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Amaç: Endoplazmik Retikulum (ER), protein katlanması ve işlenme-
si yanı sıra Ca+2 ve glikojen deposu ve hücre membran lipidlerinin 
biyogenezi gibi fonksiyonlara sahiptir. Hipoksi, viral enfeksiyonlar, 
yanlış protein katlanmaları, protein birikimleri ve bazı kimyasallar 
hücrede, ER stresine sebep olarak katlanmamış protein yanıtı (UPR) 
sistemlerini devreye sokmaktadır. Bu kimyasallardan biri olan Tu-
nikamisin, asparajin-bağlı glikoproteinlerin sentezinin ilk adımında 
görev alan GPT (GlcNAc fosfotransferaz) enzimini inhibe ederek 
hücrede ER stresine sebep olan bir antibiyotiktir. Bu çalışmada, ER 
stresini in vitro araştırmak için en uygun deney şartlarının belirlen-
mesi amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem: HEK293 hücre hattı uygun kültür koşullarında 
çoğaltılarak 5 farklı dozda (0,5-1-2-5 ve 10 µg/mL), 12 saatlik Tuni-
kamisin uygulanmıştır. 1-2-4-8 ve 12 saatlik sürelerle ışık mikrosko-
bunda morfolojik değerlendirilmeleri yapılmıştır. Normal HEK293 
hücreleri ile 0,5 ve 1 µg/mL Tunikamisin uygulanan hücrelerden to-
tal RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapılmıştır. Tunikamisin uygu-
lamasının ER stres açısından değerlendirilmesi için UPR sistemin-
den seçilen CHOP, BiP, GADD34, ATF4, EDEM1, ASK1, XBP1 (spliced, 
unspliced ve total), TRAF2, HERP, PDIA4 genlerinin qRT-PCR yöntemi 
ile gen ekspresyonları normal hücrelere göre kıyaslanmıştır.

Bulgular: Tunikamisin uygulamasından 1-2-4-8 ve 12 saatlik ışık mik-
roskobunda HEK293 hücrelerinin morfolojilerinin sadece 0,5 ve 1 µg/
mL konsantrasyonlarda korunduğu gözlenmiştir. Diğer dozlarda ise 
daha ilk saatten hücrelerin morfolojik yapılarının bozulduğu gözlen-
miştir. qRT-PCR yöntemi ile UPR-ilişkili genlerden BiP, ASK1, PDIA4, s-x-
BP1, us-XBP1, t-XBP1, HERP ve CHOP rölatif kantitasyon değerlerinde 
Tunikamisin uygulanmış HEK293 hücrelerin normal hücrelere göre 
anlamlı bir artış saptanmıştır. ASK1 ile aynı yolaktan olmasına rağmen 
TRAF2 geni rölatif kantitasyon değerinde azalma gözlenmiştir. 

Sonuç: HEK293 hücrelerinde ER stresinin oluşturulabilmesinde 0.5 
ve 1 µg/mL’lik  Tunikamisin uygulaması uygun bulunmuştur. Daha 
yüksek dozların HEK293 hücrelerini apoptoza yönlendirdiği düşü-
nülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Endoplazmik retikulum stresi, tunikamisin, 
HEK293 hücreleri, katlanmamış protein yanıtı

Objective: Among the functions of the Endoplasmic Reticulum 
(ER) are many different reactions that include the regulation of 
protein folding and modifications in the lumen, as well as the use 
of Ca+2 and glycogen storage, the biogenesis of cell membrane 
lipids. ER homeostasis becomes unbalanced and is recognized as 
ER stress by the cell. It triggers Unfolded Protein Responce (UPR) 
systems. Hypoxia, viral infections, unfolded protein accumulation, 
and some chemicals cause ER stress. Among the chemicals, tuni-
camycin is an antibiotic known to induce ER stress in the cell by 
inhibiting the enzyme GlcNAc phosphotransferase (GPT), which is 
involved in the first step of synthesis of asparagine-linked glyco-
proteins. The aim of this study is to determine the optimal experi-
mental conditions for investigating ER stress in vitro.

