunda artış, 34 protein için 

azalma şeklindeydi. Ekspresyon değişimi gösteren proteinlerin 35’i sadece 24 saat EPO 

uygulaması ile değişim gösterirken (Tablo 1 ve 2), 17’si sadece 48 saat EPO uygulaması 

ile ekspresyon değişimi gösteriyordu (Tablo 3). 22 proteinin ekspresyonu ise hem 24 saat 

hem 48 saat EPO uygulaması ile değişim gösterdi (Tablo 4 ve 5). 

 

 

Tablo 1: Sadece 24 saat EPO uygulaması ile ekspresyonu artan proteinler  
 

PROTEİN ADI 

Uniprot 

no Kontrol ort EPO 24h ort 

Kat 

değişimi 

neuroleukin [Homo sapiens] 
P06744 

0,246 0,784 3,186992 

WD repeat domain 1 [Homo sapiens] 
O75083 

0,181 0,439 2,425414 

40S ribosomal protein S12 [Homo sapiens] 
P25398 

0,376 0,864 2,297872 

DBH protein [Homo sapiens] 
P09172 

0,271 0,605 2,232472 

aralar2 [Homo sapiens] 
Q9UJS0 

0,204 0,453 2,220588 

zinc finger protein 207 isoform a [Homo sapiens] 
O43670 

0,136 0,299 2,198529 

ATP synthase subunit gamma, mitochondrial isoform H (heart) precursor 

[Homo sapiens] 

P36542 

0,172 0,375 2,180233 

growth regulated nuclear 68 protein 
P17844 

0,114 0,241 2,114035 

non-POU domain-containing octamer-binding protein isoform 1 [Homo 

sapiens] 

Q15233 

0,509 0,994 1,952849 

Chain A, Crystal Structure Of Human Paics, A Bifunctional Carboxylase 
And Synthetase In Purine Biosynthesis 

P22234 
0,352 0,657 1,866477 

hnRNP 2H9B [Homo sapiens] 
P31942 

0,132 0,246 1,863636 

elongation factor Tu [Homo sapiens] 
P49411 

0,537 0,999 1,860335 

Coiled-coil domain containing 51 [Homo sapiens] 
Q96ER9 

0,114 0,211 1,850877 

prelamin-A/C isoform 2 [Homo sapiens] 
P02545 

0,11 0,203 1,845455 

Phosphoserine aminotransferase 1 [Homo sapiens] 
Q9Y617 

0,313 0,577 1,84345 

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B isoform a [Homo sapiens] 
Q99729 

0,255 0,468 1,835294 

non-POU domain containing, octamer-binding [Homo sapiens] 
Q15233 

0,199 0,365 1,834171 

GMP synthase [glutamine-hydrolyzing] [Homo sapiens] 
P49915 

0,13 0,238 1,830769 

 

 

 

 

 
 

 

 

http://www.uniprot.org/entry/P06744
http://www.uniprot.org/entry/O75083
http://www.uniprot.org/entry/P25398
http://www.uniprot.org/entry/P09172
http://www.uniprot.org/entry/Q9UJS0
http://www.uniprot.org/entry/O43670
http://www.uniprot.org/entry/P36542
http://www.uniprot.org/entry/P17844
http://www.uniprot.org/entry/Q15233
http://www.uniprot.org/entry/P22234
http://www.uniprot.org/entry/P31942
http://www.uniprot.org/entry/P49411
http://www.uniprot.org/entry/Q96ER9
http://www.uniprot.org/entry/P02545
http://www.uniprot.org/entry/Q9Y617
http://www.uniprot.org/entry/Q99729
http://www.uniprot.org/entry/Q15233
http://www.uniprot.org/entry/P49915


 

 

12 

 

