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6z

Amag: Endoplazmik Retikulum (ER), protein katlanmasi ve islenme-
si yani sira Ca*? ve glikojen deposu ve hiicre membran lipidlerinin
biyogenezi gibi fonksiyonlara sahiptir. Hipoksi, viral enfeksiyonlar,
yanls protein katlanmalari, protein birikimleri ve bazi kimyasallar
hicrede, ER stresine sebep olarak katlanmamis protein yaniti (UPR)
sistemlerini devreye sokmaktadir. Bu kimyasallardan biri olan Tu-
nikamisin, asparajin-bagl glikoproteinlerin sentezinin ilk adiminda
gorev alan GPT (GIcNAc fosfotransferaz) enzimini inhibe ederek
hiicrede ER stresine sebep olan bir antibiyotiktir. Bu calismada, ER
stresini in vitro arastirmak i¢in en uygun deney sartlarinin belirlen-
mesi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: HEK293 hiicre hatti uygun kiltir kosullarinda
cogaltilarak 5 farklh dozda (0,5-1-2-5 ve 10 pg/mL), 12 saatlik Tuni-
kamisin uygulanmistir. 1-2-4-8 ve 12 saatlik stirelerle 1sik mikrosko-
bunda morfolojik degerlendirilmeleri yapilmistir. Normal HEK293
hiicreleriile 0,5 ve 1 ug/mL Tunikamisin uygulanan hiicrelerden to-
tal RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapiimistir. Tunikamisin uygu-
lamasinin ER stres agisindan degerlendirilmesi icin UPR sistemin-
den secilen CHOP, BiP, GADD34, ATF4, EDEM1, ASK1, XBP1 (spliced,
unspliced ve total), TRAF2, HERP, PDIA4 genlerinin qRT-PCR yontemi
ile gen ekspresyonlari normal hiicrelere gore kiyaslanmistir.

Bulgular: Tunikamisin uygulamasindan 1-2-4-8 ve 12 saatlik i1sik mik-
roskobunda HEK293 hiicrelerinin morfolojilerinin sadece 0,5 ve 1 pg/
mL konsantrasyonlarda korundugu gézlenmistir. Diger dozlarda ise
daha ilk saatten hiicrelerin morfolojik yapilarinin bozuldugu gézlen-
mistir. qRT-PCR yontemi ile UPR-iliskili genlerden BiP, ASK1, PDIA4, s-x-
BP1, us-XBP1, t-XBP1, HERP ve CHOP rélatif kantitasyon degerlerinde
Tunikamisin uygulanmis HEK293 hiicrelerin normal hiicrelere gore
anlamli bir artis saptanmistir. ASK1 ile ayni yolaktan olmasina ragmen
TRAF2 geni rolatif kantitasyon degerinde azalma gozlenmistir.

Sonug: HEK293 hiicrelerinde ER stresinin olusturulabilmesinde 0.5
ve 1 pg/mLlik Tunikamisin uygulamasi uygun bulunmustur. Daha
ylksek dozlarin HEK293 hiicrelerini apoptoza yonlendirdigi duisu-
nilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Endoplazmik retikulum stresi, tunikamisin,
HEK293 hiicreleri, katlanmamis protein yaniti

ABSTRACT

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*? 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 GIcNAc 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 pg/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 pg/mL of tuni-
camycin. Expressions of CHOP, BiF, 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 pg/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 pg/mL. Higher doses are thought to lead to cell apoptosis.