Material and Method: The HEK293 cells were cultured at the appro-
priate culture conditions and treated with five different doses (0.5, 1, 
2, 5, and 10 μg/mL) of tunicamycin for 12 hours. The morphology of 
the cells was evaluated with a light microscope for 1, 2, 4, 8, and 12 
hours. The total RNA isolation and cDNA synthesis were performed 
from normal and treated HEK293 cells with 0.5 and 1 μg/mL of tuni-
camycin. Expressions of CHOP, BiP, GADD34, ATF4, EDEM1, ASK1, XBP1 
(spliced, unspliced and total), TRAF2, HERP, and PDIA4 selected from 
the UPR system were compared to normal cells for the evaluation of 
ER stress via tunicamycin application by qRT-PCR

Results: After 1, 2, 4, 8, and 12 hour observations using light micros-
copy after treatment of tunicamycin, the morphology of HEK293 
cells were preserved at concentrations of only 0.5 and 1 μg/mL. In 
all other doses, the morphological structures of the cells were ob-
served to be impaired within the first hour. Relative quantitation val-
ues of BiP, ASK1, PDIA4, s-xBP1, us-XBP1, t-XBP1, HERP, and CHOP were 
increased significantly on HEK293 cells treated with tunicamycin as 
commpared to normal cells. Despite ASK1 being in the same path-
way, a decrease of TRAF2 relative quantitation was observed.

Conclusion: It was found that the appropriate doses to induce ER 
stress with tunicamycin utilizing an HEK293 cell culture were 0.5 
and 1 μg/mL. Higher doses are thought to lead to cell apoptosis.

Keywords: Endoplasmic reticulum stress, tunicamycin, HEK293 
cells, unfolded protein response
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GİRİŞ

Endoplazmik Retikulum (ER) hücre dışına salgılanan ve memb-
ran geçişli proteinlerin sentezini, uygun katlanmasını ve işlen-
mesini sağlayan organeldir (1). ER lümeni içerisinde homeas-
tazın bozulmasıyla protein katlama sürecinin yavaşlaması ve 
hataya açık olması hücre tarafından ER stresi olarak algılan-
maktadır (2). Bu strese hipoksi, viral enfeksiyonlar, yanlış pro-
tein katlanmaları, protein birikimleri ve bazı kimyasallar sebep 
olmaktadır (3, 4). Tunikamisin, asparajin-bağlı glikoproteinlerin 
sentezinin ilk adımında görev alan GPT (GlcNAc fosfotransferaz) 
enzimini inhibe eden bir antibiyotiktir (5). Hücrelere Tunikami-
sin uygulaması, glikoproteinlerin birikmesine sebep olarak ER 
stresine yol açarak Katlanmamış Protein Yanıtı (İng., “Unfolded 
Protein Response”, UPR) sistemini devreye sokmaktadır (2). UPR; 
protein parçalayıcı enzimlerin, transkripsiyon faktörlerinin ve 
kinazların olduğu IRE1 (İng., “Inositol-Requiring Protein 1”), PERK 
(İng., “PKR-like ER kinase”) ve ATF6 (İng., “Activating Transcription 
Factor 6”) proteinlerince kontrol edilen üç ana sinyal iletim yo-
lağından meydana gelmektedir. Her üç yolak da ise BiP/GRP78 
(İmmunoglobin bağlayıcı protein/Glikoz düzenleyici protein 
78) adlı şaperon protein tarafından kontrol edilmektedir. ER 
stresi olduğunda BiP proteininin baskısı ortadan kalkmakta ve 
üç ana yolak aktif hale gelmektedir (6).

IRE1, ER stresinde oto-fosforile olarak aktifleşmektedir ve C-ter-
minal ucundaki endoribonükleaz aktivitesi sayesinde XBP1’in 
(X-kutu bağlayıcı protein 1) kesilerek transkripsiyon faktörüne 
dönüşmesini sağlamaktadır.  XBP1 mRNA’sının kesimi ile protein 
katlanması veya degredasyonundan sorumlu ERAD (İng. “ER-as-
sociated protein degradation”) genlerinden EDEM1 (İng., “ER-deg-
radation-enhancing-α-mannidose-like protein 1”), PDIA4 (İng., 
“Protein Disulfide Isomerase Family A Member 4”), HERP’in (İng., 
“homocysteine inducible ER protein with ubiquitin like domain 1”) 
transkripsiyonunu artırmaktadır (7). IRE1-TRAF2-ASK1 kompleksi 
oluşumu ile apoptoz ile ilişkili Bcl proteinleri devreye girmektedir 
(8). RIDD (İng., “Regulated IRE1-dependent Decay”) mekanizması 
ile IRE1 proteini, miRNA ve XBP1 mRNA’sına benzer bir katlanma 
gösteren mRNA’ları, CTGCAG dizilerinden kesime uğratır (3).

