T.C
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
BiYOKIMYA ANABILIM DALI

HEp2 HUCRE MODELINDE DEKSAMETAZONUN
UNFOLDED PROTEIN RESPONSE GENLERI UZERINE
MOLEKULER ETKILERININ ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZi
Dr. Aynur DUZGUN

SAMSUN 2010






T.C
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
BiYOKIMYA ANABILIM DALI

HEp2 HUCRE MODELINDE DEKSAMETAZONUN
UNFOLDED PROTEIN RESPONSE GENLERI UZERINE
MOLEKULER ETKILERININ ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZi
Dr. Aynur DUZGUN

DANISMAN
Prof. Dr. ABDULKERIM BEDIR

SAMSUN 2010



ONSOZ

Uzmanlik egitimim siiresince bilgi ve tecriibelerinden her zaman yararlandigim
degerli hocalarim; Biyokimya Anabilim Dali Bagskan1i Prof. Dr. Abdulkerim Bedir’e,
Biyokimya Anabilim Dali 6gretim iiyeleri; Dog. Dr. Ramazan Amanvermez, Dog¢ Dr.
Nermin Kiling, Yrd. Dog. Dr. Birsen Bilgici, Yrd. Dog. Dr. Ozgiir K. Tuncel, Yrd. Dog.
Dr. Bahattin Avci ve Yrd. Dog. Dr. Hasan Alagam’a, beraber calistifimiz arkadaslarim
Dr. Mukadder Erdem, Dr. Tiilay Ozdemir, Dr. Rukiye Nar, Dr. Veli kiling, Dr. Osman
Salis, kardesim Dr. Barig Diizgilin ve diger asistan arkadaglarim Dr. Murat Giinay, Dr.
Seher Aydogan, Dr. Aysegiil Bahadir, Dr. Simal Giirler, Dr. Ugur Diiz, Dr. Mesut
Kilicoglu, Dr. Sedat Giilten, Dr. Yasemin Kiigiik’e, Biyokimya Anabilim Dali
laboratuvar ¢alisanlar1 Sennur Sungur, Orhan Erol, Kadriye Bardak, Hande Koldas ve
diger laboratuar caligsanlarina, her zaman bana destek olan sevgili anneme, babama,

kardeslerim Muhammed ve Sonnur’a sonsuz sevgi, saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Not: Bu ¢alisma (PYO.TIP. 1901 09 001 NO’lu proje) Ondokuz Mayis Universitesi Tip

Fakiiltesi arastirma fonu tarafindan desteklenmistir.



ICINDEKILER

ICINDEKILER
TABLOLAR
SEKILLER
KISALTMALAR
OZET
SUMMARY
1. GIRIS VE AMAC
2. GENEL BILGILER
2.1 Endoplazmik Retikulum (ER)
2.1.1 Endoplazmik retikulum tipleri
2.1.1.1 Diiz endoplazmik retikulum
2.1.1.2 Graniilli endoplazmik retikulum
2.1.2 Endoplazmik retikulum fonksiyonlari
2.1.2.1 Protein sentezi
2.1.2.2 Ca™ konsantrasyonun regiilasyonu
2.1.2.3 Lipit sentezi
2.1.2.4 Karbonhidrat metabolizmasi
2.1.3 Protein katlanmasi
2.1.3.1 Protein katlanma esaslar1
2.1.3.2 Protein katlanmasinda rol oynayan molekiiller
2.1.3.2.1 Molekiiler saperonlar
2.1.3.2.1.1 Glukoz-regiile protein 78 (Grp78)
2.1.3.2.1.2.Glukoz-regiile protein 94 (Grp94)
2.1.3.2.2 Lektin benzeri proteinler
2.1.3.2.3 Foldazlar
2.1.4 Katlanamayan ya da yanlis katlanan proteinlerin tesbiti
2.2 Unfolded Protein Response (UPR)
2.2.1 UPR yolaklar
2.2.1.1 Protein kinase RNA like ER kinase (PERK) yolagi