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

Endoplazmik Retikulum (ER) hiicre digina salgilanan ve memb-
ran gecisli proteinlerin sentezini, uygun katlanmasini ve islen-
mesini saglayan organeldir (1). ER limeni icerisinde homeas-
tazin bozulmasiyla protein katlama sirecinin yavaslamasi ve
hataya agik olmasi hticre tarafindan ER stresi olarak algilan-
maktadir (2). Bu strese hipoksi, viral enfeksiyonlar, yanls pro-
tein katlanmalari, protein birikimleri ve bazi kimyasallar sebep
olmaktadir (3, 4). Tunikamisin, asparajin-bagli glikoproteinlerin
sentezinin ilk adiminda gorev alan GPT (GIcNAc fosfotransferaz)
enzimini inhibe eden bir antibiyotiktir (5). Hlicrelere Tunikami-
sin uygulamasi, glikoproteinlerin birikmesine sebep olarak ER
stresine yol acarak Katlanmamis Protein Yaniti (ing., “Unfolded
Protein Response”, UPR) sistemini devreye sokmaktadir (2). UPR;
protein parcalayici enzimlerin, transkripsiyon faktorlerinin ve
kinazlarin oldugu IRE1 (ing., “Inositol-Requiring Protein 1"), PERK
(ing.,“PKR-like ER kinase”) ve ATF6 (ing.,“Activating Transcription
Factor 6") proteinlerince kontrol edilen Ui¢ ana sinyal iletim yo-
lagindan meydana gelmektedir. Her (¢ yolak da ise BiP/GRP78
(immunoglobin baglayici protein/Glikoz diizenleyici protein
78) adli saperon protein tarafindan kontrol edilmektedir. ER
stresi oldugunda BiP proteininin baskisi ortadan kalkmakta ve
U¢ ana yolak aktif hale gelmektedir (6).

IRE1, ER stresinde oto-fosforile olarak aktiflesmektedir ve C-ter-
minal ucundaki endoriboniikleaz aktivitesi sayesinde XBP1'in
(X-kutu baglayici protein 1) kesilerek transkripsiyon faktoriine
donusmesini saglamaktadir. XBP1 mRNA'sinin kesimi ile protein
katlanmasi veya degredasyonundan sorumlu ERAD (ing. “ER-as-
sociated protein degradation”) genlerinden EDEM1 (ing., “ER-deg-
radation-enhancing-a-mannidose-like protein 1"), PDIA4 (ing.,
“Protein Disulfide Isomerase Family A Member 4”), HERP'in (ing.,
“homocysteine inducible ER protein with ubiquitin like domain 1")
transkripsiyonunu artirmaktadir (7). IRE1-TRAF2-ASK1 kompleksi
olusumuiile apoptozile iliskili Bcl proteinleri devreye girmektedir
(8). RIDD (ing., “Regulated IRE1-dependent Decay”) mekanizmasi
ile IRET proteini, miRNA ve XBP1 mRNA'sina benzer bir katlanma
gosteren mRNA'lari, CTGCAG dizilerinden kesime ugratir (3).

Otofosforile olarak aktiflesen PERK, elF2a’nin fosforillenmesini
saglamaktadir. Fosforile elF2q; genel translasyonun azalmasini
ve ters olarak ATF4'iin (ing., “Activation Transcription Factor 4”)
translasyonuna sebep olmaktadir (9). ATF4 ise apoptoza yon-
lendirici CHOP'u (ing. “C/EBP homologous protein, CCAAT-enhan-
cer-binding protein homologous protein”) ve elF2a’'nin fosforile
kalmasini saglayan GADD34'(in (ing.,“Growth Arrest And DNA-Da-
mage-Inducible 34”) transkripsiyonunu saglamaktadir (10).

ATF6 (90 kDa) proteini SP1 ve SP2 proteazlarca kesilerek aktif-
lesmektedir. Kesilen ATF6'nin N-terminal ucu b-ZIP transkripsi-
yon faktori olarak niikleusa hareket etmekte (2) ve genom lize-
rinde CRE, ERSE | ve ERSE Il elementlerine baglanarak CHOP, BiP
ve HERP genlerinin transkripsiyonunu artirmaktadir (11).

Bu calismada, pek ¢ok hastalik patogenezinin temelinde geli-
sen ER stresini in vitro arastirmak i¢in en uygun deney sartlari-
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nin belirlenmesi amacglanmistir. Bunun icin, HEK293 hiicrele-
rinde Tunikamisin ile olusturulacak ER stresi i¢in uygun dozun
belirlenmesi ve hiicrenin ER strese yanittaki gorev alan genlerin
ifade diizeylerinin belirlenmesi planlanmistir.