Otofosforile olarak aktifleşen PERK, eIF2α’nın fosforillenmesini 
sağlamaktadır. Fosforile eIF2α; genel translasyonun azalmasını 
ve ters olarak ATF4’ün (İng., “Activation Transcription Factor 4”) 
translasyonuna sebep olmaktadır (9). ATF4 ise apoptoza yön-
lendirici CHOP’u (İng. “C/EBP homologous protein, CCAAT-enhan-
cer-binding protein homologous protein”) ve eIF2α’nın fosforile 
kalmasını sağlayan GADD34’ün (İng., “Growth Arrest And DNA-Da-
mage-Inducible 34”) transkripsiyonunu sağlamaktadır (10).

ATF6 (90 kDa) proteini SP1 ve SP2 proteazlarca kesilerek aktif-
leşmektedir. Kesilen ATF6’nın N-terminal ucu b-ZIP transkripsi-
yon faktörü olarak nükleusa hareket etmekte (2) ve genom üze-
rinde CRE, ERSE I ve ERSE II elementlerine bağlanarak CHOP, BiP 
ve HERP genlerinin transkripsiyonunu artırmaktadır (11).

Bu çalışmada, pek çok hastalık patogenezinin temelinde geli-
şen ER stresini in vitro araştırmak için en uygun deney şartları-

nın belirlenmesi amaçlanmıştır.   Bunun için, HEK293 hücrele-
rinde Tunikamisin ile oluşturulacak ER stresi için uygun dozun 
belirlenmesi ve hücrenin ER strese yanıttaki görev alan genlerin 
ifade düzeylerinin belirlenmesi planlanmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM

HEK-293 (ATCC® CRL-1573) hücrelerinin kültürü ile yapılan de-
neysel bir çalışma olduğu için etik kurul onayı alınmamıştır.

Hücre Kültürü
Morfolojisi epitel olan HEK293 hücre hattı 1973 yılında nor-
mal insan embriyonik böbrek hücrelerinin Adenovirüs-5 ile 
transforme edilmesiyle üretilmiştir (12).  Hücrelerin ışık mik-
roskobundaki morfolojisi birbirlerine ağımsı bağlantılar ile 
bağlanmış yassı adherent tipindedir. HEK293 hücreleri, DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) içinde %10’luk fetal sığır 
serumu (FBS) ve %1’lik Anti-Anti bulunan solüsyonda 37˚C ve 
%5 CO2 ortam şartlarında kültüre alındı. Tunikamisin (Sigma, 
T7765) 1 mg/mL DMSO stok içinde çözdürüldü, DMSO’nun et-
kisini en aza indirmek için ara stok 100 µg/mL’lik konsantras-
yonda kültür medyumunda hazırlandı. 

Tunikamisin ile ER Stresi Oluşturulması
HEK293 hücreleri 24-kuyulu kültür kaplarına, hücre sayıları yak-
laşık 50.000 olacak şekilde ekildi. Medyumda 0.5-1-2-5 ve 10 
µg/mL konsantrasyonlarda Tunikamisin olması için 500 µL’lik 
kültür medyumunda 100 µg/mL’lik Tunikamisin ara stoğundan 
sırasıyla 2.5-5-10-25 ve 50 µL eklendi. Kültür medyumu ile bir 
gün hücrelerin 24-kuyulu platelere yapışması beklendikten 
sonra medyum uzaklaştırılarak hücrelere farklı konsantrasyon-
larda Tunikamisin içeren kültür medyumu eklendi. Normal hüc-
relerde sadece taze kültür medyum değişimi yapıldı. Hücreler 
37˚C ve 5% CO2 içeren inkübatörde 12 saat bekletildi. 1-2-4-8 
ve 12. saatlerde ışık mikroskobunda boyama yapılmaksızın 4x 
ve 40x merceklerle morfolojik incelemesi ışık mikroskobunda 
(Olympus, MSAC Ltd, U.K.) yapıldı.  