Tablo 2: Sadece 24 saat EPO uygulaması ile ekspresyonu azalan proteinler  
 

PROTEİN ADI 
Uniprot 
no Kontrol ort EPO 24h ort 

Kat 
değişimi 

pyruvate kinase [Homo sapiens] P14618 0,25 0,047 0,188 

heat shock cognate 71 kDa protein isoform 1 [Homo sapiens] P11142 0,255 0,049 0,192157 

glutathione S-transferase-P1c [Homo sapiens] P09211 0,211 0,045 0,21327 

gamma subunit of CCT chaperonin [Homo sapiens] P49368 0,112 0,024 0,214286 

chaperonin containing TCP1, subunit 5 (epsilon) [Homo sapiens] P48643 0,148 0,033 0,222973 

elongation factor 1-alpha 1 [Homo sapiens] P68104 0,154 0,037 0,24026 

MTHSP75 [Homo sapiens] P38646 0,14 0,04 0,285714 

L-lactate dehydrogenase A chain isoform 1 [Homo sapiens] P00338 0,083 0,024 0,289157 

heat shock cognate 71 kDa protein isoform 1 [Homo sapiens] P11142 0,079 0,023 0,291139 

polypyrimidine tract-binding protein 1 isoform a [Homo sapiens] P26599 0,098 0,031 0,316327 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Homo sapiens] P04406 0,383 0,129 0,336815 

polyadenylate binding protein II [Homo sapiens] P11940 0,106 0,043 0,40566 

Hsp89-alpha-delta-N [Homo sapiens] P07900 0,201 0,084 0,41791 

Chain A, Human Glyoxalase I With Benzyl-Glutathione Inhibitor Q04760 0,256 0,107 0,417969 

KH domain-containing, RNA-binding, signal transduction-associated protein 

1 [Homo sapiens] 

Q07666 

0,087 0,038 0,436782 

ATP synthase subunit alpha, mitochondrial precursor [Homo sapiens] P25705 0,107 0,047 0,439252 

HNRPF protein [Homo sapiens] P52597 0,066 0,035 0,530303 

 
 

 

 
 

Tablo 3: Sadece 48 saat EPO uygulaması ile ekspresyonu değişen proteinler 
 

PROTEİN ADI 
Uniprot 
no Kontrol  ort 

EPO 48h 
ort 

Kat 
değişimi 

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R isoform 2 [Homo sapiens] 
Q99729 

0,069 0,162 2,347826 

CDC10 homolog [Homo sapiens] 
Q16181 

0,166 0,384 2,313253 

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, alpha subunit 1, 

cardiac muscle [Homo sapiens] 

P25705 

0,424 0,96 2,264151 

S3 ribosomal protein [Homo sapiens] 
P23396 

0,616 1 2,146104 

aconitate hydratase, mitochondrial precursor [Homo sapiens] 
Q99798 

0,093 0,198 2,129032 

aldehyde dehydrogenase [Homo sapiens] 
P05091 

0,191 0,386 2,020942 

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B isoform a [Homo sapiens] 
Q99729 

0,149 0,299 2,006711 

MLL septin-like fusion protein [Homo sapiens] 
Q9UHD8 

0,118 0,225 1,90678 

peroxiredoxin-4 [Homo sapiens] 
Q13162 

0,122 0,039 0,319672 

actin, cytoplasmic 1 [Homo sapiens] 
P60709 

0,291 0,101 0,347079 

prohibitin-2 isoform 2 [Homo sapiens] 
Q99623 

0,157 0,055 0,350318 

cytochrome c oxidase subunit 5A, mitochondrial precursor [Homo sapiens] 
P20674 

0,307 0,109 0,355049 

keratin 1 [Homo sapiens] / PEA-15 [Homo sapiens] 
P04264 

0,282 0,113 0,400709 

thioredoxin domain-containing protein 12 precursor [Homo sapiens] 
O95881  
 0,152 0,066 0,434211 

small nuclear ribonucleoprotein F [Homo sapiens] 
P62306 

0,775 0,375 0,483871 

 Mutant Human Thioredoxin And A  PeptideTarget Site In Human Nfkb 
 

0,192 0,1 0,520833 

 prelamin-A/C isoform 2 [Homo sapiens] 
P02545 

0,157 0,085 0,541401 

 
 

 

 
 