GEREC VE YONTEM

HEK-293 (ATCC® CRL-1573) hiicrelerinin kultlri ile yapilan de-
neysel bir calisma oldugu icin etik kurul onayi alinmamistir.

Hiicre Kiiltiiri

Morfolojisi epitel olan HEK293 hiicre hatti 1973 yilinda nor-
mal insan embriyonik bdbrek hicrelerinin Adenoviriis-5 ile
transforme edilmesiyle Gretilmistir (12). Hucrelerin 151k mik-
roskobundaki morfolojisi birbirlerine agimsi baglantilar ile
baglanmis yassi adherent tipindedir. HEK293 hiicreleri, DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) icinde %10’luk fetal sigir
serumu (FBS) ve %1'lik Anti-Anti bulunan sollisyonda 37°C ve
%5 CO, ortam sartlarinda kiltiire alindi. Tunikamisin (Sigma,
T7765) 1 mg/mL DMSO stok i¢inde ¢ozdurildid, DMSO’'nun et-
kisini en aza indirmek icin ara stok 100 pg/mLlik konsantras-
yonda kiltiir medyumunda hazirlandi.

Tunikamisin ile ER Stresi Olusturulmasi

HEK293 huicreleri 24-kuyulu kiltur kaplarina, hiicre sayilari yak-
lasik 50.000 olacak sekilde ekildi. Medyumda 0.5-1-2-5 ve 10
pg/mL konsantrasyonlarda Tunikamisin olmasi icin 500 uLlik
kaltur medyumunda 100 pg/mLlik Tunikamisin ara stogundan
sirastyla 2.5-5-10-25 ve 50 pL eklendi. Kiiltir medyumu ile bir
gln hicrelerin 24-kuyulu platelere yapismasi beklendikten
sonra medyum uzaklastirilarak hicrelere farkli konsantrasyon-
larda Tunikamisin iceren kiiltir medyumu eklendi. Normal hiic-
relerde sadece taze kiiltir medyum degisimi yapildi. Hiicreler
37°C ve 5% CO, iceren inkiibatérde 12 saat bekletildi. 1-2-4-8
ve 12. saatlerde 151k mikroskobunda boyama yapilmaksizin 4x
ve 40x merceklerle morfolojik incelemesi isik mikroskobunda
(Olympus, MSAC Ltd, U.K.) yapildi.

RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

0,5 ve 1 pg/mL konsantrasyonda Tunikamisin uygulanmis hiic-
reler ile normal hiicrelerin RNA izolasyonlari gerceklestirildi.
izolasyon, GeneJET RNA Piirifikasyon Kiti (Thermo Fisher Scien-
tific, USA) kullanilarak, minér degisiklikler ile ticari kitin pro-
tokolline goére uygulandi. RNA kalitesi ve miktari Nano-Drop
(Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilarak degerlendirildi.
cDNA sentezi 100 ng total RNA ve iScript cDNA sentez kiti (Bio-
rad, USA) kullanilarak gerceklestirildi.