RNA İzolasyonu ve cDNA Sentezi
0,5 ve 1 µg/mL konsantrasyonda Tunikamisin uygulanmış hüc-
reler ile normal hücrelerin RNA izolasyonları gerçekleştirildi. 
İzolasyon, GeneJET RNA Pürifikasyon Kiti (Thermo Fisher Scien-
tific, USA) kullanılarak, minör değişiklikler ile ticari kitin pro-
tokolüne göre uygulandı. RNA kalitesi ve miktarı Nano-Drop 
(Thermo Fisher Scientific, USA) kullanılarak değerlendirildi. 
cDNA sentezi 100 ng total RNA ve iScript cDNA sentez kiti (Bio-
rad, USA) kullanılarak gerçekleştirildi.

Kantitatif Gerçek Zamanlı PCR Yöntemi
UPR sisteminden seçilen CHOP, BiP, GADD34, ATF4, EDEM1, ASK1, 
XBP1 (spliced, unspliced ve total), TRAF2, HERP, PDIA4 genleri-
nin 0,5 ve 1 µg/mL Tunikamisin uygulaması yapılmış hücreler 
ile normal hücrelerindeki ekspresyon seviyeleri kantitatif ger-
çek zamanlı PCR (qRT-PCR) yöntemi ile LightCycler 480 (Roche 
Applied Science) cihazı ve 480 SYBR Green-I Master Kit (Roche, 
Mannheim, Germany) kullanılarak analiz edildi. XBP1 transkripti 
ER stresi durumunda IRE1 proteinin endoribonükleaz aktivitesi 
ile kesime uğrayarak transkripsiyon faktörüne dönüştüğü için bu 
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genin kırpılma varyantı (s-XBP1), kesime uğramayan us-XBP1 ve 
her iki transkripti tanıyan (t-XBP1) ileri primer dizileri, Oslowski 
ve ark. (2) çalışmasındaki gibi sipariş edildi.  Şekil 1’de gösterildi-
ği gibi her üç ileri primere aynı geri primer ile PCR yapıldı. XBP1 
primerleri gibi CHOP transkriptine özgü primer dizileri de aynı 
kaynak çalışmadan kullanıldı (2). Diğer genlere ait primerler in-

ternet tabanlı Universal ProbeLibrary Assay Design Center (Roche 
Molecular Systems, Inc., Almanya) programı ile kontrol edilerek 
belirlendi (13). Her bir primer dizisi internet tabanlı OligoAnaly-
zer 3.1 (Integrated DNA Technologies, Inc., ABD) programındaki 
algoritmalara göre analiz edildi (14). Primer dizileri Tablo 1’de 
listelendi. Genlerin ekspresyon seviyelerinin karşılaştırılması için 
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Şekil 1. XBP1 mRNA’sının kesim işlemi ve kesilen-kesilmeyen transkriptlere özgü tasarlanan 3 farklı ileri primer ile geri primerin şematik 
gösterimi

Tablo 1. UPR ile ilişkili ve endojen kontrol genlerin ileri ve geri primer dizileri

Transkriptler İleri Primer Geri Primer Ürün Uzunluğu

BiP gct gag gct tat ttg gga aag tta ggc cag caa tag ttc cag 112 bç.

CHOP aga acc agg aaa cgg aaa cag a tct cct tca tgc gct gct tt 67 bç.

GADD34 gaa acc cct act cat gat ccg aaa tgg aca gtg acc ttc tcg 83 bç.

ATF4 ggt tct cca gcg aca agg tcc aac atc caa tct gtc cc 118 bç.

EDEM1 tct acc cac tga gac cag ag cgt acc cac act tga ctt ttg 135 bç.

PDIA4 gcg agt ttg tca ctg ctt tc atg gag tca aag gtc ttt ccc 118 bç.

TRAF2 aag att gaa gcc ctg agt agc cag atg aag acc cca tcg tag 131 bç.

ASK1 cac cat tac cga aga gaa ggg gcg tag act atc cca taagtg c 135 bç.