Sayfa

v

VII

Z %

O 0 00 I I 9 O O W i i b b i A A B R

—_ = e
_— = O O



2.2.1.2 Activating transcription factor 6 (ATF6) yolagi
2.2.1.3 Inositol requiring kinase 1 (IRE1) yolag
2.2.2 UPR ve apoptosis
2.2.2.1 Intrensek yol
2.2.2.2 Ekstrensek yol
2.2.3 Fizyolojik durumlarda UPR
2.2.3.1 B hiicre diferansiyasyonu
2.2.3.2 Pankreatik 3 hiicre fonksiyonu
2.2.4 Patolojik durumlarda UPR
2.2.4.1 UPR ve hiperhomosistinemi
2.2.4.2 UPR ve norolojik hastaliklar
2.2.5 UPR hedef genleri
2.2.5.1 CCAT/enhancer (C/EBP) homolog protein (CHOP)
2.2.5.2 Hem oksijenaz 1 (HMOX1)
2.2.5.3 Grp78
2.2.5.4 Grp9%4
2.2 5.5 Murine Tumor cell DNAJ protein (MTJ1)
2.3 Hiicre Yiizey Grp78
2.4 Deksametazon
3. GEREC - YONTEM
3.1 Kullanilan arag ve gerecler:
3.2 Kullanilan kimyasallar
3.3 Hiicre kiiltiirti
3.3.1 Hiicre kiiltiir soliisyonlari
3.3.2 Hiicre kiiltiir protokolleri
3.3.2.1 -70°C’de dondurularak saklanan hiicrelerin ¢oziilmasi
3.3.2.2 HEp? hiicrelerinin pasajlanmasi
3.2.2.3 HEp2 hiicrelerinin dondurulmasi
3.3.3 Hiicre kiiltiir medyum hazirlig1 (¢alisma grup medyumlar)
3.3.3.1 Deksametazon igeren hiicre kiiltiir grubu
3.3.3.2 4-Fenil biitirik asit (PBA) igeren hiicre kiiltiir grubu
3.3.3.3 Brefeldin A (BRFA) igeren hiicre kiiltiir grubu

II

12
13
14
14
14
15
15
15
16
16
16
17
17
17
18
18
19
20
22
24
24
26
27
27
29
29
30
30
30
31
32
32



3.3.3.4 Lipopolisakkarit (LPS) iceren hiicre kiiltiir grubu

3.3.3.5 Calisma gruplarinin igerikleri

3.3.4 HEp2 hiicrelerine ¢alisma medyumlarinin uygulanmasi

3.3.4.1 Hiicrelerin 96 kuyucuklu pleyte ekilmesi
3.3.4.2 HEp2 hiicre RNA izolatlar i¢in hiicre ekimi
3.4 RT-PCR ile gen ekspresyon ¢alismalari
3.4.1 RNA izolasyon protokolii
3.4.2 RNA izolatlarindan cDNA sentez protokolii
3.5 Grp78 Cell ELISA protokolii
3.5.1 Grp78 cell ELISA pleyt dizaynm
3.6. Biyoinformatik analiz
3.6.1 Primer prob dizayni
3.6.2 UPR gen ekspresyonlart i¢cin RT-PCR protokolii
4. BULGULAR
4.1 RNA kantitasyonu
4.2 Kantitatif RT-PCR ile UPR gen ekspresyon ¢aligsmasi
4.3 Komparatif Ct metodu ile UPR gen ekspresyon analizi
4.3.1 Relatif kantitasyon
4.3.1.1 Komparatif Ct (Threshold Siklus) Metodu
4.4 Yiizey Grp78 cell ELISA sonuglari
5. TARTISMA
6. SONUC
7. KAYNAKLAR

III

32
32
33
33
34
35
35
37
39
42
43
44
47
48
48
52
82
82
82
89
94
99
100



Tablo I

Tablo 11

Tablo III

Tablo IV

Tablo V

Tablo VI

Tablo VII

Tablo VIII

Tablo IX

Tablo X

Tablo XI

Tablo XII

Tablo XIII

Tablo XIV

Tablo XV

TABLOLAR

Komplet RPMI1640 komplet medyum hazirligi, 100 ml
Freeze Medyum, 10 ml

RT-PCR gen ekspresyonu i¢in pleyt dizayni 1. pleyt
RT-PCR gen ekspresyonu i¢in pleyt dizayn 2. pleyt
RNA izolasyon protokolii

