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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

CERULENIN UYGULANMIS U87 GLIOBLASTOMA HUCRE HATTINDA
ENDOPLAZMIK RETIKULUM STRESININ ARASTIRILMASI

Sefika Beyza METE

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Murat PEKMEZ

Glioblastoma, yiiksek malignansi 6zelligi, tibbi yontemlerle saptanmasinin zor ve tedavi
basarisinin diisiik oranda olmasi nedeniyle en oliimciil kanser tiirlerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Son yillarda yapilan g¢alismalarda, glioblastomadaki molekiillerin ve/veya
hiicresel yolaklarin karsinojenez siirecindeki degisimleri ve bunlarin anlatimlarindaki
degisimler, glioblastomanin hem tan1 hem tedavisi igin ¢esitli hedeflerin belirlenmesine olanak
saglayabilmektedir. Buna 6rnek olarak, kanser hiicrelerinde yiiksek oranda anlatimi yapilan yag
asit sentaz ve onun inhibitorii Cerulenin verilebilir. Cerulenin maddesi bir antifungal ajan olup
lipit biyosentez yolaginda yag asit sentaz enzimini inhibe ederek malonil koenzim A’nin
palmitik aside dolayisiyla yag asitlerine doniisiimiinii engeller. Yag asitlerinin olusamadigi bir
hiicrede stres durumu gelisir ve stresin 6nlememesi durumunda o©liim mekanizmalari
aktifleserek hiicre olebilir.

Yapilan tez ¢calismasinda; Cerulenin’in US7MG hiicre hattina ¢esitli dozlarda uygulanmasiyla
hiicre canliligindaki degisim, MTT testiyle belirlenip sonraki deneyler i¢in iki doz grubu
secilmigtir. MTT testinden elde edilen verilerden sonucunda segilen ilk grubun (IC20)
konsantrasyonu 3.6 pg/mL; ikinci grubun (ICso) konsantrasyonu ise 5.55 pg/mL olarak
belirlendi. Sitotoksik dozlari belirlenmis hiicrelerde Cerulenin’in neden olabilecegi stres
kosulunda endoplazmik retikulumun (ER) ne diizeyde etkilendigi, ER’nin hiicresel strese
ve/veya 0lim mekanizmalarinin islemesinde nasil katki sagladigi ve Cerulenin’in veya ER
stresinin gen diizeyindeki etkileri gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ve
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Western blot teknikleri ile incelenmistir. RT-PCR sonucunda; TMED4 geninin anlatimi, madde
uygulanmams kontrol grubuna kiyasla ICz ve ICso grubunda sirasiyla 0.31 ve 0.48 kat
azalmistir. Protein ekspresyonunda ise TMED4 proteininde kontrole gore 1.26 ve 1.38 kat artig
saptanmistir. Endoplazmik retikulum proteinlerinde ise, ER saperonu olarak bilinen Grp78
proteininde kontrole kiyasla IC2o grubunda 1.5 kat; ICso grubunda ise 1.12 kat artis; IRE1o’nin
IC20 Ve I1Csp gruplarinda sirasiyla 1.04 ve 1.22 kat artis; ATF6’nin doz gruplarinda sirasiyla 0.91
ve 0.84 kat azalis ve fosforile PERK proteininde ise kontrole oranla 1.32 ve 1.16 kat artis
gozlenmistir. ER proteinlerinin yan1 sira, hiicre 6liimiinde gérev alan proteinlerden biri olan
Bax’1n ekspresyonu, kontrole gore sirastyla 1.09 ve 1.35 kat artmistir. ER stresini gortintiilemek
icin Tiyoflavin T adli floresan boya ile boyanan U87MG hiicrelerinde, dozun oldiiriiciiliigi ile
floresan 1s1manin pozitif korelasyon gosterdigi saptanmastir.

Calismadan elde edilen verilerin, glioblastoma ile ilgili tan1 ve tedaviye yonelik strateji
gelistirilmesinde veri bakimindan katki saglamasi hedeflenmektedir.

Ocak 2022, 66 sayfa.

Anahtar kelimeler: Glioma, endoplazmik retikulum, cerulenin.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF ENDOPLASMIC RETICULUM STRESS in
CERULENIN TREATED U87 GLIOBLASTOMA CELL LINE

Sefika Beyza METE
Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Murat PEKMEZ

Glioblastoma remains as one of the most fatal cancer types due to its high malignancy,
insufficient diagnostic methods and poor rate of overall survival. Recent studies indicate that
alterations in molecules and/or metabolic pathways during carcinogenesis may come forward
as potential targets in regards to prognosis and cure of glioblastoma. Fatty acid synthase, the
enzyme which is responsible for converting malonyl coenzyme A to palmitate, and its inhibitor,
Cerulenin are one of the most prominent examples of such targets. Cerulenin, an antifungal
agent, blocks lipid synthesis pathway via blocking fatty acid synthase and induces cellular stress
due to lack of fatty acids. In addition to that, fatty acid deficiency-related stress may cause cells
undergo death via activation of death pathways.

In this study, MTT assay results revealed that Cerulenin treatment in various concentrations
significantly alters U87MG cell viability. Based on the results, one untreated control group and
two treated groups were selected for following experiments. One of the treated groups (I1C2o)
was found as 3.6 pg/mL. The latter group (ICso) was determined as 5.55 pg/mL. Western
blotting and gPCR were used to analyze changes in protein and gene expressions as a result of
Cerulenin-induced ER stress. gPCR data displayed that TMED4 gene expression significantly
reduced, with being 0.31 times for IC2o group and 0.48 times for ICso cells. However, TMED4
protein expression increased 1.26 times and 1.38 times, respectively. In endoplasmic reticulum
proteins; expression of ER chaperone Grp78 increased 1.5 and 1.12 times, IREla expression
increased 1.04 and 1.22 times, ATF6 expression slightly decreased 0.91 times and 0.84 times,
respectively. Phosphorylated PERK, another ER protein, increased 1.32 and 1.16 times
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compared to untreated cells. In addition to ER stress proteins, changes in Bax expression, one
of the proteins that take part in cell death, was analyzed with Western blotting. Blotting results
displayed that Bax expression increased 1.09 and 1.35 times, respectively. Lastly, ER stress
was visually assessed by using fluoroscent microscopy. A fluoroscent dye named Thioflavin T
was used to stain Cerulenin-treated U87MG cells. Microscopy results indicated that dose-
dependent inhibtion and fluoroscent signal were positively correlated.

Data obtained from the study are expected to contribute in terms of developing novel strategies
related to diagnosis and cure of glioblastoma.

January 2022, 66 pages.

Keywords: Glioma, endoplasmic reticulum, cerulenin.
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1. GIRIS

Kanser, 6lim nedeni olarak diinya capinda kardiyovaskiiler hastaliklarin ardindan ikinci
sirada bulunmaktadir. Temelde genetik bir bozukluk olan kanserin tani ve tedavisinde elde
edilen tiim gelismelere ragmen, her yil binlerce insan kanser nedeniyle hayatini
kaybetmektedir (World Cancer Report, 2020). 2020 yilinda, kanserden kaynaklanan Gliimler
incelendiginde ilk siralarda akciger, kolon ve meme kanseri bulunmaktadir. Akciger, meme
ve kolon kanserlerindeki 6liim oraninin fazla goriilmesinin nedenlerinden biri, tespit edilen
vaka sayilar ile pozitif korelasyon gostermesi olarak diisiiniilebilir (Sung ve dig., 2021).
Ancak diisik vaka sayisina ragmen Oliimciilliik diizeyi yiikksek kanser tipleri de
bulunmaktadir. Bu kanser tiplerinin en iyi drneklerinden biri beyin ve merkezi sinir sistemi

kanserleridir.

Glioblastoma multiforme (GBM), beyin ve merkezi sinir sistemi kanserleri i¢inde en yiiksek
mortaliteye sahiptir. Tanis1 ¢ok zor olmakla beraber tedavisine yonelik ¢éziimlerin yetersizligi
nedeniyle, ortalama yasam siiresi 5-14 ay arasinda degisiklik gostermektedir (Salazar-Ramiro
ve dig., 2016).

Kanserin tedavisine yonelik yapilan calismalarda, temeli hiicrenin oldiiriilmesine dayanan
cesitli stratejiler gelistirilmektedir. Calismalar, hedeflenen molekiil veya metabolik yolaklara
gore sekillenmekte olup kanserin tirline ve gelisim evrelerine gore farklilik
gosterebilmektedir. Kanser hiicrelerinde, kontrolsiiz bdliinme sonucu artan lipit ve lipit
tirevleri talebini karsilamak icin lipit metabolizmasinin yiiksek aktivite gdsterdigi
bilinmektedir (Santos ve dig., 2012). Bu nedenle lipit metabolizmasi, kanserin tedavisi icin
kullanilabilecek hedeflerden biri olarak gosterilebilir. Lipit metabolizmasinin herhangi bir
basamagini bloke etmek, kanser hiicresinin strese girip 6lim yolaklarina yonlenmesine yol
acabilir. Bunun i¢in, bloke edilmek istenen molekiil veya molekiilii kodlayan gen inhibe
edilebilir. Kanser hiicrelerinde yiliksek aktivite gOsteren ve yag asidi sentezinde malonil
koenzim-A’nin palmitik aside doniisiimiinden sorumlu yag asit sentaz (FASN) enzimi inhibe
edildiginde, hiicrede yag asidi eksikligi nedeniyle stres olustugu bilinmektedir (Menendez ve
Lupu, 2007; Kridel ve dig., 2007). FASN’nin inhibitorlerinden biri olan Cerulenin, bu konuda
en iyi bilinen molekiillerden biridir (Kuhajda, 2006).



Cerulenin, FASN’nin keto-agil sentaz alt birimine baglanarak yag asidi sentezini bloke eder.
Yapilan bir ¢alismada, ZR-75-1 insan meme kanseri hattina Cerulenin uygulamasi sonucu
hiicrede FASN ekspresyonunun azaldigi ve hiicrenin apoptoza gittigi gézlenmistir (Jeong ve
Yoo, 2011). Baska bir calismada ise, HT29 ve LoVo insan kolorektal kanser hatlarina
Cerulenin uygulamasi sonrasinda her iki hiicre hattinda da hiicre sayisini azalttigi, migrasyonu
kismen engelledigi ve hiicreleri apoptoza yonlendirdigi saptanmistir (Chang ve dig., 2016).
Cerulenin’in lipit metabolizmasini engellemesi nedeniyle hiicreye ve hiicredeki organellere
yeteri kadar lipit kokenli molekiil saglanamamasi, ilerleyen siireglerde organellerde de stres
goriilmesine neden olabilmektedir. Bu tiir stresin en iyi bilinen tiirlerinden biri de

endoplazmik retikulumda gergeklestirmektedir.

Endoplazmik retikulum (ER) stresi, metabolik isleyisin aksadigi durumlarda ortaya ¢ikabilir
ve ER’de katlanmasi tamamlanmis ve/veya yanlis katlanmis proteinlerin asir1 birikimi ile
indiiklenebilir (Kaneko ve dig., 2017). Stres kosullar1 disinda inaktif olan IREla, PERK ve
ATF6 adli ii¢ proteinin aktiflesmesi ile baslatilan ve bir tiir “sinyal kaskadi” olarak
degerlendirilebilecek bu siirecte, stres diizeyi azaltilarak homeostaz saglanabildigi gibi
hiicrede 6liim yolaklarinin aktivasyonu da goriilebilir (Markouli ve dig., 2020). Bu {i¢
proteinin yani sira; ER ile Golgi arasinda yer alan ve salgi yolaginda is géren transmembran
emp24 domain (TMED) ailesindeki TMED4’iin de ER stresinde islevsel olabilecegi
diisiiniilmektedir (Aber ve dig., 2019; Schuiki ve Volchuk, 2012).

Endoplazmik retikulum stresi, ¢esitli molekiiler teknikler kullanilarak incelenebilmektedir. Bu
yontemlerden biri olan floresan boyama isleminde, ER’de biriken protein agregatlarina
baglanarak yesil renkte 1s1ma yapan Tiyoflavin T (ThT) adli floresan boya kullanilmaktadir
(Beriault ve Werstuck, 2013).