HERP ggt tta agg caa agg gaa gttc aaa gct gaa gcc acc cat ag 142 bç.

s-XBP1 ctg agt ccg aat cag gtg cag atc cat ggg gag atg ttc tgg 59 bç.

us-XBP1 cag cac tca gac tac gtg ca atc cat ggg gag atg ttc tgg 76 bç.

t-XBP1 agc caa ggg gaa tga agt gag atc cat ggg gag atg ttc tgg 123 bç.

GAPDH tgg gtg tga acc atg aga ag gag tcc ttc cac gat acc aaa g 125 bç.

β-Aktin gac cca gat cat gtt tga gac c tgg tgg tga agc tgt agc c 252 bç.



GAPDH ve β-Aktin endojen kontrol genlerinin ekspresyon sevi-
yelerinin ortalaması kullanıldı. Tunikamisin uygulanmış hücrele-
rin normal HEK293 hücrelere göre rölatif kantitasyon (değişim 
katsayısı; “fold change” değerleri) değerleri, 2^-Ortalama Delta 
Delta Ct değeri hesabı ile elde edildi.

Hedef genlerin ifade düzeyleri, 2’li gruplarda “student-t” testi 
ile istatistiksel olarak SPSS yazılımı Versiyon 21.0 (IBM Corp.; Ar-
monk, NY, USA) kullanılarak karşılaştırıldı. Anlamlılık için p<0,05 
değeri alındı.

BULGULAR

Hücrelerin 1-2-4-8 Saatlik Morfolojik Görüntüleri
Tunikamisin uygulaması yapıldıktan 1 saat sonra alınan ilk 
görüntülerde yalnızca 0,5 ve 1 µg/mL dozlarındaki hücrelerin 
yaşamlarını sürdürdüğü ve HEK293 hücrelerine özgü morfolo-

jilerini devam ettirdikleri saptandı (Şekil 2). 2, 4, 8 ve 12 saatlik 
süreçlerde de hücrelerde morfolojik bir değişme saptanmadı. 
Total RNA izolasyonu için morfolojileri stabil kalan 0,5-1 µg/mL 
konsantrasyonlarda Tunikamisin uygulanmış hücreler ile nor-
mal HEK293 hücreleri kullanıldı (Şekil 3). 

UPR ile İlişkili Genlerin qRT-PCR Yöntemi ile Analizi
Tunikamisin uygulaması ile ER stresi oluşturuldu. Tunikamisin 
0,5 ve 1 μg/mL doz uygulanmış hücrelerin normal hücrelere 
göre sırayla UPR sistemi genlerinden BiP (24 ve 33 kat), us-X-
BP1 (7 ve 10 kat), s-XBP1 (8 ve 14 kat), t-XBP1 (6 ve 9 kat), ASK1 
(1.5 ve 4 kat), ATF4 (1 μg/mL’de 2 kat), PDIA4 (14 ve 40 kat), 
HERP (14 ve 28 kat) ve CHOP (20 ve 112 kat) ifade düzeylerinde 
artış saptandı. TRAF2 geni ifade düzeyinde her iki dozda da 5 
katlık azalma saptandı (Tablo 2). 
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Şekil 2. Tunikamisin uygulamasından 1 saat sonra hücrelerin ışık mikroskobundaki 4x büyütmedeki görüntüleri. 0.5 μg/mL (a) ve 1 μg/
mL (b) Tunikamisin uygulanmış hücrelerde morfolojik değişim gözlenmedi. Diğer dozlarda ise (c, d, e) ise morfolojilerini kaybettikleri 
ve yüzeye tutunmadıkları gözlendi

Şekil 3. Tunikamisin uygulamasından 12 saat sonra RNA izolasyonu için seçilen hücrelerin ışık mikroskobundaki 40x büyütmedeki 
görüntüleri



Her üç ana yolağın kontrolünü sağlayan BiP geninin mRNA ifa-
de düzeyinde, Tunikamisin uygulaması (0,5 ve 1 µg/mL) yapıl-
mış hücrelerde kontrole göre yaklaşık 25 ve 33 katlık artış sap-
tandı (Şekil 4) (p<0,01). 