RNA izolasyon ¢aligma soliisyonlarinin hazirlig

RNA izolatlarindan cDNA sentez protokolii

Yiizey Grp78 cell ELISA ¢alismasi i¢in pleyt dizayni |
Yiizey Grp78 cell ELISA ¢alismasi i¢in pleyt dizayni 11
UPR gen ekspresyonlart i¢in RT-PCR protokolii

RNA 6. saat kantitasyon sonuglari

RNA 12. saat kantitasyon sonuglari

RNA 24. saat kantitasyon sonuglari

RNA 48. saat kantitasyon sonuglari

Yiizey Grp78 cell ELISA sonuglar

v

Sayfa
28
29
33
34
35
36
37
42
42
47
48
49
50
51

&9



Sekil 1
Sekil 2
Sekil 3
Sekil 4
Sekil 5
Sekil 6
Sekil 7
Sekil 8
Sekil 9
Sekil 10
Sekil 11
Sekil 12
Sekil 13
Sekil 14

Sekil 15

Sekil 16

Sekil 17

Sekil 18

Sekil 19

Sekil 20

SEKILLER

Endoplazmik Retikulum

Molekiiler saperonlar

Foldaz reaksiyonlari

UPR

UPR Yolaklar

UPR ve Apoptosis

Yiizey Grp78 ve ligandlari

GAPDH primer-prob dizayni

MT]J1 primer-prob dizayni

Grp94 primer-prob dizayni

Grp78 primer-prob dizayni

CHOP primer-prob dizayni

HMOX1 primer-prob dizayni

Brefeldin A ile muamele edilen HEp2 hiicrelerinin zaman-doz
baglaminda UPR-gen analiz grafigi

LPS ile muamele edilen HEp2 hiicrelerinin zaman-doz baglaminda
UPR-gen analiz grafigi

Brefeldin A ve LPS ile muamele edilen HEp2 hiicrelerinin zaman-doz
baglaminda UPR-gen analiz grafigi

0.1 uM Deksametazon ile muamele edilen HEp2 hiicrelerinin zaman-
doz baglaminda UPR-gen analiz grafigi

1 uM Deksametazon ile muamele edilen HEp2 hiicrelerinin zaman-doz
baglaminda UPR-gen analiz grafigi

0.1 uM Deksametazon ve PBA ile muamele edilen HEp2 hiicrelerinin
zaman-doz baglaminda UPR-gen analiz grafigi

1 uM Deksametazon ve PBA ile muamele edilen HEp2 hiicrelerinin

Sayfa

11
13
14
21
44
44
45
45
46
46
83

83

84

84

85

85

86



Sekil 21

Sekil 22

Sekil 23

Sekil 24

Sekil 25

zaman-doz baglaminda UPR-gen analiz grafigi
0.1 uM Deksametazon ve LPS ile muamele edilen HEp2 hiicrelerinin

zaman-doz baglaminda UPR-gen analiz grafigi

1 uM Deksametazon ve LPS ile muamele edilen HEp2 hiicrelerinin
zaman-doz baglaminda UPR-gen analiz grafigi

0.1 um Deksametazon, PBA ve LPS ile muamele edilen HEp2
hiicrelerinin zaman-doz baglaminda UPR-gen analiz grafigi

1 uM Deksametazon, PBA ve LPS ile muamele edilen HEp2
hiicrelerinin zaman-doz baglaminda UPR-gen analiz grafigi

Kontrol grubuna oranli ylizey Grp78 ekspresyon grafigi

VI

86

87

87

88

92



KISALTMALAR

HEp2 Larinks Epidermoid Karsinom

DEX Deksametazon

UPR Unfolded Protein Response

ER Endoplazmik Retikulum

BRFA Brefeldin A

PBA 4-Phynel Butryic Acide

LPS Lipopolisakarit

Grp78 Glucose-regulated protein 78 kDa

Grp94 Glucose-regulated protein 94 kDa
HMOX1 Hem oksijenase 1

MTJ1 Murine Tumor cell DNAJ protein
GAPDH Gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz
RT-PCR Real Time-Polymerase Chain Reaction
PBS Phosphate Buffered Saline

FBS Fetal Bovine Serum

PDI peptidil distilfit izomeraz

FAD Flavin Adenin Diniikleotid (okside form)
ATF6 Activating transcription Factor 6