Bu calismanin hedefi, FASN enzimini inhibe ettigi bilinen Cerulenin maddesinin, insan
glioblastoma multiforme (U87MG) hiicre hattindaki etkilerinin incelenmesidir. Bu kapsamda;
TMED4 geninin anlatim diizeyinin incelenmesi i¢in ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (qPCR); TMED4, Grp78, IREla, PERK, ATF6 ve Bax proteinlerinin
anlatimlarindaki degisimi gozlemlemek i¢in Western blotlama, ER stresinin kalitatif analizi

icin Tiyoflavin T ile floresan boyama yapilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KANSER

Hiicresel sistemin diizgiin islemesi; hem doku hem de organ ve organizma boyutunda hayati
Ooneme sahiptir ve bu sistemde meydana gelebilecek herhangi bir aksaklik, geri doniilemez
boyutlara ulasarak ciddi sonuglara yol agabilir. Bu tehditlerin en biiylik ve dliimciillerinden
biri olan kanser, temel olarak genetik diizeyde rastgele bir bozukluk olup kontrolsiiz hiicre
boliinmesi ile ayirt edilebilir. Baska bir deyisle kanser; hiicre yasam dongiisiiniin parcalart
olan yaslanma ve hiicre oliimiinden olabildigince kaginir (Sekil 2.1). Tiim bunlara ek olarak,
koken aldig1 yerden baska bolgelere go¢ ederek —bu mekanizmalara “invazyon” ve “metastaz”
ad1 verilir- orada da yayilim gosterip organizmanin hayatini tehdit edebilir (Hanahan ve

Weinberg, 2011).

Proliferatif sinyal sarekliligi

Hiicre oliimiine karg: direng Biiyiime baskilayicilarindan kagmma

Anjiyogenezin indiiklenmesi Invazyon ve metastaz aktivasyonu

Replikatif olimsuzlik

Sekil 2.1: Kanser hiicrelerinin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO)niin agiklamasma gére kanser, 2020 yilinda yaklasik 10 milyon
kisinin hayatin1 kaybetmesine yol agmistir (WHO, 2022). Baz1 kanser tiirleri; akciger, kolon,

meme kanseri gibi sik goriilmemesine ragmen ciddi mortalite diizeyi gosterebilir (Sung ve



dig., 2021). Bu tiir kanserlerden biri beyin ve merkezi sinir sistemiyle iliskili tiimorler ve

kanserlerdir.
2.2. BEYIN TUMORLERI

Beynin konumu ve korunakli yapisi (kan-beyin bariyeri), beyinde fizyolojik kosullarin
disinda bir durum meydana geldiginde etkin tedavi sansini disiirmektedir. Bu durum, beyin
kanserleri i¢in de gegerli olup kanserin goriilme siklig1 az olmasina ragmen tedavi sonrasi

hayatta kalim sansinin diisiik olmas1 seklinde kargimiza ¢ikmaktadir.

Beyinde olusan tiimoérler genel olarak tehlike olusturur ve tiimoriin beyindeki konumu,
tehlikenin buytlikligi hakkinda birtakim bilgiler verebilir. Baska bir deyisle, tiimoriin yeri,
tiimoriin benign (iyi huylu) veya malign (kotii huylu) olmasi fark etmeksizin hayati tehlikeye
hatta 6liime neden olabilir. Beyin tiimoérleri, koken aldiklar1 bolge bakimindan primer ve
sekonder (metastatik) olarak ikiye ayrilir. Primer tiimorler, beyin ve merkezi sinir sisteminde
yer alan glial hiicrelerden tiirevlenirken (Aldape ve dig., 2018; Lapointe ve dig., 2018)
sekonder tiimorler ise akciger, meme, kolon vb. organlardan metastaz yoluyla gelerek beyinde

gelisen tiimdrlerdir (Lassman ve DeAngelis, 2003).
2.2.1.Glioma

Gliomalar; primer beyin tiimorleri grubuna dahildir ve %75 oraninda goriilme sikligi ile en
stk karsilasilan beyin timori tiridir. Gliomalar, astrositom, oligodendrom ve
glioblastomalar1 kapsar (Louis ve dig., 2021; Lapointe ve dig., 2018). Diinya Saglik
Orgiitii’niin 2007°de yaptigi siniflandirmaya gore gliomalar, malignansi diizeyine gore dort
farkli derecede degerlendirilmektedir. Histolojik 6zelliklere gore olusturulan derece 1 ile 4
arast olan bu smiflandirmada 1. ve 2. derece gliomalar olan astrositomlarin malignitesi
genellikle diisiikken, glioblastomalarin dahil oldugu 4. derece astrositomlara dogru
gelindiginde yiiksek maligniteye ek olarak tedaviye yanit ve hayatta kalma sans1 azalmaktadir

(Wu ve dig., 2016; Louis ve dig., 2007).

Glioblastoma multiforme (GBM), gliomalarin en agresif ve en sik goriileni olmasi ile beraber
yiiksek yayilim hizi, kan-beyin bariyerinin getirdigi fiziksel handikap ve tedavi prosediirlerine
kars1 diisiik yaniti nedeniyle ayn1 zamanda en dliimciil glioma tiirtidiir. Tedavi sonrasi 5 yillik

stire¢ incelendigi zaman sagkalim orani sadece % 6.8 olan (Ostrom ve dig., 2019) —hastalarin



cogunun tani konuldugu andan itibaren 2 yil icinde hayatin1 kaybettigi- GBM, tam
asamasindaki zorlugu nedeniyle tedavi sansi en diisiik kanser tiirlerinden biri olmaya devam

etmektedir (Stupp ve dig., 2005).

2.3. CERULENIN

Kanser tedavisinde cesitli yontemler ve hedefler kullanilmaktadir. Bu stratejilerden biri,
hiicrelerde —6zellikle kanser hiicrelerinde- sikga aktif olan metabolik yolaklarin kismi ve/veya
tamamen inhibisyonu yoluyla hiicreleri 6liim mekanizmalarina yonlendirmektir. Bunun en iyi
aydinlatilan 6rneklerinden biri kanser hiicrelerindeki kontrolsiiz boliinme ihtiyacindan dogan
lipit gereksinimidir. Bu gereksinimi karsilamak i¢in, kanser hiicrelerinde yag asidi
iretiminden sorumlu “yag asit sentaz (FASN — Fatty Acid Synthase)” adli enzim gorev alir

(Menendez ve dig., 2004).

FASN’nin, inhibisyon sonucu islev goremedigi durumlarda hiicrelerde yag asidi iiretimi
sekteye ugrar ve bu nedenle hiicresel stres bas gosterir. Inhibisyondan sorumlu molekiillerin

en eski ve iyi bilinen 6rnegi ise Cerulenin’dir (Omura, 1976; Murata ve dig., 2010).

Cerulenin, Cephalosporium caerulens adli fungus tiirtinden elde edilen dogal bir antimikotik
olup (Sekil 2.2) FASN’nin beta-keto agil sentaz alt tinitesini inhibe ederek malonil Co-A’nin
palmitata doniistimiinii ve dolayli yoldan yag asidi iiretimini geri doniilemez bir bigimde
sekteye ugratir (Funabashi ve dig., 1989). Bu sebeple, kesfedildigi ilk yillarda kanser tedavisi
icin 1yi bir strateji olarak diislinlilmesine ragmen, hiicre i¢inde stabilite kayb1 yasamasinin
anlagilmasinin ardindan (Parrish ve dig., 1999), kesin bir tedavi adayr olmaktan ¢ikarilarak

daha ¢ok FASN ile ilgili ¢alismalarda referans madde olarak kullanilmay: siirdiirmektedir.



Sekil 2.2: Cerulenin’in kimyasal yap1 gosterimi.

2.3.1. Yag Asit Sentaz

Lipit metabolizmasi, hiicre ve organel membranlarinin, dolayisiyla hem hiicrenin hem de
organellerin biitlinliigii agisindan kolesterol, fosfolipit gibi lipit yapilarinin saglanmasinda
hayati 6nem tasir. Bunlardan biri olan yag asitleri, diger gruplar kadar islevsel olup membran
yapisinin korunmasinda biiyiik rol oynar. Yag asitleri, besinlerle disaridan alinabildigi gibi
hiicrede dis kaynakli yag asidi eksikliginde/yoklugunda (Little ve dig., 2007) “de novo
lipojenez” yoluyla lipit kdkenli olmayan (Orn; Piriivat) molekiillerden de iiretilebilir. Bu iki
yolagin ortak noktasi ise, Krebs dongiisiinde yer alan asetil koenzim-A (asetil Co-A)nin
malonil Co-A’ya; onun da yag asit sentaz (fatty acid synthase; FASN) araciligiyla palmitik

aside doniisiimiidiir (Menendez ve Lupu, 2007).

FASN (EC:2.3.1.85), “de novo lipojenez”i katalizleyen tek enzim olup 273.4 kiloDalton
(kDa) molekiil agirliginda, 2511 aminoasit uzunlugunda olup FASN’nin kodlanmasindan

sorumlu ayni1 isimli gen, 17. kromozomun uzun kolunda 25.3 boélgesinde bulunur (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: FASN geninin kromozom {istiinde gosterimi (GeneCards, 2021c).

Yag asit sentaz, her ne kadar tek bir enzim olarak bilinse de aslinda 7 farkli islev gérebilen bir
enzim kompleksidir (Sekil 2.4). Bu alt birimler sirasiyla beta-ketoagil sentaz (KS), asetil
transagilaz (AT), malonil transagilaz (MAT), beta-hidroksi agil dehidrataz (DH), enoil
rediiktaz, beta-ketoacil rediiktaz (KR) ve tiyoesteraz (TE) olup her bir alt iinite, malonil Co-
A’nin nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) araciligiyla palmitata doniismesinde
gorev alir (Angeles ve Hudkins, 2016; Deepa ve dig., 2010).
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Sekil 2.4: FASN’nin yapisi (Deepa ve dig., 2010).

Yag asitlerinin hiicresel acidan yeterli diizeyde oldugu durumlarda FASN ekspresyonu
nispeten diisiik seviyede ilerlerken yag asidi yetersizliginde ekspresyonu artar. Bu duruma ek
olarak; en bilinen 6zelligi kontrolsiiz boliinme olan kanser hiicrelerindeki FASN anlatimi,

yiiksek lipit ve lipit tlirevleri ihtiyact nedeniyle normal hiicrelere kiyasla oldukg¢a fazladir
(Kridel ve dig., 2007).

FASN’nin kanser hiicrelerinde goriilen overekspresyonu, kanser tedavisi yaklagimlari i¢in
cazip bir hedef haline gelmesine neden olmustur (Angeles ve Hudkins, 2016). Bunun i¢in,

cesitli dogal veya sentetik tiirevli inhibitér maddeleri kullanarak enzimin inaktive edilmesi ve

bu sayede hiicrelerde stres olusturarak hiicre 6liimiiniin tetiklenmesi amaglanmaistir.
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Sekil 2.5: ER stresinin sematik olarak gosterimi (da Silva ve dig., 2020).

2.4. ENDOPLAZMIiK RETIKULUM STRESI

Stres, metabolik sistemlerin diizglin ¢calismasini kismen veya tamamen engellemekle beraber
yolaklarin ¢alismasinda etkili olan organellere de hasar vererek hiicrenin isleyisinin tamamen
durmasma neden olabilir. Endoplazmik retikulum (ER), strese bagli organel hasarinin
incelenmesi i¢in iyi bir 6rnek olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Cerulenin’in FASN enzimini
inhibe etmesine bagli olarak hiicrede meydana gelen palmitik asit eksikliginden kaynaklanan
(Kridel ve dig., 2007) yag asidi miktar1 yetersizligi, yag asidi disindaki birtakim lipit

bilesenlerinin tiretimini de aksatmasi nedeniyle hiicre icerisinde stresi tetiklemektedir.

Endoplazmik retikulum; Okaryotik hiicrelerde niikleusu kismen c¢evreleyen, hiicre
membranindan kokenlenen ve hiicrenin “tagima sistemi” olarak bilinen bir organeldir.
Yapisinda ribozom bulundurup bulundurmamasina gore “graniilli” veya “graniilsiiz” ER
olarak adlandirilir. Graniillii ER, protein sentezinin tamamlanmasinda kilit 5neme sahiptir: Bir
nevi “kalite kontrol birimi” olarak is géren ER, sentez siirecinde katlanamamis veya yanlis
katlanmis proteinlerin hiicre igine salgilanmasini engelleyerek onlar1 dogru konformasyona
getirmeye calisir. (Hotamishgil, 2010; Wang ve Kaufman, 2012). Ancak bu durum her zaman

gerceklesmeyebilir ve hiicresel stresin bas gosterdigi kosullardan ER’nin de etkilendigi



senaryolar mevcuttur. ER’nin etkilenmesi, “Endoplazmik Retikulum Stresi” kavramin1 ortaya

cikarir (Sekil 2.5).