 

http://www.uniprot.org/entry/P14618
http://www.uniprot.org/entry/P11142
http://www.uniprot.org/entry/P09211
http://www.uniprot.org/entry/P49368
http://www.uniprot.org/entry/P48643
http://www.uniprot.org/entry/P68104
http://www.uniprot.org/entry/P38646
http://www.uniprot.org/entry/P00338
http://www.uniprot.org/entry/P11142
http://www.uniprot.org/entry/P26599
http://www.uniprot.org/entry/P04406
http://www.uniprot.org/entry/P11940
http://www.uniprot.org/entry/P07900
http://www.uniprot.org/entry/Q04760
http://www.uniprot.org/entry/Q07666
http://www.uniprot.org/entry/P25705
http://www.uniprot.org/entry/P52597
http://www.uniprot.org/entry/Q99729
http://www.uniprot.org/entry/Q16181
http://www.uniprot.org/entry/P25705
http://www.uniprot.org/entry/P23396
http://www.uniprot.org/entry/Q99798
http://www.uniprot.org/entry/P05091
http://www.uniprot.org/entry/Q99729
http://www.uniprot.org/entry/Q9UHD8
http://www.uniprot.org/entry/Q13162
http://www.uniprot.org/entry/P60709
http://www.uniprot.org/entry/Q99623
http://www.uniprot.org/entry/P20674
http://www.uniprot.org/entry/P04264
http://www.uniprot.org/entry/O95881
http://www.uniprot.org/entry/P62306
http://www.uniprot.org/entry/P02545
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Tablo 4: Hem 24 saat hem de 48 saat EPO uygulaması ile ekspresyonu artan proteinler 
 

PROTEİN ADI 
Uniprot 
no 

Kontrol 
ort 24 h ort 48 h ort 

24 h kat 
değişimi 

48 h kat 
değişimi 

sideroflexin-3 [Homo sapiens] 
Q9BWM7 

0,099 0,344 0,399 3,474747 4,030303 

cyclophilin [Homo sapiens] 
P23284 

0,054 0,15 0,137 2,777778 2,537037 

Chain A, Human Mitochondrial Nad(P)-
Dependent Malic Enzyme 

Q16798 
0,061 0,157 0,125 2,57377 2,04918 

78 kDa gastrin-binding protein [Homo sapiens] 
P40939 

0,505 1.117 1.197 2,211881 2,370297 

2-phosphopyruvate-hydratase alpha-enolase 
[Homo sapiens] 

P06733 
0,099 0,218 0,156 2,20202 1,575758 

lamin A/C [Homo sapiens] 
P02545 

0,084 0,177 0,159 2,107143 1,892857 

ATP:citrate lyase [Homo sapiens] 
P53396 

0,039 0,079 0,085 2,025641 2,179487 

RecName: Full=ES1 protein homolog, 

mitochondrial; AltName: Full=Protein GT335; 

AltName: Full=Protein KNP-I; 
Flags: Precursor 

P30042 
 

0,119 0,24 0,24 2,016807 2,016807 

laminin-binding protein [Homo sapiens] 
P08865 

0,557 1.055 0,934 1,894075 1,67684 

actin-related protein [Homo sapiens] 
P61163 

0,348 0,657 0,569 1,887931 1,635057 

translation initiation factor eIF3 p40 subunit 
[Homo sapiens] 

O15372 
0,142 0,261 0,263 1,838028 1,852113 

PAPS sunthetase [Homo sapiens] 
O43252 

0,143 0,258 0,267 1,804196 1,867133 

aldolase A [Homo sapiens] 
P04075 

0,208 0,373 0,518 1,793269 2,490385 

poly(ADP-ribose) polymerase [Homo sapiens] 
P09874 

0,142 0,232 0,372 1,633803 2,619718 

 

 

 
 

 
 

 

Tablo 5: Hem 24 saat hem de 48 saat EPO uygulaması ile ekspresyonu azalan proteinler 
 

PROTEİN ADI 
Uniprot 
no 

Kontrol 
ort 24 h ort 48 h ort 

24 h kat 
değişimi 

48 h kat 
değişimi 

actin, alpha skeletal muscle [Homo sapiens] 