IRE1 Inositol requiring kinase 1

ERAD ER-associated degradation

Hsp 70 Heat shock protein 70

ADP Adenozindifosfat

NEF Nucleotid Exchange Factor

UGGT UDP_glukoz; glukoprotein glukoziltransferaz
EDEM ER degradation enhancing a-mannosidase-like protein
XBP1 X -Box Binding Protein 1

PERK Protein Kinase RNA (PKR) like ER kinase

VI



elF2-a
ATF4
CNX
CRT
S1P
CHOP
RNA
DMSO
Ct
ARE
GADD153
PLA2

eucaryotic initation factor-2 alfa

Activating transcription Factor 4

Calnexin

Calreticulin

Site 1 protease

CCAAT/enhance binding protein (C/EBP) homolog protein
Ribonukleikasit

Dimetilsiilfooksit

Treshould cycle

Antioksidan response element

growth arrest and DNA damage inducible gene

Plazminojen A2

VIII



OZET

HEp2 HUCRE MODELINDE DEKSAMETAZONUN UNFOLDED
PROTEIN RESPONSE GENLERi UZERINE MOLEKULER ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI

Endoplazmik retikulum protein sentezi ve katlanmasindan sorumludur. Ayrica
hiicresel stresi algilamada 6nemli bir role sahiptir. ER’nin, unfolded ve misfolded
protein birikimine cevaben hiicre ici bir grup sinyal yollar1 ile iliskili oldugu rapor
edilmistir. Genel olarak bu sinyal yollar1 unfolded protein response (UPR) olarak
bilinmektedir. Hiicre koruyucu cevaplarla sonlanan UPR yolaklar1 stres ile yeteri kadar
miicadele edemezse apoptotik hiicre dliimii baglatilir. UPR’nin diabet, nérodejeneratif
hastaliklar ve kanser gibi patolojiler ile ilskili oldugu gosterilmistir. Arastirmacilar
kanser tedavisinde UPR {izerinden etki edecek yeni tedavi ajanlar1 kesfetmektedirler.
ER liimeninde bulunan bir saperon olan Glukoz-regiile protein (Grp78) UPR nin 6nemli
bir diizenleyicisidir ve ayrica kanser hiicre yiizeylerinde de bulunmaktadir. Laboratuar
ortamlarinda farkl hiicre kiiltiirlerinde UPR ¢alisilabilir. Ayrica UPR gen ekspresyonu
RT-PCR ile analiz edilebilir. Bizim bu c¢alismadaki amacimiz deksametazon
uygulanmis larinks epidermoid karsinom (HEp2) hiicrelerinde UPR gen ekspresyonunu
ve ylizey Grp78 eksprsyonunu arastirmaktir.

HEp2 hiicre modelinde kiiltiir calismalar1 yapilmistir. Hiicreler 0.1 ve 1 uM
deksametazon, ImM PBA, 0.1 uM Brefeldin ve 0.1 uM LPS kullanilarak olusturulan
farkli kombinasyonlarla 6, 12, 24, 48 saat boyunca muamele edilmistir. Gen ekspresyon
analizi i¢in kullanilacak hiicrelerden RNA izolasyonu yapildiktan sonra cDNA sentezi
gergeklestirilmistir. Daha Onceden biyoinformatik analizleri yapilarak dizayn edilen
primer ve problar kullanilarak UPR gen ekspresyon tayini kantitatif RT-PCR ile
yapilmistir. Kantitatif RT-PCR analizleri sonucu elde edilen Cr degerleri ticari RT-PCR
analiz programi kullanilarak degerlendirilmistir. Kontrole gore 1.2 kat degisen sonuglar

anlamli kabul edilmistir. Yiizey Grp78 ekspresyonu i¢in yine ayni hiicre gruplar
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kullanilmistir. Hazirlanan uygun hiicre kiiltiir ortaminda elde edilen HEp2 hiicre yiizey
Grp78 tespiti Cell ELISA metodu kullanilarak yapilmistir. Kontrole gdre gruplarin
yiizey Grp78 miktar1 degerlendirilmistir.