ER stresi sonucu meydana gelen degisimlerden organelin kendisi kadar organelde bulunan
proteinler de etkilenir. Bunlardan en iyi bilinenleri, ER membraninda yer alan iki
transmembran protein ve bir transkripsiyon faktorii olup sirasiyla inositol gerektiren enzim 1
alfa (IREla), protein kinaz R benzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK) ve aktive edici
transkripsiyon faktorii 6 (ATF6)dir. ER stresi kaynakli katlanmamis protein yanitinin
(Unfolded Protein Response; UPR) {i¢ biiyiik sinyal yolagini olusturan —baska bir deyisle ER
stresinin simgesi olan- bu proteinler, ER membraninda bulunup stres kosullarinda ER
homeostazinin saglanmasinda gorev alirlar. Homeostazi (i¢ denge)nin saglanamadigi
durumlarda ise UPR mekanizmasimi baslatip diger molekiilleri bir tiir “sinyal kaskadi”
yoluyla aktive ederek hiicreyi hayatta kalmaya veya gereken durumlarda apoptoza

yonlendirebilirler (Walter ve Ron, 2011).
24.1.1IREla

Inositol gerektiren enzim 1 adiyla bilinen IRE1a, ER membraninda yer alan ve UPR’nin ana
sensorlerinden biri olarak is goren 977 aminoasit uzunlugunda olup 109.7 kDa agirliga
sahiptir. IRE1a’nin kodlanmasindan sorumlu ERN1 geni 17. kromozomun uzun kolunun 23.3
bolgesinde bulunur (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: ERN1 geninin kromozom {izerinde gosterimi (GeneCards, 2021e).

IREla, tip 1 ER transmembran proteinidir. Baska bir deyisle, amino (-NH>) terminali ile ER
liimeninde yer alan IRE1a, sentezle ilgili mekanzimalarda protein kinaz ve endoriboniikleaz —
RNaz- aktivitesi gosterirken (Corazzari ve dig., 2017) ayn1 zamanda stres durumunda UPR’yi
yoneten ii¢ ana proteinden biridir. IREla ve katalizledigi sinyal yolagi, UPR yolaklari
arasinda en yiiksek korunmusluga sahip olup mayalardaki yolak ile de biiyiik 6l¢lide benzerlik
gostermektedir (Tirasophon ve dig., 1998). Hiicrede ER stresi tetiklendiginde; X-box binding
protein (X-box baglanma proteini) 1’e (XBP1) ait mRNAlarin kirpilmasiyla olusan XBP1s,

ER homeostazinin yeniden saglanmasina yonelik ¢alisarak saperon, lipit biyosentezi ve ER-
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iligkili degradasyondan (ERAD — ER-associated degradation) sorumlu genlerin anlatim
yapmasini indiikler (Walter ve Ron. 2011; Wang ve Kaufman, 2012). Buna ek olarak, bazi
durumlarda, XBP1 yerine c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ile etkileserek hiicresel 6liim

yolaklarinin aktiflesmesini saglayabilir (Corazzari ve dig., 2017; Hotamishgil, 2010).
2.4.2.PERK

Protein kinaz RNA Dbenzeri endoplazmik retikulum kinaz adiyla bilinen PERK, ER
membraninda yer alan ve UPR’nin ana sensorlerinden biri olarak is géren 1116 aminoasit
uzunlugunda olup 125.2 kDa agirliga sahiptir. PERK’in kodlanmasindan sorumlu EIF2AK3

geni 2. kromozomun kisa kolunun 11.2 bolgesinde bulunur (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7: EIF2AK3 geninin kromozom iistiinde gosterimi (GeneCards, 2021b).

IREla gibi tip 1 transmembran proteini olan PERK; ER stresi ve UPR kosullarinda protein
translasyonunu, Okaryotik translasyon baslatici faktor (elF2a — Eukaryotic Translation
Initiation Factor) adli proteinin 51. pozisyonda bulunan serin amino asidini fosforilleyerek
inhibe eder. Bu sayede ER homeostazinin geri kazanilmasina katki saglamakla beraber aktive
edici transkripsiyon faktorii 4 (ATF4) proteininin sentezlenmesine neden olur (Dufey ve dig.,
2015; Smith ve Wilkinson, 2017). ATF4 proteini; UPR’nin strese karsi yetersiz kaldigi
durumlarda, bir tiir transkripsiyon faktérii olan C/EBP homolog proteini (CHOP)
ekspresyonunda gorev alir. CHOP’1in pro-apoptotik proteinlerle etkilesmesi ise hiicrede ER
stresi ile indiiklenmis apoptoz siirecinin baglamasina neden olabilir (Corazzari ve dig., 2017;

Smith ve Wilkinson, 2017).
2.4.3.ATF6

Aktive edici transkripsiyon faktorii 6 alfa adiyla bilinen ATF6, ER membraninda yer alan ve
UPR’nin ana sensorlerinden biri olarak is géren 670 aminoasit uzunlugunda olup 74.5 kDa
agirliga sahiptir. ATF6’nin kodlanmasindan sorumlu gen, proteinle ayni ismi tagimakta ve 1.

kromozomun uzun kolunun 23.3 bdlgesinde bulunmaktadir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8: ATF6 geninin kromozom {istiinde gosterimi (GeneCards, 2021a).

ATF6; IREla ve PERK ten farkli olarak tip 2 transmembran proteini olup karboksil (-COOH)
terminali ER liimeninde bulunur (Shen ve dig., 2002). Fizyolojik kosullarda ER’de
bulunmasina karsin stres ve UPR durumlarinda ise Golgi aygitina giderek orada proteazlarca
kesildikten sonra aktifleserck (ATF6N) -IRElo’nin islevine paralel olarak- birtakim UPR
genlerinin ekspresyonunu indiikler (Hotamishigil, 2010; Walter ve Ron, 2011). Buna ek
olarak, XBP1 aracilifiyla CHOP ile etkileserek hiicrenin 6liim yolagina yonlendirilmesinde

etkili olmaktadir (Schleicher ve dig., 2010).
2.4.4. TMED4

Lipit biyosentezinin inhibisyonu sonucu olusan stresin ER iizerindeki etkisi ve yol agtig1
sonuclar, metabolik siirecler kadar ER’nin kendisi agisindan da 6nem tasir. ER membraninda
yer alan proteinlerin anlatimlari, strese karsi olusturulan yaniti degistirebilir. IRE1, PERK,
ATF6 gibi transmembran proteinlerin yani sira bagka proteinlerin de strese karsi yanit
olusturulmasinda etkili olabilir. Bu proteinlere 6rnek olarak TMED4, diger adlariyla p24a3
veya ERS25, verilebilir.

Transmembran emp24 domain-containing protein 4 (TMED4); 227 aminoasit uzunlugunda ve
25.9 kDa agirliginda bir proteindir (Sekil 2.10). Proteinin kodlanmasindan sorumlu olan ayni
isimli gen, 5 eksona sahip olmakla beraber 7. kromozomun kisa kolunun 13 bdlgesinde

bulunur (Sekil 2.9).



12

Chr 7

= [ o - o) — )0
Lor N o I T I T o Y N ) — e = Y| LAY I Y A - — o fo A I I oY B o B Y i) — 0
[T e N s e L T T -+ b= o [ | - - - - - - [t () - fm B N B | () = L T R )
L I o Y T = - - - - = - - - e (8] [t [t (8] m om0 m omoom Mo
R v R v I v R v R v B o o o o o fa o o [ o o o o [ oo T o fa oo T oo

Sekil 2.9: TMED4 geninin kromozom {izerinde gosterimi (GeneCards, 2021d).

1@ 28 E1] 40 568
MAGVGAGPLR AMGRQALLLL ALCATGAQGL YFHIGETEKR CFIEEIPDET
60 78 8 =15 106
MVIGNYRTQM WDKQKEVFLP STPGLGMHVE VKDPDGKVVL SRQYGSEGRF
110 120 130 140 158
TFTSHTPGDH QICLHSNSTR MALFAGGKLR VHLDIQVGEH AMMNYPEIAAK
166 176 180 196 200
DKLTELQLRA RQLLDOQVEQI QKEQDYQRYR EERFRLTSES THMQRVLWWSI
210 220

AQTVILILTG IWQMRHLKSF FEAKKLV

Sekil 2.10: TMEDA4 proteininin aminoasit dizisi (UniProt, 2021).

TMED4 proteininin, ER-Golgi aygiti arasindaki transportta, hiicre i¢i taginmada, golginin
organizasyonu vb. siireglerde gorevli oldugu diisiiniilmektedir ve bu islevleri nedeniyle,
filogenetik ve biyoinformatik calismalarda, cesitli tiirler arasinda yiliksek korunmusluk
oranina sahip olduguna dair bulgulara ulasilabilmektedir (Matsuda ve dig., 2003; Gaudet ve
dig., 2011; amigo.geneontology.org). Tiim bunlara ek olarak; insan bagisiklik yetmezlik
virisiit olarak bilinen HIV (human immunodeficiency virus) nin protein kompleksi
olustururken etkilestigi proteinlerden biri olmasi (Jager ve dig., 2011) ve niikleer faktor
kappa-B (NF-kB) nin aktiflesmesinde ve dolayli yoldan enflamasyon yaniti olusmasinda etkili
genlerden biri olmasina ragmen (Matsuda ve dig., 2003), giinlimiizde TMEDA4’{in hiicresel

akista —ve ER 1ile 1lgili siire¢lerde- nerede ve nasil rol aldig1 tam olarak aydinlatilamamastir.

TMED4 ile ilgili literatiir bilgisinin belirli bir boliimii Hwang ve dig. (2008) tarafindan
yapilan ¢aligmayla elde edilmistir. Calismaya géore TMEDA4’lin, mayalarda (ve ayni zamanda
bircok omurgali tiirlinde) ER-Golgi arasi protein transportunda gorevli (ve yiiksek oranda
korunmus) p24 protein ailesinin (Strating ve dig., 2009) insandaki homologu oldugu
belirtilmektedir. Hwang ve dig. (2008)nin; bu ¢alismada fare fibroblast (NIH3T3) ve insan
osteosarkoma (U20S) hiicre hatlarinda yaptiklar1 deneyler neticesinde TMED4 (ERS25)iin,
ER’de lokalize olmakla beraber 1s1 soku, ultraviyole (UV), oksidatif stres ve/veya
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Thapsigargin, Brefeldin A gibi ER stresini indiikleyici ajanlarin varliginda ekspresyonunun
arttig1 ve katlanmamig/yanlis katlanmis protein yanitinin (Unfolded Protein Response- UPR)
olusumuna katk1 sagladigi proteomik ve mikroskopik analizlerle ortaya konmustur. Calismada
TMED4’iin susturucu 6zellikli kisa hairpin (sag¢ tokasi) yapili RNA molekiilleri ile (short
hairpin RNA — shRNA) gen anlatimi baskilanmigtir. Baskilama sonucunda ise, 1s1 sokuna
yanit olarak ekspresyonlari artan ve hiicrenin hayatta kalmasi yoniinde rol oynayan 1s1 soku
proteinlerinden (Heat shock proteins — Hsp) biri olan Hsp70’in ekspresyonunun artarak
apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1) molekiiline baglandigi gorilmiistiir. Bu

baglanma ile hiicreyi hayatta kalmaya dogru yonlendirdigi tespit edilmistir.
2.4.5.Endoplazmik Retikulum Stresinin Belirlenmesi

Endoplazmik retikulum stresi, hiicresel metabolizmanin stres altinda gelistirebilecegi yanitlari
ve izleyebilecegi stratejileri inceleme agisindan biiyilk 6nem tasir. Bu sayede; kanser,
Alzheimer, Parkinson vb. hastaliklarin tedavisine dair segenekleri artirma ihtimalinin yan1 sira
hiicrelerin ¢aligma prensiplerine yonelik karanlikta kalan noktalara da 1sik tutulabilir. ER
stresini net olarak belirleyebilmek i¢in birden fazla molekiiler yontem kullanilabilir. Bu
yontemlere 6rnek olarak; ER ile iliskili proteinlerin anlatim diizeylerinde herhangi bir degisim
olup olmadigin1 gozlemleyebilmek i¢in Western blotlama, ilgili proteinleri gen diizeyinde
incelemek i¢in ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ve floresan metotlar

verilebilir.
2.4.5.1. Floresan Yontemler

Hiicresel stres ile gelisen katlanmamis ve/veya yanlhis katlanmis  protein
birkimini/agregasyonunu inceleyebilmek; stresin yol agabilecegi patolojik, molekiiler vb.
stregleri anlamada ve agregasyonun olusmasini Onleme veya olusan agregatlari
uzaklagtirma/elimine etme yoniinde strateji gelistirme agisindan Onem tasir. Bunun igin
proteinlerin yapisin1 detayli bir sekilde anlamamiza olanak saglayabilecek X-151m
kristalografisi, niikleer manyetik rezonans (NMR) gibi yiiksek teknolojili yontemlerin yani
sira floresan boya araciligiyla mikroskopik ve spektroskopik yontemler gibi daha basit

teknikler de uygulanabilir.