IRE1 ve ATF6 yolaklarının kontrolünde bulunan XBP1 mRNA’sı-
nın kesilmemiş (us-XBP1), kesilmiş (s-XBP1) ve her iki formuna 
özgü (t-XBP1) ifade düzeylerinin her birinde Tunikamisin uy-
gulaması yapılmış hücrelerde (0,5 ve 1 µg/mL) yaklaşık sırasıy-
la 6-14 kat arasında değişen artış saptandı (p<0.01).  s-XBP1/
us-XBP1 mRNA ifade düzeyleri oranında, 1 µg/mL Tunikamisin 
uygulaması yapılmış hücrelerde kontrole göre yaklaşık 1,5 kat 
artış saptanırken (p<0,05), 0,5 µg/mL dozda anlamlı bir değişik-
lik saptanmadı (Şekil 5).

IRE1 yolağından seçilen ERAD mekanizmasında görevli HERP ve 
PDIA4 mRNA ifade düzeylerinde Tunikamisin dozları ile doğru 
orantıda yaklaşık 14-28 ve 14-40 katlık artış saptandı (Şekil 6) 
(p<0,01).

ASK1 mRNA ifade düzeyinde ise Tunikamisin uygulaması (0,5 ve 
1 µg/mL) yapılmış HEK293 hücrelerinde kontrole göre yaklaşık 
2 ve 5 katlık artış saptandı (sırasıyla p<0,01 ve p<0,05). ASK1 ile 
aynı mekanizmada görev alan TRAF2 mRNA ifade düzeyinde 
normal hücrelere göre yaklaşık 5 katlık azalma saptandı (Şekil 
7) (p<0,01).

PERK ve ATF6 yolağının kontrolündeki CHOP mRNA ifade düze-
yinde, Tunikamisin uygulaması (0,5 ve 1 µg/mL) yapılmış hücre-
lerde kontrole göre yaklaşık 20 ve 112 katlık artış saptandı (Şekil 
8) (p<0,01). 

EDEM1 ve GADD34 genlerinin ifade düzeyleri her iki doz Tuni-
kamisin uygulamasında da anlamlı bir değişim oluşturmadığı 
saptandı (Şekil 6 ve Şekil 8). ATF4 mRNA ifade düzeyinde, 0,5 
µg/mL Tunikamisin uygulanmış HEK293 hücrelerinde anlamlı 
bir değişim saptanmamışken, 1 µg/mL’lık dozda kontrole göre 
yaklaşık 2 katlık artış saptandı (Şekil 8) (p<0,01).

75

Experimed 2018; 8(3): 71-8
Kalkan et al.  
HEK293 Hücreleri Üzerine Tunikamisinin Etkisi

Tablo 2. UPR ile ilişkili genlerin Normal HEK293 hücrelerine 
göre rölatif ekspresyon değerleri

Normal HEK293 hücrelere göre rölatif kantitasyon değerleri

Transkriptler
Tunikamisin  

0,5 μg/mL
Tunikamisin  

1 μg/mL

BiP 24,05** 33,19**

ATF4 1,32 2,21**

ASK-1 1,68* 4,47**

GADD34 1,48 1,16

EDEM1 1,5 2,49

PDIA4 14,47** 40,42**

s-XBP1 8,25** 13,98**

us-XBP1 7,23* 9,76**

t-XBP1 5,80** 8,52**

HERP 13,90** 28,25**

TRAF2 0,25** 0,28**

CHOP 20,45** 112,63**

**p<0,01; *p<0,05 Şekil 4. BiP geninin normal hücrelere kıyasla ifade düzeyi grafiği

Şekil 5. s-XBP1, us-XBP1 ve t-XBP1 transkriptlerin normal BiP geninin normal hücrelere kıyasla ifade düzeyi grafikleri