Kantitatif Gercek Zamanl PCR Yontemi

UPR sisteminden secilen CHOP, BiP, GADD34, ATF4, EDEM1, ASK1,
XBP1 (spliced, unspliced ve total), TRAF2, HERF, PDIA4 genleri-
nin 0,5 ve 1 pg/mL Tunikamisin uygulamasi yapilmis hicreler
ile normal hicrelerindeki ekspresyon seviyeleri kantitatif ger-
cek zamanli PCR (qRT-PCR) yontemi ile LightCycler 480 (Roche
Applied Science) cihazi ve 480 SYBR Green-I Master Kit (Roche,
Mannheim, Germany) kullanilarak analiz edildi. XBP1 transkripti
ER stresi durumunda IRE1 proteinin endoriboniikleaz aktivitesi
ile kesime ugrayarak transkripsiyon faktoriine dénustigu icin bu
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genin kirpilma varyanti (s-XBP1), kesime ugramayan us-XBP1 ve
her iki transkripti taniyan (t-XBP1) ileri primer dizileri, Oslowski
ve ark. (2) calismasindaki gibi siparis edildi. Sekil 1'de gosterildi-
gi gibi her (g ileri primere ayni geri primer ile PCR yapildi. XBP1
primerleri gibi CHOP transkriptine 6zgl primer dizileri de ayni
kaynak calismadan kullanildi (2). Diger genlere ait primerler in-
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ternet tabanl Universal ProbeLibrary Assay Design Center (Roche
Molecular Systems, Inc., Almanya) programi ile kontrol edilerek
belirlendi (13). Her bir primer dizisi internet tabanli OligoAnaly-
zer 3.1 (Integrated DNA Technologies, Inc., ABD) programindaki
algoritmalara gore analiz edildi (14). Primer dizileri Tablo 1'de
listelendi. Genlerin ekspresyon seviyelerinin karsilastiriimasi icin

5!

126 be. /
| /
3. Ekzon |'| //4. Ekzon 5. Ekzon
total-XBP1 XBP1
lleri Primer Geri Primer ,
5 // 3
 —

3. Ekzon

us-XBP1
ileri Prime

4, Ekzon

XBP1

Geri Primer .
-— 3

5. Ekzon

Sekil 1. XBPT mRNA'sinin kesim islemi ve kesilen-kesilmeyen transkriptlere 6zgii tasarlanan 3 farkli ileri primer ile geri primerin sematik

gosterimi

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

Transkriptler ileri Primer Geri Primer Uriin Uzunlugu
BiP gct gag gct tat ttg gga aag tta ggc cag caa tag ttc cag 112 bg.
CHOP aga accagg aaa cggaaacaga tct cct tca tge gct get tt 67 bg.
GADD34 gaa acc cct act cat gat ccg aaa tgg aca gtg acc ttc tcg 83 bg.
ATF4 ggt tct cca gcg aca agg tcc aac atc caa tct gtc cc 118 bg.
EDEM1 tct acc cac tga gac cag ag cgt acc cac act tga ctt ttg 135 bg.
PDIA4 gcg agt ttg tca ctg ctt tc atg gag tca aag gtc ttt ccc 118 bg.
TRAF2 aag att gaa gcc ctg agt agc cag atg aag acc cca tcg tag 131 bg.
ASK1 cac cat tac cga aga gaa ggg gcg tag act atc cca taagtg ¢ 135 bg.
HERP ggt tta agg caa agg gaa gttc aaa gct gaa gcc acc cat ag 142 bg.
s-XBP1 ctg agt ccg aat cag gtg cag atc cat ggg gag atg ttc tgg 59 be.
us-XBP1 cag cac tca gac tac gtg ca atc cat ggg gag atg ttc tgg 76 be.
t-XBP1 agc caa ggg gaa tga agt gag atc cat ggg gag atg ttc tgg 123 bg.
GAPDH tgg gtg tga acc atg aga ag gag tcc ttc cac gataccaaa g 125 bg.
B-Aktin gac cca gat cat gtt tga gac ¢ tgg tgg tga agc tgt agc ¢ 252 bg.
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GAPDH ve -Aktin endojen kontrol genlerinin ekspresyon sevi-
yelerinin ortalamasi kullanildi. Tunikamisin uygulanmis hiicrele-
rin normal HEK293 hiicrelere gore rolatif kantitasyon (degisim
katsayisi; “fold change” degerleri) degerleri, 2A-Ortalama Delta
Delta Ct degeri hesabi ile elde edildi.

Hedef genlerin ifade dizeyleri, 2'li gruplarda “student-t” testi
ile istatistiksel olarak SPSS yazilimi Versiyon 21.0 (IBM Corp.; Ar-
monk, NY, USA) kullanilarak karsilastirildi. Anlamlilik icin p<0,05
degeri alind..