Floresan yontemler, boyama veya immiin ¢oktiirme prensibiyle isleyip temel olarak boyalarin

veya ilgili antikorun ER ile iliskili proteinlerin bakiyelerine baglanarak reaksiyon verme veya
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belirli dalga boyunda 1sima 6zelligine sahip olmasi iizerine kurulabilir. Bu yontemlerin en
bilinen ornekleri yesil floresan protein (Green Fluoroscent Protein — GFP) ile isaretleme
(Samali ve dig., 2010), ER liimeninde bulunan gesitli proteinlerdeki spesifik lizin-aspartik
asit-glutamik asit-16sin (KDEL) dizisini taniyan reseptor ve ona uygun antikorla immiin
¢oktiirme (Yamamoto ve dig., 2001), 4°, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) veya tiyoflavin T
(ThT) gibi belirli dalga boyu araliklarinda 1s1ma veren boyalar olup ER stresine iliskin

analizlere gorsel acidan destek sunmasina olanak saglar.

ER stresi ve strese bagl katlanmams protein yanit1 ile beraber gelisen ilk durumlardan biri
olan protein agregasyonunu gozlemlemede, g¢ogunlukla floresan boya temelli teknikler
kullanilmaktadir. Boyalar, agregat icerisinde bulunan proteinlerin ¢esitli bolgelerine baglanir
ve belirli dalga boylarinda floresan 1s1ma yaparak hiicresel diizeyde veya doku diizeyinde
protein birikimi hakkinda fikir edinilmesine olanak saglar. Bu boyalar arasinda, literatiirde en

sik rastlanilanlardan biri ise Tiyoflavin T (ThT)dir (Sekil 2.11).

Tiyoflavin T; protein agregatlarina- agregatlardaki beta-amiloid fibrillere — baglanan ve
baglanma sonucu floresan 1s1ma veren bir tlir benzotiyazol tuzudur (Vassar ve Culling, 1959).
Gerek dokularda gerekse hiicre i¢indeki amiloid yogunlugu ile pozitif korelasyon gosteren
floresan 6zelligi nedeniyle amiloid birikimi kaynakli ve/veya birikimin 6nemli dlgiide etkili
oldugu Alzheimer, Parkinson gibi hastaliklardaki patolojik siirecin aydinlatilmasinda oldukca

fazla kullanilir (LeVine III, 1999).

CHs
N* CHs
N N
HSC S B \CHS
Cl

Sekil 2.11: Tiyoflavin T (ThT)nin iki boyutlu gésterimi (Sigma-Aldrich, 2021).


http://www.sigmaaldrich.com/
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ThT’nin floresan 1s1masinin ardindaki mekanizma; benzotiyazol ile anilin halkalar1 arasindaki
merkezi karbon-karbon (C-C) baginin, rotasyonel immobilizasyon ile amiloid plaklara —
amiloidlerin yan zincirlerinde bulunan B-ipliklerine- baglanmasi ve bunun sonucunda 450
nanometre (nm) dalga boyunda eksitasyon, 482 nm’de ise artan emisyon olarak agiklanabilir

(LeVine II1, 1993; Oborocenu ve dig, 2011; Xue ve dig., 2017).

ThT, her ne kadar agirikli olarak protein fibrilasyonu ve bununla iligkili inhibisyon
caligsmalarinda kullanilsa da protein disindaki molekiillere de baglanarak floresan 1g1ma verme
ozelligine sahiptir. Ornegin, yapisindaki hidrofobik gruplar sayesinde DNA’daki tirozin
bakiyelerine baglanarak DNA’da da 1sima yapabilme potansiyeline sahiptir (Biancardi ve
dig., 2014; Gade Malmos ve dig., 2017).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. CERULENIN UYGULAMASI VE CANLILIGIN BELiRLENMESI
3.1.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Olusturulmasi

U87MG insan glioblastoma hiicre hatt1 (Istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii, Istanbul Universitesi); %10 fetal bovin serum (FBS; Gibco) ve %l
penisilin/streptomisin (Gibco) eklenmis Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High Glucose
(DMEM; Gibco) besiyerinde kiiltiirlendi. Hiicreler, %5 karbondioksit (CO2) igeren 37 °C’a
ayarli inkiibatorde (Heracell 150i, Thermo Scientific) ¢ogaltildi ve 2-3 giinde bir alt
kiiltiirleme yapildi. Alt kiiltiirleme isleminde besiyeri uzaklastirildiktan sona 1X Dulbecco’s
phosphate-buffered saline (DPBS; Gibco) ile yikama yapilarak besiyeri artiklar1 temizlendi.
DPBS uzaklagtirildiktan sonra hiicrelerin, tutunduklart kiiltiir kabiyla ilisigini kesmede
tripsin/EDTA (steril 1X DPBS i¢inde %0.2 (w/v) tripsin ve %0.04 (w/v) EDTA) kullanildi.
Tripsin aktivitesi besiyeri ile inhibe edildikten sonra tripsin-hiicre-besiyeri igeren
sispansiyonun bir boliimi kiiltiir kabinda birakildi ve iistiine yeni besiyeri eklenerek

inkiibasyona kaldirildi.
3.1.2. Hiicre Cogalma Egrisinin Olusturulmasi

U87MG hiicrelerinin ortalama yasam siirelerini belirlemek i¢in 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kabina hiicre ekimi yapildi. Hiicre ekimi asamasinda; canli hiicreleri 6li hiicrelerden ayirt
etmek i¢in 20 pL hiicre siispansiyonu ile 20 pL tripan mavisi (Gibco) boyasi, lam iizerinde
pipetaj yoluyla karistirildiktan sonra hemositometrede (ISOLAB) hiicre sayimi yapildi. Hiicre
sayimi sonrasinda, ¢ogalma egrisini olusturabilmek adina kiiltiir kabinin yarisina, baslangic
olarak kuyu basina 50.000 hiicre/mL; diger yarisina ise 100.000 hiicre/mL ekildi. Her giin ve
say1 grubu i¢in 1’1 teknik tekrar olmak tizere 2 kuyu kullanildi. Ertesi giinlerde, kuyulara ilk
ekim saati gozetilerek, ¢ogalan hiicreler hemositometre ile sayildi. Onuncu giiniin sonunda
bitirilen deneyde elde edilen sonuglar, Denklem 3.1 ve 3.2’ye gore hesaplandiktan sonra

GraphPad Prism 7.0 programinda analiz edildi.

n = (log N2 - log N1)/ log 2 (3.1)
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n :Jenerasyon sayisi
N2 : Logaritmik boliinme evresinin sonundaki hiicre sayisi

N1 : Logaritmik boliinme evresinin baslangicindaki hiicre sayist

Si=(T2—Ti)/n (3.2)

St : Jenerasyon siiresi
T2 : Logaritmik boliinme evresinin bitis zamani

T1 : Logaritmik boliinme evresinin baglangi¢c zamani

3.1.3. Sitotoksisite Testi

Cephalosporium caerulens’ten elde edilen bir antifungal ajan olan Cerulenin (Sigma-Aldrich
C2389)in UB7MG hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisini gozlemlemek igin 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi uygulandi (Mosmann, 1983).
96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabina madde uygulanmayacak kontrol grubu ve uygulanacak
Cerulenin konsantrasyonlar1 gozetilerek, her bir deney grubu i¢in 6 teknik tekrar olacak
sekilde kuyu bagma 15.000 hiicre olacak sekilde 200°er puL ekim yapildi. Ekim isleminin
ertesi giiniinde kontrol grubunda besiyerleri degistirildi. Deney gruplarina ait hiicrelerin
tizerine ise 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5 ve 15 ug/mL dozlar1 (10 mg/mL konsantrasyondaki stoktan
seri  sulandirma yoluyla elde edildi) konsantrasyonlarinda Cerulenin uygulandi.
Uygulamalarin a-ardindan hiicreler 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
stiresi bittiginde besiyerleri uzaklastirildi ve karanlik ortamda MTT (Sigma-Aldrich M5655)
testi yapildi. 5 mg/mL konsantrasyondaki MTT stogundan kor ornek ig¢in 2 kuyu ve hiicre
bulunan diger kuyulara 30’ar pL. MTT eklenmesinin ardindan kiiltiir kabi, MTT nin 1518a
duyarli yapis1 nedeniyle karanlikta 37 °C’ta 4 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan kuyulara 150’ser uL. DMSO uygulandi. DMSO uygulamasi sonrasi kiiltiir kab,
formazan kristalinin ¢oziinmesi i¢in 1 saat boyunca calkalayicida c¢alkalandiktan sonra 540
nm dalga boyunda spektrofotometrik Olglimleri (Eon, Bio-Tek) elde edildi. Elde edilen
sonuglar ilk olarak Microsoft Office Excel programinda kullanilarak olusturulan denklem ile

(Denklem 3.3) elde edilen veriler GraphPad Prism 7.0 programinda analiz edildi.


https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
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% Canlilik = (Deney grubu absorbanst) % 100 (3.3)

Kontrol grubu absorbanst
3.2. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI
3.2.1.Cerulenin Uygulamasi

Bolim 3.1.3.°te anlatilan sitotoksisite testi sonrasinda belirlenen konsantrasyonlarda
Cerulenin deney gruplarina uygulandiktan sonra, hiicrelerdeki ER stresi protein diizeyinde
incelendi. Ik asamada hemositometre ile hiicre sayimi yapildi. Sayilan hiicreler, Béliim
3.1.3’te ekilen hiicre sayist ve kiiltiir kabinin alan1 gozetilerek, 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kabina, kuyu basina 225.000 hiicre/mL olacak sekilde 2’ser mL ekildi. Madde uygulanmamis
kontrol grubu ve diger 6rnek gruplar icin ikiser kuyu kullanildi. Hiicre ekiminin bir giin
sonrasinda kontrol gruplarinda besiyeri degisimi; doz gruplarinda ise madde uygulamasi
yapilarak kiiltiir kabi, 48 saatlik inkiibasyona kaldirildi. Inkiibasyonun bitiminde ise hiicre
toplama prosediirii uygulandi. ilk asamada kiiltiir kabindaki besiyerleri uzaklastirildiktan
sonra kuyular 1’er mL soguk 1X DPBS ile yikandi. Yikama islemi sonrasi uzaklastirilan
DPBS yerine kuyu basia 200 pL tripsin eklendi ve kiiltiir kab1, 2-3 dk boyunca inkiibe edildi.
Tripsinizasyon islemini sonlandirmak i¢in kuyulara 400’er uL besiyeri eklendikten sonra
kuyularda pipetaj yapilarak siispansiyonun toplanmasi ve 1.5 mL hacimli santrifiij tiiplerine
alinmasi saglandi. Her bir 6rnek grubu igin ayr1 tiipler kullanildi. Toplanan hiicreler +4°C’de
5000xg’de 3 dakika boyunca santrifiij edildi (Sigma, 4-40K). Santrifiij sonrasi iist sivi
(stipernatant) uzaklastirildi ve pelletler 1’er mL soguk 1X DPBS ile siispanse edildikten sonra
tekrar santrifiijlendi ve olusan pelletler bir kez daha siispanse edildi. Ugiincii santrifiij
sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve hiicre pelletlerinin bulundugu tiipler, -20°C’de

muhafaza edildi.
3.3. ENDOPLAZMIK RETiKULUM STRESININ BELIRLENMESI
3.3.1. Floresan Mikroskop Analizi

Cerulenin’in U87MG hiicrelerinde olusturdugu hasar1 gorsel olarak inceyebilmek igin
Tiyoflavin T (ThT) boyas: ile floresan goriintiileme protokolii uygulandi. Protokoliin ilk
asamasinda hemositometre araciligiyla sayilan hiicreler, 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabina
yerlestirilen lamellere (ISOLAB) 30.000 hiicre/mL’ye denk gelen hacimde ekildi. Ekimin

ardindan 20-25 dk boyunca bekletilen hiicrelerin iistiine 2’ser mL besiyeri ilavesinin ardindan
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kiiltiir kab1 kapatilarak inkiibatore kaldirildi. Madde uygulanmamis kontrol grubu, Bolim
3.1.3’te yapilan test sonrasi belirlenen 1Cy ve ICso dozlari igin ikiser kuyu kullanildi. Ekimin
ertesi gilinlinde kontrol grubu kuyularinda 2’ser mL besiyeri degisimi yapilirken doz
gruplarinda ise madde uygulamasi yapilarak kiiltiir kabi, 48 saatlik inkiibasyona kaldirildi. 48
saatin ardindan floresan mikroskopla goriintilleme islemi i¢in hazirlanan protokol isleme

konuldu. Deneyde kullanilan soliisyonlarin igerikleri, Tablo 3.1°de verildi.

1. Kuyulardaki eski besiyerleri uzaklastirildi.

2. Kuyular 1’er mL 1X PBS ile 1 kez yikandi, sonrasinda PBS uzaklastirildi.

3. Kuyulara 2’ser mL %4 paraformaldehit (PFA) soliisyonu eklendi ve 37 °C’de 10 dk
boyunca birakilarak fiksasyon yapildi. Fiksasyon sonrasi PFA uzaklastirildi.