TARTIŞMA

Bu çalışmada tasarlanan in vitro modelde, ER stresi aktivatörü 
olarak kullanılan Tunikamisin uygulamasının (0,5 ve 1 µg/mL) 
ile HEK293 hücrelerinin ER stresine yanıt verip vermediği kont-
rol edilmiştir. Bu amaçla yapılan qRT-PCR yöntemi ile UPR-iliş-

kili genlerden BiP, ASK1, PDIA4 s-xBP1, us-XBP1, t-XBP1, HERP ve 
CHOP rölatif kantitasyon değerlerinde Tunikamisin uygulanmış 
HEK293 hücrelerin normal hücrelere göre anlamlı artışların oldu-
ğu saptandı. ASK1 ile aynı yolaktan olmasına rağmen TRAF2 geni 
rölatif kantitasyon değerinde azalma gözlenmiştir. TRAF2’nin 
fosforile halinin UPR sistemde rol oynayarak apoptozu indükeldi-
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Şekil 6. ERAD genlerinden EDEM1, HERP ve PDIA4 genlerinin normal hücrelere kıyasla ifade düzeyi grafikleri

Şekil 7. IRE1 proteini kontrolündeki ASK1 ve TRAF2 genlerinin normal hücrelere kıyasla ifade düzeyi grafikleri

Şekil 8. PERK proteini kontrolündeki CHOP, GADD34 ve ATF4 genlerinin normal hücrelere kıyasla ifade düzeyi grafikleri



ği bilinmektedir (15). TRAF2’nin transkripsiyonundaki azalmanın 
ER strese bağımlı apoptozun IRE1-TRAF2-ASK1 yolağı üzerinden 
gerçekleşmediği düşünülmektedir. Shinjo ve ark. (16) yaptıkları 
bir araştırmada, Tunikamisin uygulama sonuçlarına göre, 1 µg/
mL Tunikamisinin UPR sistemini aktive etmek için yeterli olduğu 
belirlenmişken, 10 µg/mL konsantrasyonun HEK293 hücreleri 
için öldürücü olduğu ortaya konmuştur. Neuber ve ark. (17) yap-
tıkları bir başka çalışmada ise, CHOP ile aynı yolaktan olan ATF4 
geninin 2,5 µg/mL doz ve 24 saat Tunikamisin uygulaması ile ifa-
de düzeyinde artış gözlemlemişlerdir. Dolayısıyla bu çalışmada 
ise 1 µg/mL ve 12 saatlik Tunikamisin uygulamasında ATF4’ün 
ifade düzeyinde artış saptanamamasının nedeni, doz ve zamana 
bağlı olabileceği öngörülmüştür.

Weichert ve ark. (18) yaptıkları çalışmada, XBP1 geninin UPR 
sistemindeki etkinliğinin hesaplanabilmesi için s-XBP1/us-X-
BP1 oranlaması yapılmıştır. Bu çalışmada, 0,5 µg/mL dozda 
s-XBP1/us-XBP1 oranında anlamlı bir değişim olmaması ve 1 
µg/mL dozda 1,5 katlık artış (p<0,05) olması ER stresinde XBP1 
mRNA’sının kesilmesinin yanı sıra mRNA üretiminin de devam 
ettiğini göstermektedir.  XBP1 mRNA’sının kesim ürünü yanı sıra 
yeni XBP1 üretiminin devam etmesi ATF6 yolağının aktivasyo-
nunu düşündürmektedir.

2, 5 ve 10 µg/mL konsantrasyonundaki Tunikamisin uygula-
masında hücrelerin morfolojik değerlendirmelerinde hücre 
bütünlüklerinin bozulduğu gözlenmiştir. Ancak bu çalışmanın 
önemli bir kısıtlılığı, 0,5-1-2-5-10 µg/mL Tunikamisin uygulama-
sının HEK293 hücrelerinde doz-zaman açısından apoptoz belir-
leme yöntemlerince (19) değerlendirilememiş olmasıdır.

Sonuç olarak, Tunikamisin maddesi HEK293 hücre hattında 0.5 
ve 1 µg/mL konsantrasyonlarında ER strese sebep olmaktayken 
2-5-10 µg/mL konsantrasyonlarında hücre canlılığının sürdürü-
lemediği saptanmıştır. Bu konsantrasyonlardaki Tunikamisine 
karşı hücrenin verdiği cevapla IRE1 ve PERK yolağını aktive ola-
rak BiP, ATF4, PDIA4, CHOP ve ASK1 genlerinin ifade düzeyle-
rinde doz miktarıyla uyumlu olarak artış olduğu saptanmış ve 
ER stresini in vitro araştırmak için en uygun deney şartları bu 
çalışma ile gösterilmiştir.
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