P68133 

0,584 0,087 0,108 0,148973 0,184932 

mutant beta-actin (beta'-actin) [Homo sapiens] 

P60709 

0,344 0,063 0,122 0,18314 0,354651 

chaperonin (HSP60) [Homo sapiens] 
P10809 

0,389 0,126 0,168 0,323907 0,431877 

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 

[Homo sapiens] 

P68104 

0,205 0,067 0,073 0,326829 0,356098 

Chain A, Structure Of Rho Guanine Nucleotide 
Dissociation Inhibitor 

P52565 
0,242 0,082 0,094 0,338843 0,38843 

stathmin isoform a [Homo sapiens] 
P16949 

0,63 0,314 0,081 0,498413 0,128571 

acireductone dioxygenase 1[Homo sapiens] 

Q9BV57 

0,114 0,069 0,039 0,605263 0,342105 

calcium-regulated heat stable protein CRHSP-24 
[Homo sapiens] 

Q9Y2V2 

0,122 0,098 0,061 0,803279 0,5 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

http://www.uniprot.org/entry/Q9BWM7
http://www.uniprot.org/entry/P23284
http://www.uniprot.org/entry/Q16798
http://www.uniprot.org/entry/P40939
http://www.uniprot.org/entry/P06733
http://www.uniprot.org/entry/P53396
http://www.uniprot.org/entry/P08865
http://www.uniprot.org/entry/P61163
http://www.uniprot.org/entry/O15372
http://www.uniprot.org/entry/O43252
http://www.uniprot.org/entry/P04075
http://www.uniprot.org/entry/P09874
http://www.uniprot.org/entry/P68133
http://www.uniprot.org/entry/P60709
http://www.uniprot.org/entry/P10809
http://www.uniprot.org/entry/P68104
http://www.uniprot.org/entry/P52565
http://www.uniprot.org/entry/P16949
http://www.uniprot.org/entry/Q9BV57
http://www.uniprot.org/entry/Q9Y2V2
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4.2. ANLAMLI DEĞİŞİM GÖSTEREN mRNA’LARIN YER ALDIĞI YOLAKLAR 

 

24 ve 48 saatte ekspresyonu değişen proteinler için “reactome programında” analiz 

yapıldığında EPO’nun hücre metabolizmasını, protein metabolizmasını, gene 

ekspresyonunu, RNA metabolizmasını ve mRNA işlenmesi ile ilgili ana yolakları 

etkilediği gösterildi (Şekil 1 ve 2). EPO uyarımı ile bu ana yolaklarda yeralan alt yolaklar 

ve bu yolaktaki değişen proteinler Tablo 6 ve 7’de verilmiştir. 

 

 

 

 

 
 

Şekil 1: 24 saat için reactome analiz sonucu: Bu pencerede 24 saatte ekspresyonu değişen     

              proteinlerin hangi ana yolakta yeraldığı gösterilmektedir. 

 
 
 

 

 
 

 
 

Şekil 2: 48 saat için reactome analiz sonucu: Bu pencerede 48 saatte ekspresyonu değişen    

              proteinlerin hangi ana yolakta yer aldığı gösterilmektedir. 
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Tablo 6: 24 saat EPO uyarımı ile SHSY-5Y hücrelerinde ekspresyonu değişen proteinlerin     

               yeraldığı alt yolaklar  
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Tablo 7: 48 saat EPO uyarımı ile SHSY-5Y hücrelerinde ekspresyonu değişen proteinlerin   

               yeraldığı alt yolaklar 
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       Şekil 3: EPO’nun 24 saat uygulaması ile SHSY-5Y hücrelerinde 24 saatte % olarak  

                     en fazla protein değişiminin görüldüğü protein katlanma yolağının grafiği:  

                     Bu yolakta % 8 oranında protein değişimi saptanmıştır. 
 