Bu ¢alisma ile deksametazonun UPR gen ekspresyonunu azalttigini gosterdik.
Bu sonuca gore deksametazonun HEp2 hiicre modelinde apoptotik etkili olmadig:
anlagilmistir. Bu etkinin kimyasal saperon olan PBA ile azaltilabildigi diger sonugclar ile
gosterilmistir. Ayrica HEp2 hiicrelerinde ER stres ajan1 olan BRFA’nin UPR genleri
tizerine etkisi detayl1 olarak tarafimizca ¢alisilmistir. LPS nin BRFA’nin neden oldugu
UPR gen ekspresyon artisini anlamli sekilde azalttigi da yine bu ¢alisma ile

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler; UPR, Deksametazon, Yiizey Grp78, HEp2, PBA



SUMMARY

INVESTIGATION OF MOLECULAR EFFECTS ON UNFOLDED
PROTEIN RESPONSE GENES IN HEp2 CELL LINE TREATED WITH
DEXAMETHASONE

The endoplasmic reticulum (ER) is responsible for protein synthesis and
folding and it also has an important role in perception of cellular stress. It has been
reported that ER mediates a group of intraceliiler signaling pathways in response to
accumulation of misfolded and unfolded proteins. These pathways are known as
unfolded protein response (UPR). When cytoprotective UPR signaling is not sufficient
to deal with the stress conditions, apoptotic cell death is initiated. It is shown that UPR
is related with some of disease like diabetes, neurodegenerative disesae and cancer.
Researchers are investigating new therapeutices, upon UPR, which are associated with
cancer. Glucose-regulated protein (Grp78), a molecular chaperone in ER lumen, is an
important regulator of UPR and It is also found on cancer cell surface. In laboratory,
UPR can be studied in cell culture with different cell lines. The expression of UPR
genes can be analyzed by RT-PCR. In this study we aimed to investigate UPR gen
expression and cell surface Grp78 in larynx epidermoid carcinoma (HEp2) cell line
treated with dexamethasone

To investigate the UPR molecular mechanism, we decided to wuse
dexamethasone, phenyl butyric acide (PBA), brefeldin A and lipopolysaccarid(LPS) as
chemical agents in HEp2 cell line. With different combination of these chemical agents
cells were treated during 6, 12, 24, 48 hours. After RNA isolation for UPR gen
expression analysis, cDNA synthesis was studied. The primers’ and probs’ of UPR
genes were analyzed according to bioinformatic analysis programmes, then used in
cantitatif RT-PCR. We used a software for the analysis of cantitatif RT-PCR and 1.2

fold control expression was accepted meaningful fort this study. Cell surface Grp78

X1



expression of HEp2 cells has been analyzed by using Cell ELISA method. The surface
Grp78 cantitation results in different sudy groups were compared to control group.

With this study we showed that dexamethasone decreased the UPR gen
expression. According to this result, it is understood that dexamethasone doesn’t have
apoptotic effects in HEp2 cell line. Our results indicated that dexamethasone effects on
UPR gen expression can be prevented with chemical chaperone PBA. We also
examined the ER stressor brefeldin A effects on UPR in details in HEp2 cell culture and
observed that LPS can prevent the ER stresor effects of Brefeldin A.

Key words; UPR, Dexamethasone, cell surface Grp78, PBA, HEp2
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1. GIRIS ve AMAC

ER protein katlanmasinin diizenlendigi en 6nemli organeldir. ER, protein
sentezi i¢in kalite kontrol merkezi olarak tanimlanabilir. Protein katlanmasinin dogru
olup olmadig1, yanls katlanma oldu ise diizeltilmesi eger diizeltilemezse yanlis katlanan
proteinlerin yikima gonderilmesi ER’nin gorevleridir (49, 106). ER’de proteinlerin
dogru katlanmasina yardimci molekiiller bulunmaktadir ve bu molekiillerin en
onemlilerinin basinda Grp78 saperonu gelmektedir. Protein katlanmasina yardimci olan
molekiiller ayn1 zamanda iyi birer kalsiyum tamponlayici proteinlerdir ve ayrica
aktiviteleri i¢in kalsiyuma ihtiya¢ duymaktadirlar (13).