4. Kuyulara 2’ser mL 50 mM amonyum kloriir (NH4Cl) soliisyonu eklendi ve PFA’nin
etkisini inhibe etmek (“quenching”) i¢in 37 °C’a 10 dk boyunca birakildi. Sonrasinda
NH4Cl uzaklastirildi.

5. ThT uygulamasi oncesi hiicre gecirgenligini artirmak (permeabilizasyon) i¢in kuyulara
2’ser mL %0.1 Triton X-100 soliisyonu eklendi ve 37 °C’de 8 dk boyunca birakilarak
permeabilizasyonun ger¢eklesmesi saglandi. Sonrasinda Triton X-100 kuyulardan
uzaklastirildi.

6. Kuyulara (2 mL PBS i¢inde) 20’ser uM ThT uygulamasi yapildi. Kiiltiir kabi folyo ile
kapatildiktan sonra 37 °C’de 30 dk boyunca inkiibasyona birakildi. Uygulama
bitiminde ThT uzaklastirildi.

7. Kuyular 1’er mL 1X PBS ile 1 kez yikandi, sonrasinda PBS uzaklastirildi.

8. Kiiltiir kabinin i¢indeki lameller, siringa ucu yardimiyla kaldirildiktan sonra pensle

ters ¢evrilerek lamlarin {istline kapatildi.

Protokole uygun hazirlanan preparatlar, Olympus BX-53 mikroskobunda GFP-FITC filtresi
kullanilarak 20X biiyiitme oraniyla incelendi ve fotograflandi. Preparatlar, ¢ekim sonrasinda

1sikla temasi engellemek i¢in folyoya sarilarak -20°C’de muhafaza edildi.
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Tablo 3.1: Floresan goriintiileme yonteminde kullanilan soliisyonlar.

Soliisyonlar Bilesenler
Paraformaldehit (Merck 1014005).........cceiierieiieiienienienie e see e 24

) 1X PBS ile 55-60°C’de ¢ozdiiriilmeye baslanan paraformaldehite bir miktar
%04 Paraf_ormaldeh't sodyum hidroksit (NaOH) eklenir. Soliisyonun berraklik kazanmasinin ardindan
(PFA) Soliisyonu (pH: 4, sicakliginda sogutulur ve sonrasinda pH’inm 7.4-7.6 araligma disiiriillmesi

7.4-7.6)* saglanir.
Soliisyon, 1X PBS ile 50 mL’ye tamamlanir. Soliisyon, deney giinii taze
hazirlanmalidir.
50 mM Amonyum Amonyum kloriir (Merck 101142) .....cccoiiiiiiiiiciienieceee e 0.13 ¢
KlOl‘ll.l.' (NH.CI) Soliisyon, ddH>O ile 50 mL’ye tamamlanir.
Soliisyonu
9%0.1 Triton X-100 Triton X-100 (SIGMa T8787).....ccueeuiriiiiiiiiiieiiiiie sttt nee e 40 uL
Soliisyonu Soliisyon, 1X PBS ile 40 mL’ye tamamlanur.
Tiyoflavin T (Sigma-Aldrich T3516) .....ccevvveiiiiieiie e 1.59 mg
5mM ThT Stok 9070 €tANO ... 1mL
Soliisyonu*

Soliisyonun etrafi folyoyla sarilarak karanlikta muhafaza edilir. Soliisyon, deney
giinii taze hazrlanmahdir.

3.3.2. TMED4 Protein Diizeyindeki Degisimin Incelenmesi
3.3.2.1. Protein Izolasyonu

ER stresini analiz edebilmek igin ilk olarak Bolim 3.2.1.‘de agiklanan protokole uygun elde
edilen  hiicrelerden protein izolasyonu yapildi. Bunun i¢in 500 pL 1X
“RadiolImmunoPrecipitation Assay” (RIPA; 25 mM Tris-HCI pH:7.6, 150 mM sodyum kloriir
[NaCl], %1 Nonidet P-40, %1 sodyum deoksikolat, %0.1 sodyum dodesil siilfat [SDS])
tamponu kullanildi1 ve izolasyon 6ncesi 0.2 mg fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF; AppliChem
A0999,0005), tampona eklenerek ¢ozdiiriildiikten sonra tiip basina 150’ser uL 1X RIPA
eklendikten sonra mikropipet ile protein izolasyonu yapildi. Tim islemleri buzda
gerceklestirilen izolasyonda; set basina 40 kez pipetaj olmak {izere 3 set pipetajdan sonra 1
dakika boyunca sonikatérde (Wisd) tutulan tiipler, 1 set daha pipetaj yapilmasinin ardindan
+4°C’ta 20.000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi iist sivilar yeni

tiiplere alindu.
3.3.2.2. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Izolasyon sonras1 elde edilen proteinlerin konsantrasyon tayini icin bisinkoninik asit (BCA)

yontemi uygulandi. Bu yontemin temelinde, bakir iyonlarinin proteinlerin peptit baglarindaki
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azot ile redoks tepkimesi sonucu renk degisimi prensibi bulunur. BCA yonteminde; bovin
serum albumin (BSA) stogundan son konsantrasyonlari sirastyla 2000, 1500, 1000, 500, 250,
125, 25 ve blank (kor 6rnek) i¢in 0 pg/mL olacak sekilde standartlar olusturulur. Standartlar,
kiiltiir kabina en az 2 tekrarli ve kuyu basina 25 pL olacak bigimde dagitilir. Konsantrasyonu
bilinmeyen proteinlerin de ayni sekilde yliklenmesinin ardindan 37°C’de 30 dk boyunca
inkiibe edilen standartlar ve ornekler, 562 nm’de spektrofotometrik 6l¢limiin ardindan analiz
edilir. Analiz yapilirken, standartlarin konsantrasyonlar1 ve absorbanslari kullanilarak
“standart grafik” olusturulur. Grafikten elde edilen “standart denklem” ile diger proteinlerin
konsantrasyonlar1 hesaplanir. Gilinlimiizde bu tiir manuel yontemler kullanilabildigi gibi

kitlerle de sonu¢ alinmasi miimkiin olmaktadir (Smith ve dig., 1985; Olsen ve Markwell,
2007).

Protein izolasyonu sonucu elde edilen 6rnekler 10 kat sulandirildi. Sonrasinda “SMART™
BCA Protein Assay Kit (Intron Biotechnology)” protokoliine gore, konsantrasyon tayininde
kullanilacak kit bilesenlerinden A ve B soliisyonlar1 alindi. Ilk olarak A soliisyonunun
alimmasinin ardindan B soliisyonu, A soliisyonunun 1/50 hacminde olacak sekilde kitten
almarak A soliisyonuna eklendi. Tiip karistirict kullanilarak karistirilan soliisyonlar 96
kuyucuklu kiiltiir kabina kuyu basma 200’er pL olacak sekilde dagitildi. Ustlerine ise 25’er
uL 6rnek ve tampon 2 tekrarli olacak sekilde pipetaj yoluyla eklendi. Sonrasinda kiiltiir kabi,
boyanin 1sikla temasim1 engellemek amaci ile folyoya sarilarak 37°C’de 30 dakika

inkiibasyona birakildi.
3.3.2.3. Sodyum dodesil siilfat — Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Hiicrelerden izole edilen protein Orneklerini ayristirmak i¢in sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanildi. “Bio-Rad Mini Protean Tetra
System” adli elektroforez sisteminin kullanim talimatlarina goére yapilan uygulamada ilk
olarak jellerin hazirlandig1 sistem kuruldu. Sonrasinda Tablo 3.2°de belirtilen miktarlarda
sodyum dodesil siilfat (SDS), akrilamid, amonyum persiilfat (APS), distile su, Tris-
hidroklorik asit (Tris-HCI) tamponu ve tetrametiletilendiamin (TEMED) igeren iki farkli jel
(ayrrma ve yiikleme jeli) hazirlandi. ilk olarak ayirma jeli hazirlanip jel sistemine dokiildiikten
sonra jelin polimerizasyonu beklendi. Sonrasinda yiikleme jeli hazirlandi ve jelin
polimerizasyonu sona erdiginde Bolim 3.2.2.3’te konsantrasyonlar1 belirlenen protein

orneklerinden 40’ar pg ve 4 pL protein markeri (GangNam-STAIN™ prestained protein
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ladder, Intron Biotechnology S24052), 2X 6rnek yiikleme boyasiyla karistirilip jele yiiklendi.
100 volt (V) ile baslatilan elektroforez siireci, proteinlerin ayirma jeline gegmesiyle 200 V’de

devam edip proteinlerin 6rnek boyasi ¢izgi hatti jelin sonuna geldiginde sonlandirildi.

Tablo 3.2: SDS-PAGE jel bilesenleri (1 jel i¢in).

Bilesenler Ayirma Jeli (pH: 8.8) Yiikleme Jeli (pH:6.8)
Tris-HCI tamponu 1mL 250 uL
%30 Akrilamid Soliisyonu 1662 pL 337.5 uL
dH20 2262 pL 1875 puL
%10 SDS 50 uL 25 uL
%10 APS* 25 pL 12.5 pL
TEMED 1.75 L 3.5ul

*: APS ilavesinin ardindan; jel karisimindaki hava kabarciklarim uzaklastirmak i¢in karisimin bulundugu beher, yaklasik
olarak 1 dk boyunca sonikatorde tutulmahdir.

Tablo 3.3: SDS-PAGE yonteminde kullanilan soliisyonlar.

Soliisyonlar Bilesenler
Trizma baz (Sigma-Aldrich T1503) ......ccccvveiiiiiiiiiee e sree e 30.3¢g
10X Tank (Yiiriitme) Glisin (BiOShOp GLNOO].) .............................................................................. 144 ¢
Tamponu SDS (SIgMa-AlArCh 75746) ......eveeeeeeeeeeeeeeeeeee et 10g

Soliisyon, dH2O ile 1L ye tamamlanir.
Tris-HCI tamponu (PH: 6.8) ....oveiviiiiiiiiiiieer e 25 mL
9010 SDS SOMISYOMNU. ...c.vivireeeieiieiise sttt 40 mL
2X Ornek YUKIEME  GIISErol .........ooooovovvoveeeeeeeerrsesessssssssessesessseeesssssssesssssssssessssssssssssssseesseessns 20 mL
Boyasi .

(100 mL icin) B-merkaptoetanol (AppliChem AL1108) ........cccovvviiiiiiiiii 10 mL
Bromofenol mavisi (MErck) ........cocooiiiiiiiiiie e 0.2¢g

Soliisyon, dH>O ile 100 mL’ye tamamlanir.
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3.3.2.4. Western Blot Analizleri

SDS-PAGE jel elektroforezinde ayrilan proteinlerin Cerulenin uygulamasi sonrasi
glioblastoma hiicrelerindeki anlatim seviyelerinin degisimini gozlemlemek igin Western blot
analizi yapildi. Analizde polivinilidin floriir (PVDF) membran ve “Bio-Rad Mini Trans-
Blot® Cell” sistemi kullanildi. Bunun i¢in SDS-PAGE elektroforezinde yiiriitiilen jel, 15
dakika boyunca 1X transfer tamponunda calkalandi. Sonrasinda; deney protokoliine “wet
blotting-1slak aktarim” veya “semi dry blotting-yar1 kuru aktarim” yoluyla jeldeki proteinler,
PVDF membrana (Thermo Scientific 88520) aktarildi. Islak aktarim protokoliine gore; iki
adet emici siinger arasinda sirasiyla bir adet Whatman kagidi, proteinlerin bulundugu
poliakrilamid jel, aktarim yapilacak membran ve bir adet Whatman kagidi1 yerlestirildi ve
+4°C’de 100 voltta 1 saat 15 dk boyunca aktarim yapildi. Yar1 kuru aktarimda ise, aktarim
cihazina (Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell, Bio-Rad) bir miktar 1X transfer tamponu
stiriildiikten sonra sirasiyla ic adet Whatman kagidi, PVDF membran, proteinlerin oldugu
poliakrilamid jel ve tekrardan ii¢ adet Whatman kagidi yerlestirildi ve cihazin kapagi
kapatilarak oda sicakliginda 25 V’de 30 dk boyunca aktarim yapildi.

Aktarim sonrast membranin, antikorla muamele sonrast istenmeyen bolgelere de
baglanmasini 6nlemek amaciyla 1,5 saat boyunca %35’lik yagsiz siit tozunda bloklandi.
Bloklama sonrasinda membran, +4°C’ta gece boyu primer antikorla ile muamele edildi. Ertesi
giin primer antikordan alinan membran, 1X TBST (Tris-buffered saline ve Tween-20)
soliisyonu 5 dakikada bir yenilenecek bigimde 5 defa yikandi ve yikama sonrasi primer
antikorun konak organizmasina (host) uygun sekonder antikorla oda sicakliginda 2 saat
boyunca inkiibasyona birakildi. Sekonder antikorla inkiibasyon sonrasinda 1X TBST ile
yikanan membran, “Pierce ™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific)”

goriintiileme kiti ve cihazi ile (ChemiDoc XRS+ System, Bio-Rad) gorsel olarak analiz edildi.