 

 
 

 

 

 

       

         Şekil 4: EPO’nun 48 saat uygulaması ile SHSY-5Y hücrelerinde 24 saatte % olarak   

                       en fazla protein değişiminin görüldüğü nörotransmitter temizlenme    

                       yolağının grafiği: Bu yolakta % 16 oranında protein değişimi saptanmıştır. 
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5. TARTIŞMA 

 Bu çalışmada nöronal bir hücre hattı olan SHSY-5Y hücrelerinde EPO 

uygulaması ile değişen proteinler proteomik gibi global bir yaklaşımla ilk kez incelenmiş 

oldu. Araştırmamızın sonuçlarına göre EPO’nun genel hücre metabolizmasını, protein 

metabolizmasını, gene ekspresyonunu, RNA metabolizmasını ve mRNA işlenmesi ana 

yolaklarında yer alan toplam 74 proteinin ekspresyonunu değiştirdiği saptandı. Ekspresyon 

değişimi 40 protein ekspresyonunda artış, 34 protein için azalma şeklindeydi. Ekspresyon 

değişimi gösteren proteinlerin 35’i sadece 24 saat EPO uygulaması ile değişim gösterirken, 

17’si sadece 48 saat EPO uygulaması ile ekspresyon değişimi gösteriyordu. 22 proteinin 

ekspresyonu ise hem 24 saat hem 48 saat EPO uygulaması ile değişim gösterdi. 

 

Neuroleukin 24 saat EPO uygulaması ile en fazla ekspresyon artışı gösteren 

proteindi. Kontrole göre EPO uygulaması Neuroleukin protein ekspresyonunu 3 kat 

arttırdı. Neuroleukin ilk kez 1998 yılında fare tükrük bezinde varlığı keşfedilen bir 

nörotrofik faktördür (61). Spinal kord nöronlarını ve kas hücrelerinin yaşamının devamını 

destekleyici fonksiyon görür. EPO‘nun nöronal hücrelerde nöron koruyucu etkilerine 

aracılık etmesi olası bir proteindir.  

Pyruvate kinase, glikoliz ve glikoneogenezde rol oynayan enzim yapıda bir 

proteindir (62). Çalışmamızda SHSY-5Y hücrelerinde EPO uygulaması ile ekspresyonu 24 

saatte en fazla azalan proteindir. Literatürde EPO’nun bu protein ekspresyonunu 

etkilediğine dair bir yayına rastlanmamıştır. Bununla birlikte reactome analizi EPO’nun 24 

saatte glukoz metabolizması ile ilgili 16 proteinin ekspresyonunu, 48 saatte ise 6 proteinin 

ekspresyonunu değiştirdiğini göstermiştir. 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R, nükleer yerleşimli ve mRNA 

taşınmasında ve stabilitesinin sağlanmasında görevli bir proteindir (63). SHSY-5Y 

hücrelerine 48 saat EPO uygulaması ile en fazla ekspresyonu artan protein idi. EPO’nun bu 

protein ekspresyonuna etkisi ilk kez bu çalışmada gösterilmiş bir bulgudur.  

Sideroflexin-3, EPO’nun hem 24 hemde 48 saat uygulaması ile SHSY-5Y 

hücrelerinde ekspresyonu en fazla artan proteindir. Bu protein anemi ilişkili, iyon 
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taşınmasında görevli sideroflexin ailesinin bir üyesidir (64). EPO’nun bu protein 

ekspresyonuna etkisi ilk kez bu çalışmada gösterilmiş bir bulgudur.  

Aktin hücre iskelet protein ailesinin bir üyesidir. Çalışmamızda SHSY-5Y 

hücrelerinde hem 24 hem de 48 saat EPO ile ekspresyonu en fazla azalan proteindir. 

Kortikal nöron kültüründe 12 saat 0.5 U/ml EPO preconditioning uygulaması ile bu 

proteinin ekspresyonunda artış bildirilmiştir (65).  Bu çalışma ile bulgularımızın 

uyuşmamasının nedeni EPO uygulamasındaki farklardan kaynaklanıyor olabilir. Bu 

çalışmamızdaki EPO dozu 1 U/ml, enkübasyon süresi 24 ve 48 saat idi.  

 Çalışmamızda SHSY-5Y hücrelerinde EPO uygulaması ile ekspresyon azalışı 

saptanan Statmin proteini nöronal gelişimde de rolü olan hücre iskelet proteinidir (66). 