BULGULAR

Hiicrelerin 1-2-4-8 Saatlik Morfolojik Goriintiileri

Tunikamisin uygulamasi yapildiktan 1 saat sonra alinan ilk
gorintilerde yalnizca 0,5 ve 1 pg/mL dozlarindaki hiicrelerin
yasamlarini strdirdigu ve HEK293 hiicrelerine 6zgii morfolo-
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jilerini devam ettirdikleri saptandi (Sekil 2). 2, 4, 8 ve 12 saatlik
stireclerde de hucrelerde morfolojik bir degisme saptanmadi.
Total RNA izolasyonu icin morfolojileri stabil kalan 0,5-1 pg/mL
konsantrasyonlarda Tunikamisin uygulanmis htcreler ile nor-
mal HEK293 hiicreleri kullanildi (Sekil 3).

UPR ile iliskili Genlerin qRT-PCR Yontemi ile Analizi
Tunikamisin uygulamasi ile ER stresi olusturuldu. Tunikamisin
0,5 ve 1 pg/mL doz uygulanmig hiicrelerin normal hiicrelere
gore sirayla 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 pg/mLde 2 kat), PDIA4 (14 ve 40 kat),
HERP (14 ve 28 kat) ve CHOP (20 ve 112 kat) ifade diizeylerinde
artis saptandi. TRAF2 geni ifade diizeyinde her iki dozda da 5
katlhk azalma saptandi (Tablo 2).

Tunikamisin 0.5 pg/mL

Tunikamisin 5 pg/mL

Tunikamisin 1 pg/mL

Tunikamisin 2 yg/mL

Normal HEK293

Tunikamisin 10 pg/mL

Sekil 2. Tunikamisin uygulamasindan 1 saat sonra hiicrelerin 1sik mikroskobundaki 4x biylitmedeki gortintileri. 0.5 pg/mL (a) ve 1 pg/
mL (b) Tunikamisin uygulanmis hiicrelerde morfolojik degisim gézlenmedi. Diger dozlarda ise (c, d, e) ise morfolojilerini kaybettikleri
ve ylizeye tutunmadiklari gozlendi

Tunikamisin 0.5 pg/mL Tunikamisin 1 pg/mL Normal HEK293

Sekil 3. Tunikamisin uygulamasindan 12 saat sonra RNA izolasyonu i¢gin secilen hiicrelerin isik mikroskobundaki 40x blyutmedeki
goruntileri
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Her (¢ ana yolagin kontrollini saglayan BiP geninin mRNA ifa-
de diizeyinde, Tunikamisin uygulamasi (0,5 ve 1 pug/mL) yapil-
mis hiicrelerde kontrole gore yaklasik 25 ve 33 katlik artis sap-
tandi (Sekil 4) (p<0,01).

IRE1 ve ATF6 yolaklarinin kontroliinde bulunan XBP7 mRNA'sI-
nin kesilmemis (us-XBP1), kesilmis (s-XBP1) ve her iki formuna
0zgu (t-XBP1) ifade dizeylerinin her birinde Tunikamisin uy-
gulamasi yapilmis hiicrelerde (0,5 ve 1 pg/mL) yaklasik sirasiy-
la 6-14 kat arasinda degisen artis saptandi (p<0.01). s-XBP1/
us-XBP1 mRNA ifade diizeyleri oraninda, 1 pg/mL Tunikamisin
uygulamasi yapilmis hiicrelerde kontrole gore yaklasik 1,5 kat
artis saptanirken (p<0,05), 0,5 ug/mL dozda anlamli bir degisik-
lik saptanmadi (Sekil 5).

Tablo 2. UPR ile iliskili genlerin Normal HEK293 hiicrelerine
gore rolatif ekspresyon degerleri

Normal HEK293 hicrelere gore rolatif kantitasyon degerleri

Experimed 2018; 8(3): 71-8

IRET yolagindan secilen ERAD mekanizmasinda gorevli HERP ve
PDIA4 mRNA ifade diizeylerinde Tunikamisin dozlari ile dogru
orantida yaklasik 14-28 ve 14-40 katlik artis saptandi (Sekil 6)
(p<0,01).