Membrandaki farkli proteinleri isaretlemek, bu nedenle membrami tekrar kullanmak icin
“stripping” adl1 yontem uygulandi. Bu yontem kapsaminda membran, 60°C’de yarim saat
boyunca Tablo 3.4’te agiklanan “Stripping Soliisyonu” ile inkiibe edildikten sonra ultra saf su
(ddH20) ile 5 dakikada bir yenileme kaydiyla 5 defa yikandiktan sonra, 5 dakikada bir olmak
tizere 5 kez 1X TBST ile yikandi. Yikama isleminin son bulmasini takiben membran, %5°lik
siit tozunda 1.5 saat boyunca bloklandiktan sonra incelenmek istenen proteinin primer

antikoruyla muamele edildi. Primer antikorun ardindan 1X TBST ile yikanan membran,
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primer antikorun konagina uygun sekonder antikorla 2 saat muamelenin ardindan tekrar 1X

TBST ile yikandi ve goriintiileme islemine tabi tutuldu.

Elde edilen protein bantlarinin Image Lab (Bio-Rad) programinda analizinde, normalizasyon

i¢in hiicre i¢inde siirekli anlatim yaptig1 bilinen (Tristan ve dig., 2011) gliseraldehit 3-fosfat

dehidrogenaz (GAPDH) enzimine spesifik antikorla uygulama yapildi. Protein bantlarinin

Image Lab ile analizinin ardindan anlatim seviyelerinde ortaya ¢ikan kat degisimi (fold

change) ilk olarak Microsoft Office Excel; sonrasinda ise GraphPad Prism 7.0 programinda

tek yonlii (one-way) ANOVA testi ile incelendi.

Tablo 3.4: Western blotlama yonteminde kullanilan soliisyonlar.

Soliisyonlar

10X Transfer Tamponu

1X Transfer Tamponu

%>5’lik Siit Tozu
(100 mL icin)

10X TBS Tamponu
(pH:7.5)

1X TBST Tamponu

Stripping Soliisyonu
(100 mL icin)

Bilesenler

Trizma baz (Sigma-Aldrich T1503) .....ccccovvevieeiiiiiiieie e sne s 30.3¢g
Glisin (BIOSNOP GLNOOL) ....couviivieiiiiiiiieitiiiieiiisieeie st sne e s 144 g

Soliisyon, dH>O ile 1L’ye tamamlanir.

10X Transfer TAMPONU ...oc.veevieiieiieeiie ettt s 100 mL
/1] 72 T P 200 mL

Soliisyon, dH>O ile 1L ye tamamlanir.

Siit tozu (Skim Milk Powder, Sigma-Aldrich) ..., 5¢g
Soliisyon, 1X TBST ile 100 mL’ye tamamlanir.

Sodyum kloriir (Merck 567440) .......ccccoviiiiiiiiiiiieii e 87.7¢g
Soliisyon, dH>O ile 1L ye tamamlanir.

10X TBS TAMPONU ..ottt ittt ettt ettt b e saeesbeessneesneesneeaees 100 mL
TWEBN-207 ..o 1 mL

Soliisyon, dH>O ile 1L’ye tamamlanir.
*: Tween-20, total soliisyon hacminin %0.1°1 olacak sekilde eklenir.

%10 SDS SOIUSYONU ...ccvviiiiiiiieiiiciei s 20 mL
0.5 MTris-HCI tamponu (PH: 6.8) .....oovvveiieiieiieeieesee e 12.5mL
Ultra saf su (AdH20) ..covoiviiiiiecieic e 67.5 mL

B-merkaptoetanol (AppliChem AL108) .......ccccevvveiieviece e 0.8 mL
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Tablo 3.5: Western blotlama yonteminde kullanilan antikorlar.

. Diliisyon (nL
Protein Marka/Kod Konak Organizma antikor/pL siit
(Host)
tozu)
Novus
Anti-TMED4 Biologicals Tavsan (Rabbit) 1:250
NB100-56393
Novus
Anti-IREla Biologicals Tavsan 1:1000
NB100-2324
Novus
Anti-PERK Biologicals Fare (Mouse) 1:1000
NBP1-51661
Novus
Anti-ATF6 Biologicals Fare 1:1000
NBP1-40256
Novus
Anti-Grp78 Biologicals Tavsan 1:1000
NBP2-16749
Boster Biological
Anti-Bax Technology Tavsan 1:1000
A00183
. Invitrogen .
Anti-GAPDH MAB-15738 Fare 1:2500
Anti-mouse Boster Biological
1qG* Technology Keci (Goat) 1:2500
g BA1050
Boster Biological
Anti-rabbit 1gG Technology Kegi 1:2500

BA1054

*IgG: Iimmiinoglobin G
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3.4. TMED4 GENININ EKSPRESYON SEVIYESINDEKiI DEGISIMIN
INCELENMESI

3.4.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in kullanilacak hiicreler, Bolim 3.2.1.°de aciklanan protokole gore
hazirlandi. Protokolden farkli olarak RNA’nin kirilma ihtimaline karsin hiicre pelletlerinin
oldugu tiipler -80°C’de muhafaza edildi. Izolasyon siirecinde kullanilacak pipet ucu, dH20 vb.
malzemeler, izolasyonun éncesinde ve sonrasinda otoklavlanarak steril edildi. Izolasyonda
“Total RNA Miniprep Purification Kit (GeneMark)”inin &nerdigi protokol uygulandi. ilk
asamada, hiicre pelletlerinin bulundugu 1.5 mL’lik santrifijj tiiplerine tiip basina 350 uL. RNA
“Lysis Solution” eklendikten sonra tiip karistirict yardimiyla soliisyon ve pelletin karismasi
saglandi. Deney gruplar1 i¢in ayr1 hazirlanan insiilin ignesi (1 mL) yardimiyla tiip basina 10’ar
kez pipetaj yaparak mekanik parcalama yapildi. Par¢alama sonrasinda tiip basina 350 pL
%70’1ik soguk etanol ¢ozeltisi eklenerek tekrardan pipetajlanan ve tiip karistiricida karistirilan
ornekler; “RNA Spin Column with Collection Tube” adi verilen kolonlara aktarilarak
+4°C’de 14.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Sonrasinda kolonun alt kismindaki
stv1 uzaklastirilarak tiip basina 500 pL “RNA Wash Solution I” soliisyonu eklendi ve santrifiij
islemi tekrarlandi. Bu asamaya paralel olarak, ayr1 bir tiipte, 3 tiip i¢in, tiip basmna 80 pL
DNaz inkiibasyon tamponu ve 2 pL. DNaz enzimi olacak sekilde ayr1 bir soliisyon hazirlandi.
Santrifriij islemi sonrasinda ¢ikarilan kolonlarin altindaki sivi uzaklastirildiktan sonra; bir
onceki agamada hazirlanan soliisyon, ¢ok yavas pipetaj yapilarak karistirilmasinin ardindan
her tiipe 82’ser uL olacak sekilde paylastirildi. Sonrasinda agzi kapatilan tiipler, oda
sicakliginda kapali bir yerde 45 dk boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan
tiiplere 500°er pL “RNA Wash Solution I’ soliisyonu eklendi ve +4°C’de 14.000 rpm’de 1
dakika boyunca santrifiijjlendi. Santrifiij sonrasi alt sivimin bulundugu toplama tiipleri
uzaklastirildi. RNAlarin bulundugu kolonlar yeni tiiplere aktarildiktan sonra iistlerine tiip
basina 600 pL “RNA Wash Solution II” soliisyonu eklenerek +4°C’de 14.000 rpm’de 1
dakika boyunca santrifiijlendi. Sonrasinda kolonun alt kismindaki sivi uzaklastirildi ve agama
iki kere tekrarlandi. Son santrifiijden sonra alt tiipteki sivi uzaklastirildi ve kolonlar, bos
olarak +4°C’de 14.000 rpm’de 3 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 alt tiipler,
1.5 mL’lik santrifiij tiipleri ile degistirildi ve her kolona 25’er uL dietil pirokarbonat (DEPC)

iceren su eklenerek oda sicakliginda 1 dk boyunca inkiibe edildi ve kolonlar, inkiibasyonu
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takiben +4°C’de 14.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Alt tiipteki sivida biriken

RNAlar, konsantrasyon tayini i¢in dl¢iime alindiktan sonra -80°C’de muhafaza edildi.
3.4.2. RNA’larin Konsantrasyon ve Saflik Kontrolii

Boliim 2.3.1°de izole edilen RNAlarin konsantrasyonu ve safligi, spektrofotometrik cihaz
(Thermo NanoDrop, NanoDrop 2000c) ile 6lgiildii. Ilk asamada; RNAlarin ¢ozdiiriildiigii
DEPC’li sudan 1.5 pL alinarak kor (blank) 6l¢iimii yapildiktan sonra 6rnek gruplarindan da
1.5 pL alinarak konsantrasyon tayini i¢in 260 nm’deki absorbanslari 6l¢iildii. RN Alarin safligi
icin ise 260 ve 280 nm’de alinan absorbanslarin birbirine oranlanmasiyla olusturulan

Aos0/Azgo degeri kullanildi (Warburg ve Christian, 1942).
3.4.3. cDNA Sentezi

Boliim 3.3.1°de izole edilen RNAlardan ¢cDNA sentezi i¢in, “High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems)”inin 6nerdigi protokol uygulandi. cDNA sentezi i¢in
gereken bilesenler, 200 pL hacimli PCR tiipiinde Tablo 3.6°da gosterilen sekilde
hazirlandiktan sonra Tablo 3.7’de belirtilen protokol uygulandi. cDNA sentezinin ardindan

tiipler, -20°C’de muhafaza edildi.

Tablo 3.6: cDNA sentezi i¢in hazirlanan PCR tiipii bilesenleri.

Bilesenler Miktar
Konsantrasyonu 1000 veya 500 nanogram olacak
RNA L
bi¢imde ayarlanir.

Reverse transkriptaz tamponu (10X) 2 uL
Primer (10X) 2 uL
dNTP Mix 1 uL
Enzim (Reverse transkriptaz) 1 uL

Otoklavh (veya niikleaz-free) su 20 pL’ye tamamlanir.




28

Tablo 3.7: cDNA sentezi protokolii.

Sicakhik Zaman
25°C 10 dk
37°C 120 dk
85°C 5 dk

3.4.4. Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Cerulenin uygulanmis U87MG hiicrelerinde TMED4 geninin anlatim diizeyinde herhangi bir
degisiklik olup olmadigimi kantitatif olarak incelemek i¢in, Bolim 3.3.3’te elde edilen
cDNAlar, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemiyle ¢ogaltildi. PCR
reaksiyonunda, Tablo 3.8’de verilen primer dizileri kullanildi. Primerler, reaksiyon
protokoliine gore belirli bir diliisyonda hazirlandi. Ornekler ve ¢cDNA icermeyen negatif
kontrol gruplari, Tablo 3.9°da agiklandig1 belirtildigi miktarlarda hazirlandiktan sonra PCR
cihazina (Bio-Rad, CFX96 Real Time System) yerlestirildi ve Tablo 3.10’da belirtilen
protokole gore PCR islemi gerceklestirildi.

Tablo 3.8: RT-PCR yénteminde kullanilan primerler.

Gen Ad1 Primer Dizileri
TMED4 Forward primer: 5 TGCATCTCGACATCCAGGTT 3’
Reverse primer: 5’ACAGTCTGAGCAATGGACCA 3°
ACTB Forward primer: 5° CTGGAGAAGAGCTACGA 3'
(B-aktin) Reverse primer: 5’ AGGTAGTTTCGTGGATG 3'

Tablo 3.9: RT-PCR y6nteminde hazirlanan PCR tiipii bilegsenleri.

Bilesenler Miktar
Ornek Negatif Kontrol
Niikleaz-free su 7 uL 8 uL
Forward primer 1 uL 1 uL
Reverse primer 1 pL 1 uL
SYBR Green 10 uL 10 uL
cDNA* 1 uL -

*:Stoktan alimip sulandirilmis cDNA, sadece 6rnek gruplarina eklenir.
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Tablo 3.10: RT-PCR protokolii.