ER fonksiyon kapasitesini asan fizyolojik ve ya patolojik durumlarda limende
misfolded/unfolded protein birikimi meydana gelmektedir. Hiicre diferansiyasyonu
fizyolojik ER stres nedenlerinin basinda gelmektedir. Hipoksi, hipoglisemi, asidoz ise
patolojik ER stres kaynaklarindandir (102). Hiicrede homeostazi tekrar saglamak ve
stresten en az zararla kurtulmak icin UPR adi verilen ve bir takim hiicre i¢i sinyal
yolaklarindan olusan kaskad aktiflenmektedir. UPR ile Oncelikle hiicre yasaminin
devami saglanmaya calisilir. Sitoprotektif etkili bu asamada translasyon durdurulur,
molekiiler saperon sentezi artirilir ve ER ylkiinii azaltmak i¢in yanlis katlanan
proteinler yikima gonderilir. Ancak stres devam eder ise hiicrenin ¢evre dokuya zarar
vermemesi i¢in UPR’nin apoptozis kolu aktiflenir (59, 65).

Yapilan ¢aligmalarda ER stresine yol agan bir ¢ok hastalik ve kimyasal madde
tanimlanmigtir. Calismamizda kullandigimiz deksametazon anti-enflamatuvar, anti-
emetik etkileri olan bir ilagtir (70). Etki mekanizmasi hiicreden hiicreye degismektedir
(14, 33, 95). Monosit hiicre kiiltiirlerinde yapilan caligmalarda apoptotik o6zellikleri
arastirilmistir (104, 105). Deksametazonun apoptozise UPR yolagi {izerinden mi sebep
oldugu bilinmemektedir. Calismamizda hiicre modeli olarak Larinks epidermoid kanser
(HEp2) hiicre hatt1 se¢ilmistir. Bu hiicre hattinin se¢ilmesinin esas nedenlerinden biri
daha Once deksametazon-UPR bakimindan detayli c¢alisma yapilmamis olmasidir.
Uygulanan deksametazon dozlari literatiir taranarak tespit edilmistir (8, 105).

Calismada kullanilan fenil biitirik asit (PBA) kimyasal bir saperondur. Bu

ozelliginden dolay1r deksametazonun UPR iizerine olabilecek etkisini engelleyip



engellemedigi arastirllmistir. Yapilan farkli ¢alismalar goz Oniine alinarak doz tespiti
yapilmustir (77, 137).

ER stres ajan1 olan Brefeldin ile yapilan ¢alismalarda UPR’yi aktifledigi
gozlemlenmistir (99). BRFA golgi ile ER arasindaki transportu bozarak strese yol acar
ve hiicreyi apoptozise gotiirliir (133). Calismalarda kullanilan doz araliklart dikkate
aliarak pozitif ¢aligma grubu olusturmak amaci ile kullanilmistir. Ayrica literatiirde
HEp2 hiicre hattinda BRFA ile UPR gen ekspresyonun detayli c¢alisildigi bir yayima
rastlanmamistir. Yine literatiir bilgileri 1s181nda bazi hiicrelerde BRFA’nin neden oldgu
apoptozisin LPS ile engellenebilecegi rapor edilmistir (53). Ancak aymi etkiyi HEp2
hiicre  kiiltiiriinde  gosterip  gostermedigi  bilinmemektedir. Bu  caligmadaki
amaclarimizdan biri de var ise bu etkiyi gosterebilmektedir.

Calismamizin diger bir ayag1 da HEp2 hiicre kiiltiiriinde yukarida adi gecen
kimyasal maddeler kullanilarak yiizey Grp78 ekspresyon tayinidir. Bilindigi gibi ylizey
Grp78 daha ¢ok kanser hiicrelerinde eksprese edilmektedir (65). Hiicre yilizeyinde
multifonksiyonel bir reseptér gibi rol oynayan molekiiliin tiimoér progresyonu, ilag
direnci ve invazyon ile arasinda iligki oldugu bir ¢ok yayinda rapor edilmistir (40, 79,
125). Ancak ER’deki saperonun nasil olup da membrana yerlestigi hala
aydinlatilamamustir .

Hiicre kiiltiirii bir ¢ok hiicre i¢i mekanizmalarin arastirilabildigi uygun ¢alisma
kosullarim1  saglamaktadir. Uygun kosullar saglandigi takdirde arastirmalarin
giivenilirligi de yiiksek olmaktadir. Aym1 zamanda hiicreler farkli kimyasallarla
muamele edilerek hiicrenin vermis oldugu organel bazindaki cevaplar da
arastirilabilmektedir.