ASKT mRNA ifade dlizeyinde ise Tunikamisin uygulamasi (0,5 ve
1 pug/mL) yapilmis HEK293 hiicrelerinde kontrole gére yaklasik
2 ve 5 kathk artig saptandi (sirasiyla p<0,01 ve p<0,05). ASKT ile
ayni mekanizmada goérev alan TRAF2 mRNA ifade dlizeyinde
normal hiicrelere gore yaklasik 5 katlik azalma saptandi (Sekil
7) (p<0,01).

PERK ve ATF6 yolaginin kontroliindeki CHOP mRNA ifade diize-
yinde, Tunikamisin uygulamasi (0,5 ve 1 ug/mL) yapilmis hiicre-
lerde kontrole gore yaklasik 20 ve 112 katlik artis saptandi (Sekil
8) (p<0,01).

EDEM1 ve GADD34 genlerinin ifade diizeyleri her iki doz Tuni-
kamisin uygulamasinda da anlamli bir degisim olusturmadig
saptandi (Sekil 6 ve Sekil 8). ATF4 mRNA ifade diizeyinde, 0,5

T Kriot] T:nslkar;usll-n Tu1n|ka/m|:|n pg/mL Tunikamisin uygulanmis HEK293 hiicrelerinde anlamli
ranskriptler ;9 Ug/m ng/m bir degisim saptanmamisken, 1 pg/mLlik dozda kontrole gore
BiP 24,05%* 33,19%* yaklasik 2 kathk artis saptandi (Sekil 8) (p<0,01).
ATF4 1,32 2,21%*
ASK-1 1,68% 4,47% i
- *%
GADD34 1,48 1,16 Y
U
T 30,00
EDEM!1 1,5 2,49 s *x
PDIA4 14,47 40,42%* £
S 000
S =
s-XBP1 8,25%* 13,08%* ;
1]
us-XBP1 7,23* 9,76%* ;E-
E ,00-
t-XBP1 5,80%* 8,52*%*
HERP 13,90%* 28,25%* - ——
Normal HEK293 Tunikamisi Tunikamisi
TRAF2 0,25%* 0,28** 05 pefmL Ling/mk
. . ** p< 0,01
CHOP 20,45%* 112,63** BiP geni * p<0.05
**p<0,01; *p<0,05 Sekil 4. BiP geninin normal hiicrelere kiyasla ifade dizeyi grafigi
Normal HEK203 'nu;:f".::" u:-'.k:}v'\:nlin Normal HEK293 E“;“.f;,”m'i'“ T";::/";:n Normal HEK293 Tunikamisin Tu:-::;-'.'-‘xlm
5-XBP1 geni us-XBP1 geni t-XBP1 geni ** p< 0.01
* p<0.05

Sekil 5. s-XBP1, us-XBP1 ve t-XBP1 transkriptlerin normal BiP geninin normal hiicrelere kiyasla ifade diizeyi grafikleri
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Sekil 6. ERAD genlerinden EDEM1, HERP ve PDIA4 genlerinin normal hiicrelere kiyasla ifade diizeyi grafikleri
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Sekil 7. IRE1 proteini kontroliindeki ASK1 ve TRAF2 genlerinin normal hiicrelere kiyasla ifade diizeyi grafikleri
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Sekil 8. PERK proteini kontroltindeki CHOP, GADD34 ve ATF4 genlerinin normal hiicrelere kiyasla ifade duzeyi grafikleri