Asama Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
Denatiirasyon 95 °C 3dk 1
Denatiirasyon 95 °C 15s

Baglanma 60 °C 30s 40

Uzama 72 °C 30s

Melting Curve 65°C-95°C 5s 1

3.4.5. Agaroz Jel Elektroforezi

RNA izolasyonu, ¢cDNA doniisiimii ve RT-PCR isleminin sonrasinda olusan ({iriinleri
incelemek icin agaroz jel elektroforezi yontemi kullanild. Ilk olarak %1 (w/v) lik agaroz jel
icin 0.4 g agaroz (HiMedia MB002) tartildi ve agaroz, 40 mL 1X tris-asetat-EDTA (TAE)
tamponunda kisa siire kaynatilarak ¢ozdiiriildi. Coziinme islemi tamamlandiktan sonra jel
sicakligi orta dereceye geldiginde 10 mg/mL etidyum bromiir (EtBr) stogundan 3.5 pL
alinarak jele eklendi ve jel, polimerizasyon i¢in sisteme yavasga dokiildii. Polimerizasyon
sonrasinda jel sistemindeki tarak tek hamlede dikkatli bir bicimde ¢ekildi ve jel, 1X TAE
tamponu igeren elektroforez tankina (Atto) yerlestirildi. Elektroforez sisteminin
hazirlanmasinin ardindan ilk kuyuya 3 pL. DNA marker (Biomatik M7123-100) yiiklendi. Her
protokol sonrasinda, elde edilen 6rneklerden 5’er puL alindi ve her bir 6rnek 1’er pL 6X
yiikleme boyasit (Thermo Scientific R0611) ile kanstirildiktan sonra kuyulara yiiklendi.
Yiikleme igslemi tamamlandiktan sonra jel, 90 voltta 45 dk boyunca yiiriitiildii. Elektroforez
sonrast jeldeki bantlar, transliiminatér ile incelendi. Elektroforez siirecinde kullanilan

sollisyonlarin igerikleri Tablo 3.11°de agiklandi.
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Tablo 3.11: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan soliisyonlar.

Soliisyonlar Bilesenler
Trizma baz (Sigma-Aldrich T1503) ........ccoeiiiiiiiiiiie e 242 ¢g
Glasiyel asetik asit (Merck 1000562500) .........ccceereeriveriueinieeseesinennnes 57.1 mL
50X TAE Tamponu  EDTA (AppliChem A5097,0500) .........o..eveeiveeereereeeeesseseeeesereeeeseeos 14.61 g
Soliisyon, dH2O ile 1L ye tamamlanir ve 121°C’de 15 dk otoklavlanarak steril
edilir.
50X TAE TaMPONU ..vviiiiiiiiiciiiiiie sttt siaeee s 20 mL
1X TAE Tamponu

Soliisyon, 1L’ye dH2O ile tamamlanr.

3.5. HUCRESEL OLUM MEKANIZMALARININ iNCELENMESI
3.5.1. Western Blot Analizleri

Cerulenin uygulanan hiicrelerde apoptotik yolakla ilgili birtakim proteinlerin diizeylerindeki
degisimi saptamak i¢in Bolim 3.2.2.5’te aciklanan prosediir uygulandi. Prosediirde
uygulanandan farkli olarak bu asamada Bax proteinine 6zgii antikor kullanilarak hiicrede ilgili

proteinin ekspresyonel degisimi incelendi.
3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Tez ¢alismas1 kapsaminda yapilan ve en az 3 tekrardan olusan deney setlerinden elde edilen
veriler, verilerin aritmetik ortalama ve standart sapmalari, GraphPad Prism 7.0 programinda
tek yonlii (one-way) ANOVA testi ile analiz edildi. Analiz sonrasi elde edilen sonuglarin

anlamlilik diizeyi, p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE COGALMA EGRIiSi ANALIiZi

U87MG hiicre hattinin ¢ogalma siiresini tespit edebilmek i¢in yapilan hiicre ¢ogalma egrisi
deneyi (Boliim 3.1.2) sonucunda, US7MG hiicrelerinin 9 giin boyunca yasadigi ve 2. giliniin
sonunda logaritmik faza gectigi goriilmiistiir. Deney sonucunda elde edilen veriler ile
dogrusal olmayan (nonlinear) regresyon grafigi ¢izilen U§7MG hattinda, jenerasyon siiresi 24

saat olarak saptandi (Sekil 4.1).

l><10"7'l

1x10°6'l

== (.5 x 10° hiicre/mL

== 1 x 10 hiicre/mL

Hiicre sayis1/ mL
[y
X
Y
—}
=

1% 10 V4 e e T T T T T T T T T T T T T T T T TP
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zaman (giin)

Sekil 4.1: US7MG hiicre hattinin ¢ogalma egrisi grafigi.

4.2. SITOTOKSISITE ANALIiZI

Cerulenin’in U87MG hiicre hattindaki sitotoksik etkisini incelemek i¢in yapilan ve Bolim
3.1.3’te aciklanan MTT testi sonucu; doza bagmli inhibisyon modeli, Cerulenin
uygulamasindan 48 saat sonra goriilmesi nedeniyle ileriki ¢alismalarda kullanilacak deney
gruplari, 48 saatte alinan sonuglara gore {i¢ grup olarak belirlendi. Cerulenin uygulanmamais
kontrol grubuna ek olarak iki farkli Cerulenin konsantrasyonu grubu secildi. Ikinci grup, %20
oldirticiilige karsilik gelen (IC20) 3.6 pg/mL konsantrasyonu olurken ti¢lincii ve son grup ise

hiicrelerin %50’sini inhibe eden (ICso) 5.55 pg/mL olarak belirlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: Cerulenin’in US7MG hiicreleri tizerindeki 48 saatlik etkisi (ns: Anlaml1 degil (Not
significant), R?=0.097; ****p<0.0001).

4.3. PROTEIN ANALIZLERI
4.3.1. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

BCA yontemi, Boliim 3.2.2.3’te anlatilan siireclere uygun olarak gergeklestirildi. Protokoliin
uygulanmasimin ardindan, deney gruplarina ait proteinlerin konsantrasyonlariin

hesaplamasinda, Sekil 4.3’te verilen standart grafik kullanildi.

y = 0,0009x + 0,188
2,5

o

5 "

o
oe®

o
oe®

Absorbans Degeri (562 nm)

0 500 1000 1500 2000 2500
Standart (BSA) Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.3: BCA yontemi ile olusturulan standart grafik (R?=0.9966).
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4.3.2. Protein Elektroforezi

BCA yontemi ile protein konstrasyonu tayini sonrasinda, her bir deney grubunda (Kontrol,
IC20 ve ICso) 40 g proteine karsilik gelen miktarlar belirlenerek, protein markeri ile birlikte
poliakrilamid jele yiiklendi ve proteinlerin elektroforetik ortamda ayrigtirilmasi saglandi.

Elektroforez sonrasi Coomassie boyama yontemiyle boyanan jelin goriintiisii alindr (Sekil

4.4).
C
!
-—
— S~
el

Sekil 4.4: SDS-PAGE yontemi kullanilarak
ayristirllan ~ proteinlerin ~ Coomassie
mavisi ile boyama sonrasi jeldeki
gortinimii. (M: Marker, A: Kontrol
grubu, B: ICy grubu, C: ICs grubu).

245KkDa
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4.3.3. Western Blot Analizleri

Cerulenin’in  U87MG hiicrelerinde olusturdugu etkinin protein anlatimlar1 diizeyinde
karsiligin1 incelemek igin, Bolim 3.2.2.5’te agiklanan Western blot yontemi uygulandi.
Ekspresyonel degisimlerinin hesaplanmasinda ise normalizasyon i¢in GAPDH proteini,
tekrarlar arasindaki tutarliligi belirlemek i¢in tek yonlii ANOVA testi kullanildi. Western blot
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analizi sonucu elde edilen verilerin analizinden hareketle; Endoplazmik retikulum
proteinlerinde madde uygulanmamis kontrol grubuna kiyasla total IREla (t-IREla)nin IC2
grubunda 1.04 kat; ICso grubunda ise 1.22 kat artmustir. Fosforile PERK (p-PERK)
proteininde ise 1Cx grubunda 1.32 kat; I1Cso grubunda ise 1.16 kat artis saptandi. Kirpilmig
ATF6’nin (p50) anlatimi IC20 grubunda 0.91 kat; 1Cso grubunda ise 0.84 kat degisim gozlendi.
ER saperonu olarak bilinen Grp78 (BiP) ise kontrole kiyasla IC20 grubunda 1.5 kat degisirken
bu oran ICsp grubunda 1.12 kat olarak hesaplandi.(Sekil 4.5).

A) By _
K ICy 1T £ 2.09 z 157 -
= z,
z Z
p-PERK . 2 157 T 5
— e - z Z 10
£ ps
E 1.0 £
: E
= = 0.5
tIREla % 05 5
— D = -
= =
= 0.0 Z 0.0-
Kontrel 1Cx0  1Cs0 Kontrol I1Cx  1Cse
— Cerulenin Cerulenin
Grp7s (BiP) | S R R
. pT0 1.5 £ 2.07
2 M Ta— aa— a— s .
H -
A PI0 E " — — E g 1.54
E é 1.04 * -§
22 5
=2 Z 107
GAPDH =8 0.5- =
= 2 0.57
w
=
0.0- .% 0.0
- b *
Kontrol 1Cx  1Cs0 Kontrol ICx  IC:0

Cerulenin Cerulenin

Sekil 4.5: ER proteinlerinin Western blotlama sonuglari. A) Western sonrasi elde
edilen protein bantlari. B) Elde edilen sonuglarin istatistiksel analiz
sonrasi olusturulan grafikleri (K: Kontrol grubu; *p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001).

Endoplazmik retikulum ve Golgi arasinda bulunan TMED4 proteininde, Cerulenin
uygulamasi sonrasi kontrol grubuna kiyasla IC2 grubunda 1.26; ICso grubunda ise 1.38 kat
degisim gozlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: TMED4 proteininin Western blotlama sonucu. A) Blotlama sonrasi
saptanan protein bantlar1. B) Istatistiksel analizle olusturulan grafik.

U87MG hiicrelerinde, Cerulenin ve ER stresinin indiikledigi 6liim yolaklarini incelemek igin
yapilan Western blotlama sonucunda; pro-apoptotik 6zellikli oldugu bilinen Bax proteininde,
kontrol grubuna kiyasla IC2 grubunda 1.09 kat ve ICsq grubunda 1.35 kat artis elde edilmistir
(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: Bax proteininin Western blotlama sonucu. A) Blotlama sonrasi saptanan
protein bantlari. B) Istatistiksel analizle olusturulan grafik (**p<0.01;
****n<0.0001).
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4.4. FLORESAN MIiKROSKOPi ANALIiZi

U87MG hiicrelerinde endoplazmik retikulum stresini gorsel olarak incelemek i¢in, Boliim
3.2.1’de agiklanan ThT boyasi ile boyama yapildi. Boyanin verdigi i1sima, floresan
mikroskopla 3 saniye ve 10 saniye boyunca gozlemlenerek kayit altina alindi. Kontrol ve doz

gruplar1 arasinda 1s1ma farkinin, uygulanan Cerulenin dozu ile pozitif korelasyon gosterdigi
saptandi (Sekil 4.8).

Kontrol IC:O IC50

Isik

20 pM ThT
1

f
10s

Sekil 4.8: Tiyoflavin T ile boyanan U87MG hiicrelerinin floresan mikroskop
altindaki goriintiileri. Hiicreler, 20x biiyiitme oraninda GFP-FITC
filtresi kullanilarak fotograflandi.

4.5. TMED4 GEN ANLATIMI ANALIiZLERIi

4.5.1. RNA izolasyonu

U87MG hiicrelerinden izole edilen RNA molekiilleri, Boliim 3.3.5’te anlatilan protokole
uygun olarak agaroz jel elektroforezi ile ayristirildi (Sekil 4.9).



45.2. cDNA Sentezi
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28SrRNA

18SrRNA

Sekil 4.9: Total RNAlarm %1°lik agaroz
jeldeki gorintisic (A: Kontrol
grubu, B: ICx grubu, C: ICso
grubu).

RNA izolasyonu ve agaroz jel elektroforezi sonuglarinin ardindan total RNA molekiilleri,

Boliim 3.3.3’te anlatilan protokolle cDNA sentezi i¢in kullanildi. Reaksiyon sonrasi olusan

cDNA molekiilleri, agaroz jel elektroforezi ile elektroforetik alanda yiiriitiildii (Sekil 4.10).