RT-PCR, gen ekspresyon analizleri i¢in sik kullanilmaktadir. Kullanilan
primer ve problarin tayini farkli biyoinformatik analizler ile (BLAT, Blast, UPL)
yapilabilmektedir.

ELISA yontemi bir ¢ok proteinin kantitasyonunda kullanilmaktadir. Farkli
protokollere sahip ticari formlar1 olmakla birlikte uygun reaktifler saglanarak
tasarlanma imkan1 da bulunmaktadir.

Calismada UPR gen ekspreyon analizi i¢in kullanilan primer ve problarin

biyoinformatik analizi tarafimizca yapilmistir. Gen analizi ise kantitatif RT-PCR



metodu kullanilarak tespit edilmistir. Sonug¢larin yorumlanmasi Komparatif Cr
(Threshold Siklus) Metodunu kullanan bir software araciligi ile yapilmistir.

Bu c¢alismanin hiicre kiiltiirii asamasinda bir kanser hiicre hatti olan HEp2
hiicre modeli kullanilacaktir. HEp2 hiicrelerinde apoptotik ajan oldugu varsayilan
deksametazon farkli dozlarda uygulanarak UPR gen ekspresyonlar1 degerlendirilecektir.
Bu c¢alismanin sonucunda deksametazonun HEp2 hiicrelerinde ER stres ve apoptozis ile
iliskisi olup olmadigi arastirilmis olacaktir. Ayrica HEp2 kanser hiicrelerinde ylizey
Grp78 ekspresyonu olup olmadigi; var ise deksametazon uygulanmasindan etkilenip
etkilenmedigi ortaya c¢ikarilacaktir. Calismada kullanilacak kimyasal saperon olan
PBA’nin deksametozunun UPR ile olan iliskisini nasil etkiledigi yine bu ¢aligsma ile
aydinlatilmis olacaktir. Sonug¢ olarak deksametazonun UPR {izerine molekiiler etkisi

arastirilmis olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 ENDOPLAZMIK RETIKULUM

Endoplazmik Retikulum (ER) 6karyotik hiicrelerde bulunan, nukleus ve ribozomla
baglantilar1 olan membrandz ag yapisinda bir organeldir. Membrandz ag yapisi tiibiil,
kanal ve keseciklerin birbirleriyle baglantilarindan olusur. Hiicre iginde ribozom ve
nukleusla yakin etkilesim i¢indedir ve bulundugu hiicre tipine gore islevleri

degismektedir (58).

Endoplasmic Reticulum
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Sekil 1 Endoplazmik Retikulum

2.1.1 Endoplazmik Retikulum Tipleri
2.1.1.1 Diiz Endoplazmik Retikulum
Diiz ER tiibiil ve vezikiil dallanmalarindan olusan ag yapisina sahiptir ve bu yap1

sayesinde genis yiizey alan1 mevcuttur. Sarkoplazmik retikulum ¢izgili ve diiz kaslarda
bulunan diiz ER’dir (49, 58). Gorevleri;

e Lipid-steroid sentezi

e Karbonhidrat metabolizmast

e Kalsiyum konsantrasyonun diizenlenmesi

e ilag detoksifikasyonu

e Steroid metabolizmasi

e Reseptorlerin hiicre membran proteinlerine ilistirilmesi



Diiz ER ayrica glukoneogenez sirasinda glukoz 6 fosfati glukoza ¢eviren glukoz

6 fosfataz enzimine sahiptir.

2.1.1.2 Graniillii Endoplazmik Retikulum

Ribozomlarla yakin etkilesimi nedeniyle graniillii ER ismini almistir. Ancak bu
etkilesim daimi degildir, protein sentezi durduktan sonra ribozom ER’ den
ayrilmaktadir.

Hiicre disina gonderilecek proteinler ve membran yapisindaki proteinler burada
sentezlenerek transport edilmektedir. Kisaca protein sentezinin kalite kontrol merkezi

olarak tanimlanabilir(49, 58).

2.1.2 Endoplazmik Retikulum Fonksiyonlari
2.1.2.1 Protein Sentezi

Graniillii ER; membran yapilarinda rol alan proteinlerin ve hiicre digina
gonderilen proteinlerin son halini kazandigi en Onemli organeldir. Ribozomda
translasyonu devam eden polipeptid zinciri bir yandan da ER’ye transloke olmaktadir

(131). Detayl olarak daha sonra anlatilacaktir.