TARTISMA kili genlerden BiP, ASK1, PDIA4 s-xBP1, us-XBP1, t-XBP1, HERP ve

CHOP rolatif kantitasyon degerlerinde Tunikamisin uygulanmis
Bu calismada tasarlanan in vitro modelde, ER stresi aktivatorii  HEK293 hiicrelerin normal hiicrelere gére anlamli artislarin oldu-
olarak kullanilan Tunikamisin uygulamasinin (0,5 ve 1 ug/mL)  gu saptandi. ASKT ile ayni yolaktan olmasina ragmen TRAF2 geni
ile HEK293 hiicrelerinin ER stresine yanit verip vermedigi kont-  rolatif kantitasyon degerinde azalma g&zlenmistir. TRAF2'nin
rol edilmistir. Bu amacla yapilan gRT-PCR ydntemi ile UPR-ilis-  fosforile halinin UPR sistemde rol oynayarak apoptozu indiikeldi-
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gi bilinmektedir (15). TRAF2'nin transkripsiyonundaki azalmanin
ER strese bagimli apoptozun IRE1-TRAF2-ASK1 yolagd lizerinden
gerceklesmedigi dustinilmektedir. Shinjo ve ark. (16) yaptiklari
bir arastirmada, Tunikamisin uygulama sonuglarina gére, 1 pg/
mL Tunikamisinin UPR sistemini aktive etmek icin yeterli oldugu
belirlenmisken, 10 pg/mL konsantrasyonun HEK293 hiicreleri
icin 6ldurlci oldugu ortaya konmustur. Neuber ve ark. (17) yap-
tiklan bir baska calismada ise, CHOP ile ayni yolaktan olan ATF4
geninin 2,5 pg/mL doz ve 24 saat Tunikamisin uygulamasi ile ifa-
de diizeyinde artis gézlemlemislerdir. Dolayisiyla bu calismada
ise 1 pg/mL ve 12 saatlik Tunikamisin uygulamasinda ATF4'lin
ifade diizeyinde artis saptanamamasinin nedeni, doz ve zamana
bagli olabilecedi 6ngorilmustr.

Weichert ve ark. (18) yaptiklari ¢alismada, XBPT geninin UPR
sistemindeki etkinliginin hesaplanabilmesi icin s-XBP1/us-X-
BP1 oranlamasi yapilmistir. Bu ¢alismada, 0,5 pg/mL dozda
s-XBP1/us-XBP1 oraninda anlamli bir degdisim olmamasi ve 1
pg/mL dozda 1,5 katlik artis (p<0,05) olmasi ER stresinde XBP1
MRNA'sinin kesilmesinin yani sira mRNA uUretiminin de devam
ettigini gostermektedir. XBP1 mRNA'sinin kesim Griinli yani sira
yeni XBP1 Uretiminin devam etmesi ATF6 yolaginin aktivasyo-
nunu disiindirmektedir.

2, 5 ve 10 pg/mL konsantrasyonundaki Tunikamisin uygula-
masinda hicrelerin morfolojik degerlendirmelerinde hiicre
bitlnliklerinin bozuldugu gézlenmistir. Ancak bu ¢alismanin
onemli bir kisithhgi, 0,5-1-2-5-10 pg/mL Tunikamisin uygulama-
sinin HEK293 hiicrelerinde doz-zaman acisindan apoptoz belir-
leme yontemlerince (19) degerlendirilememis olmasidir.

Sonug olarak, Tunikamisin maddesi HEK293 hiicre hattinda 0.5
ve 1 pg/mL konsantrasyonlarinda ER strese sebep olmaktayken
2-5-10 pg/mL konsantrasyonlarinda hiicre canhhginin stirdiirii-
lemedigi saptanmistir. Bu konsantrasyonlardaki Tunikamisine
karsi huicrenin verdigi cevapla IRE1 ve PERK yolagini aktive ola-
rak BiP, ATF4, PDIA4, CHOP ve ASK1 genlerinin ifade diizeyle-
rinde doz miktariyla uyumlu olarak artis oldugu saptanmis ve
ER stresini in vitro arastirmak icin en uygun deney sartlari bu
calisma ile gosterilmistir.

Etik Komite Onayi: Bu calisma hiicre kiltiiri calismasi oldugu icin etik
kurul onayr alinmamistir.
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