& B C

Sekil 4.10: cDNAlarin %1’lik
agaroz jeldeki
goriintiist (A: Kontrol
grubu, B: 1C2 grubu,
C: ICso grubu).
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4.5.3. RT-PCR ile TMED4 Gen Anlatim Diizeyinin incelenmesi

Cerulenin’in, TMED4 genine olan etkisini incelemek i¢in B6liim 3.3.4.2°de anlatilan qPCR
yontemi uygulandi. Sonuglarin hesaplamasinda normalizasyon igin B-aktin dizisi ve delta-
delta C: (Livak ve Schmittgen, 2001) yontemi kullanildi. RT-PCR sonrasi yapilan
hesaplamalarin 1s1¢inda, TMED4 ekspresyonunun, 1C2o grubunda kontrole gore 0.48 kat; 1Cso
grubunda ise kontrole kiyasla 0.31 kat azalis goriilmiistiir (Sekil 4.11).

j—
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1

—
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1

——
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i
1

TMED4 gen ekspresyonu
*
*

e
=

L
Kontrol 1C20 I1Cso
Cerulenin

Sekil 4.11: TMED4 geninin, RT-
PCR yontemiyle
saptanan ekspresyon
degisimleri (Ns= Anlamli
degil “Not significant”,
**p<0.01; ***p<0.001).
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser hiicrelerinde farkli metabolik yolaklar1 veya hiicre kompartimanlarini hedefleyerek
tan1 ve tedaviye yonelik ¢oziimler iiretmek, kansere karsi daha etkin sonuglar alinmasini
saglayabilir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, lipit metabolizmasini inhibe ederek hiicre 6liimiinii
tetikledigi bilinen Cerulenin adli antifungal ajanin US7MG insan glioblastoma multiforme

hiicrelerindeki etkisi ¢esitli yontemler kullanilarak incelenmistir.

Ik asamada, US7MG’nin davranisini daha net anlayabilmek adma hiicre cogalma egrisi
olusturuldu ve jenerasyon siiresi 24 saat olarak tespit edilmistir (Sekil 4.1). Ulasilan sonug,

literatiir bilgisi ile uyum saglamaktadir (Kato ve dig., 2011).

Cerulenin’in U87MG hiicrelerinde sitotoksisiteye neden olup olmadigint gozlemlemek icin
MTT testi uygulanmistir. MTT testi sonucunda, 48 saatlik inkiibasyon sonrasi madde
uygulanmamis kontrol dozuna ek olarak %20 ve %50 odldiiriiciiliige sahip dozlar, {i¢lii deney
grubu olarak sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere belirlenmistir (Boliim 4.2). Cerulenin’in
doza bagimli inhibisyonu, U87 dahil olmak tizere U251, SNB-19, U118 insan ve C6 sigan

glioma hiicrelerinde de zamana bagli olarak benzer etkiyi gostermistir (Zhao ve dig., 2006).

Cerulenin’in lipit sentezini inhibe etmesi sonucu ortaya ¢ikan hiicresel stresten etkilenen
endoplazmik retikulumda bulunan proteinlerin anlatimi, Cerulenin’in etkisine bagli olarak
degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin; ER stresine verilen yanittan sorumlu ii¢ protein olan
IRE1a, PERK ve ATF6, stres kosullar altinda aktiflesip ekspresyon diizeylerinin artmasi ile
protein katlanmasini normale c¢evirmeye ve bu sayede stres nedeniyle olusan protein
agregatlarin1 diizeltmeye c¢alisirlar (Le Reste ve dig., 2016). Ancak stresin, hiicrenin
diizeltemeyecegi kadar yiliksek oldugu durumlarda ise ¢esitli sinyal yolaklarini tetikleyerek

hiicrenin &liim mekanizmalarim aktiflestirirler (Kara ve Oztas, 2019; Jin ve dig., 2017).

Lipit biyosentezi inhibisyonunun endoplazmik retikulumdaki (ER) transmembran proteinlere
etkisi Western blot yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Tez kapsaminda yapilan
caligsmalarin 15181nda; ER proteinlerinden IRE1a’da doza bagiml ekspresyon artisi, ATF6’nin
p50 proteininde (aktif formu) doza bagimli kismi azalma ve fosforile PERK proteininde ise

IC20 grubunda artis gézlemlenirken ICso grubunda ekspresyonun azaldigi goriilmiistiir.
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IREla ve PERK’in ekspresyonlarindaki degisim literatiirdeki benzer bulgularla
ortigmektedir. Bununla birlikte, hiicre liimiiniin IRElo’nin aktive ettigi Xbp-1 proteini ve
Xbp-1’in, kaspaz-2’yi aktiflestirerek hiicreyi apoptoza yonlendirme potansiyeline dair

calismalar da bulunmaktadir (Chen ve Brandizzi, 2013).

ATF6; ER stresi sinyalini aldiktan sonra Golgi’ye giderek orada ikinci bir kirpilma gegirir ve
aktif formunu alir. Aktif ATF6, niikleusa giderek ER homeostazinin geri kazanilmasini
saglamasinda goérev alan Grp78 gibi proteinlerin transkripsiyonunu indiikler (Jin ve dig.,
2017). Ancak tez calismasinda elde edilen sonuca gore; Cerulenin dozu arttikca aktif
ATF6’nin ekspresyonu azalmistir, Grp78 ekspresyonu ise ICz grubunda artarken 1Csg
grubunda azalmistir. Aktif ATF6’nin ekspresyonundaki azalma -hatta ATF6 anlatiminin
baskilanmasi- nedeniyle ER homeostaz1 ile iligkili proteinlerin  transkripsiyonu
gerceklesmeyen (Yamamoto ve dig., 2007) ya da translasyonu azalan hiicrede homeostaz
saglanamayarak hiicre olimii gergeklesmistir. D54 insan glioblastoma hiicre hattinda
ATF6’nin siRNA araciligi ile baskilandigi durumda, Grp78 protein ekspresyonu uygulanan
doza bagli olarak 0.79 ve 1.79 kat azalmistir (Dadey ve dig., 2016). Grp78’in ICso grubunda

azalmasinin nedeni, ATF6’nin azalmasi ile iliskilendirilebilir.

Cerulenin’in ER stresini tetiklemesi sonucu hiicrede tetiklenen o6liim mekanizmalarin
incelemek amaciyla Western blotlama yontemi kullanilmstir. Blotlama sonuglarina gore;
programli hiicre o6liimii olan apoptozu tesvik edici Ozellige sahip proteinlerden biri olan
Bax’1n anlatimi, uygulanan Cerulenin dozu ile pozitif korelasyon gosterecek sekilde artmustir.
Bax anlatiminda olusan degisim, literatiirle uyum gostermektedir (Liu ve dig., 2006). Bax’taki
artts, US7MG hiicrelerinde Cerulenin tarafindan indiiklenen bir apoptotik siirece dogru
gidildigine dair bir ipucu olarak degerlendirilebilir. Apoptoz siirecinde, Cerulenin
uygulamasina bagli olarak Bax haricinde kaspaz-3, kaspaz-9, PARP gibi proteinlerin anlatim

diizeylerinde artis gézlemlenebilir (Heiligtag ve dig., 2002).

ER ile Golgi arasinda proteinlerin vezikiiler transportunda ve salgi yolaginda gorev aldigi
bilinen TMED/p24 ailesinin farkli organizmalarda g¢esitli etkilere sahip oldugu bazi
calismalarda gdzlemlenmistir. Ornegin; mayalarda delesyon sonucu hiicrede anlatiminin
durmast sonucu olugsan hasar1 ve ER stresini hafifletmek icin UPR’yi tetikledigi

g6zlemlenmistir (Belden ve Barlowe, 2001; Pastor-Cantizano ve dig., 2016). TMED ailesinin,
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Drosophila melanogaster’de delesyon sonucu anlatim yapmadigi durumlarda ise disilerde

infertiliteye neden olmaktadir (Carney ve Taylor, 2003).

TMED4’iin gen anlatimindaki degisim RT-PCR ile incelenirken protein diizeyindeki
ekspresyonel degisimi saptamak igin Western blotlama yontemi kullanilmistir. Calismalar
sonucunda elde edilen verilere gore, Cerulenin uygulamasi sonucu TMED4 proteini artarken
TMED4 geninin anlatimi azalmistir. Bu durumun nedeni, hiicrede stres yaniti olustugunda
ihtiya¢ duyulan protein miktarinin ve buna paralel olarak gen anlatiminin da artmistir. Ancak
ihtiya¢ duyulan protein miktara ulasildiginda, TMED4’{in translasyonunu durdurabilmek

amaciyla translasyona girmeyen mRNAIlar1 degrade ettigi diisiiniilebilir.

ER stresinin tespiti i¢in molekiiler tekniklere destek olarak gorsel sonug¢ saglayan boyama
teknikleri de kullanilabilmektedir. Floresan boyama, ER’de olusan degisimlerin tespitinde
gorsel olarak 1yi bir perspektif saglamakla beraber kullanilan boya da siirecin verimini énemli
oranda etkiler. Bu boyalardan biri, Tiyoflavin T (ThT) olup hiicresel stres siirecinde olusumu
artan protein agregatlarinin (amiloid fibrillere) B-tabaka yoniinden zengin bdliimlerine
baglanarak yesil floresan 1s1ma verir. Bu 0zelligi nedeniyle Alzheimer, Huntington gibi
hastaliklar ile ilgili galigmalarda goriintiileme amaciyla kullanilmaktadir (Caron ve dig., 2014;
Naiki ve dig., 1989; Sundaram ve dig., 2018). Fibril olusumu ve protein agregatlarinin artisi,
ER stresinde de goriildiigii icin ThT, stresin ER’deki etkisini gézlemlemek i¢in hiicre kiiltiirii
sistemlerinde kullanilabilir. Ornek olarak, OVCAR3 ve SKOV3 insan over kanser hiicre
hatlarinda bir inhibitor ajanin gesitli dozlarda uygulanmasi ve 18 saatlik inkiibasyon sonucu
tetiklenen ER stresi, ThT boyamasi ile gozlenmek istenmistir. OVCAR3 hiicre hattinda 1.71
kat ve SKOV3 1.65 katlik floresan 1sima artigi, uygulanan ajanin dozundaki artigina bagl
olarak artan protein agregasyonu, ER stresi ve stres artist ile dogru orantili ThT 1simasi

saptanmistir (Barez ve dig., 2020).

Anlatilan bilgilerin 1s181nda, tez c¢alismalar1 kapsaminda Tiyoflavin T boyasinin Cerulenin
uygulanmigs U87MG hiicrelerindeki etkisi, floresan mikroskop ile analiz edilmistir (B6lim
3.3.1). Elde edilen sonuglara gore; ThT 1simasi, Cerulenin dozuna ve hiicrelerin boyaya maruz
kalma sliresine bagli olarak artis gostermektedir (Sekil 4.8). Cerulenin uygulanmamis kontrol
grubunda ¢ok soluk bir 1s1ma goriiliirken, doz gruplarinda saptanan 1s1ma artmis olup hiicrede
ER stresinin gorsel olarak saptanmasi saglanmistir. Bu sayede elde edilen sonuglarin literatiir

bilgisi ile ortiistiigl tespit edilmistir.
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Tez ¢aligmasindan elde edilen veriler, U87MG hiicresinde olusan streste hangi proteinlerin
Cerulenin etkisi ile ne tiir yanit verdigini ortaya koymustur. Ancak inkiibasyon siiresinin tek
saat diliminde (48 saat) olmasi, kontrol olarak saglikli beyin (astrosit) hiicrelerinin ve
incelenen yolakta (ER stresi) direkt etkisi oldugu bilinen pozitif kontrol ajaninin eksikligi,
TMED4’iin transkript ve protein diizeyindeki ekspresyonel farklarin daha net olarak
saptanmasi i¢in hem saglikli hem de kanserli hiicre hattinda fizyolojik kosullarda ne diizeyde
anlatim yaptigi, TMED4 gen anlatiminin susturuldugu ve/veya overeksprese edildigi
durumlarin incelenmesi, TMED4 proteininin hiicresel isleyiste nasil rol aldiginin
aydinlatilmasina katkida bulunacaktir. Ayrica, bahsedilen kosullarin farkli kanser tiirlerine ait
hiicrelerde denenmesi de TMEDA4’iin diger kanser tiplerinde nasil bir iglevi olduguna dair

bilginin artmasin saglayabilir.

Yapilan tez calismasindan alinan sonuglar; glioblastoma multiforme tedavisi i¢in ER ile
iliskili transmembran proteinlerin hedeflenebilmesine dair bir olasilik sunmustur. Lipit veya
baska bir metabolizmanin inhibe edildigi durumlarda farkli inkiibasyon siirelerinde ilgili
proteinlerin/genlerin ekspresyonlarindaki degisimlerinin incelenmesi, yapilan calismanin;
hayvan deneyleri, ayn1 veya farkli yolaklarda etki gdsteren c¢esitli bilesenler ile kombine
terapi, nanopartikiiller ile ajan iletimi, genetik miihendisligi vb. yontemler kullanilarak
desteklenmesi durumunda GBM’nin tanisinda ve/veya tedavisinde ileriye doniik basari

saglanmasina olanak saglayabilir.
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