Kortikal nöron kültüründe EPO preconditioning uygulaması ile de çalışmamızın sonuçları 

ile benzer bir şekilde bu proteinin ekspresyonunda azalma olduğu bildirilmiştir (65).  

Ayrıca tek doz intraperitoneal 10.000 U/kg dozda EPO uygulanan fare beyinlerinde de 

statmin proteininde azalma saptandığı bildirilmiştir (67).  

 

 Çalışmamızda SHSY-5Y hücrelerinde EPO uygulaması ile ekspresyon değişimi 

gösteren Hsp 70, ATP sythetase, eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 

proteinlerinde kortikal nöron kültüründe EPO preconditioning uygulaması ile ekspresyon 

değişimi bildirilmiştir (65). Translation elongation factor 1 alpha 1 düzeyi hem bizim hem 

de Meloni ve arkadaşlarının çalışmasında EPO uygulaması ile azalma gösterirken; ATP 

synthetase ekspresyonunda azalma saptandı.  Çalışmamızda SHSY-5Y hücrelerinde EPO 

uygulaması ile ekspresyonu azalan Hsp 70 proteini kortikal nöron kültürü çalışmasında 3 

spotta artış 1 spotta ise azalma şeklinde değişim göstermiştir (65).  

 

SHSY-5Y hücrelerinde EPO uygulamasının etkilediği sinyal alt yolakları 

incelediğimizde öne çıkanlar glukoz metabolizması, protein ve mRNA metabolizması 

olduğunu görüyoruz. Ayrıca EPO uygulaması ile ekspresyonu değişen proteinlerin hücre 

iskeleti ve mitokondrial kökenli proteinler olması da diğer önemli bir bulgudur.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Araştırmamızın sonuçlarına göre EPO, SHSY-5Y hücre hattında 74 proteinin 

ekspresyonunu değiştirmektedir. Bu protein ekspresyon değişimlerinden 35’i sadece 24 

saatte, 17’si sadece 48 saatte ve 22’si her iki sürede değişim göstermiştir. SHSY-5Y hücre 

hattında EPO uygulaması ile ekspresyonu değişen proteinlerin yolak analizi sonuçları da 

EPO’nun glukoz metabolizması, protein ve mRNA metabolizmasını, hücre iskelet ve 

mitokondrial proteinleri etkilediğini göstermiştir.  

Bu projenin kapsamı dışında olmakla birlikte EPO’nun etki mekanizmasında 

araştırılması gereken noktalardan birisi epigenetik değişikliklerdir. Eritropoetin’in 

epigenetik mekanizmalardan birisi olan mikroRNA ekspresyonunu etkilediği bilinmektedir 

(68). Ancak metilasyona olan etkisi az çalışılan konulardan birisidir. Çalışmamızda 

saptadığımız EPO uygulaması ortaya çıkan protein ekpresyon değişimleri EPO’nun 

metilasyona yaptığı etki ile ortaya çıkabilir. İleriki çalışmalarda EPO’nun metilasyona 

etkileri incelenebilir. 

 Gelecekte yapılabilecek bir başka çalışma ise EPO türevleri ile proteomik 

çalışmalarının yapılmasıdır. EPO’nun hematopoetik sistemde varolan yan etkileri 

nedeniyle geliştirilen non-eritropoetik EPO türevleri, nöroprotektif etkili moleküllerdir. 

Onların etki mekanizmalarının belirlenmesi oldukça önem taşımaktadır. Bu EPO 

türevlerinden birisi olan asialoEPO’in 80 ng/gr dozda Wistar sıçanlara uygulanmasından 4 

saat sonra elde edilen beyin örneklerinden proteomik analizi gerçekleştirilmiştir (69).       

In vivo asialoEPO’nun sinaptik nöromediatör salınımında görevli olan SNAP-25 isimli 

proteinin ekspresyonunu azalttığı saptanmıştır. Diğer EPO türevleri ile de benzer 

çalışmalar gelecekte yapılabilir. 
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