2.1.2.2 Ca™ konsantrasyonun regiillasyonu

Sitoplazmada Ca™ konsantrasyonu 0.1 PM civarinda iken ER’de yaklasik 5
mM’dir. Yaklasik 50.000-100.000 kat fazla Ca™ konsantrasyonuna sahip olan ER,
kalsiyum deposu olan bir organeldir. Endoplazmik retikulum igindeki kalsiyumun
konsantrasyonunun diizenlenmesi, ATP bagimli alim ile reseptor bagimli atilim
arasindaki dengeye baghdir(62, 85, 127).
ER liimenindeki molekiiler saperonlar, lektin benzeri proteinler ve PDI 6nemli kalsiyum

tastyicisidirlar (21, 72).

2.1.2.3 Lipid Sentezi
2.1.2.4 Karbonhidrat metabolizmasi

2.1.3 Protein Katlanmasi



2.1.3.1 Protein Katlanma esaslar:

Okaryotlarda en 6nemli protein katlanma kompartmani ER’dir. Kompleks
yapidaki proteinler ER’de katlanirken sitoplazmada daha basit yapidaki proteinler
katlanir. Katlanma en diisiik serbest enerjiye sahip konformasyonda durdurulur ve
protein matiir halini almis olur (25). Anfinsen’in dogmasinda 6zetlendigi gibi proteinin
katlanmasinin esas belirleyicisi primer aminoasit dizisidir (1).

Protein katlanmasi hidrofobik zincirlerin sudan korunmak ig¢in birbirlerinin
lizerine katlanmasiyla baslar. Protein katlanmasi ¢ok hizli olmaktadir (116). 0.1-1
mikrosaniyede alfa heliks veya beta dontisleri meydana gelmektedir (28). Basit yapidaki
proteinlerin katlanmast 50 mikrosaniyeden daha kisa zamanda olmaktadir (138). Daha
kompleks yapidaki proteinin domainleri birbirinden bagimsiz katlanabilir. Protein
merkezinden suyun ¢ikisiyla beraber protein katlanmasi tamamlanir (75).

Endoplazmik  retikuluma gelen yeni sentezlenmis protein  ¢esitli
modifikasyonlara  ugramadan  katlanamaz. Bu baglamda posttranslasyonel
modifikasyonlarin  ¢ogu  (N-bagimli  glikozilasyon, dislilfid bag olusumu,
hidroksilasyon, oligomerizasyon) ER’de meydana gelir (121).

Endoplazmik retikulumda disiilfit bag1 olusumu peptidil disiilfit izomerazlar ile
katalizlenir ve distilfit bag recyle ise FAD dependent oksidazlar olan Ero 1p ve Erv 2p
ile saglanir (32). Ero 1p ve Erv 2p icin son elektron alicist oksijendir. Ero Ip igin
peroksit ve superoksit minor alicilar olarak gorev yapar (38). Glutatyon endoplazmik
retikulumda disiilfit bag olusumu ile indirgenmeye katkida bulunur ve oksidatif stres
olusumunun 6nlenmesinde 6nemli rol oynar (122).

Membran bagli dolikol fosfattan protein zincirindeki Asn-X-Ser/Thr
rezidiilerine oligosakkarit transferi glikozilasyonun ilk basamagin1 olusturur.
Glikozilasyon proteine baz1 oOzellikler kazandirir. Soyle ki; hidrofilik 6zellik
kazandirarak proteinin suda ¢oziinilirliiglini artirir.  Oligosakkaritin sagladigi 6zellikler
sayesinde proteinin etrafin1 gevreleyen proteinlerle iliskisi engellenir ve oligosakkarit
bir nevi saperon olarak goérev yapmis olur (106). Oligosakkarit peptid omurgayla
etkileserek yapinin stabile olmasini saglar. Seker rezidiilerinin ardisik eklenmeleri lektin
mekanizmasi ile monitorize edilerek proteinin katlanmasi takip edilir. Bu da bir gesit

kalite kontrol olarak degerlendirilebilir. CNX/ CRT siklusu kalite kontroliin sadece bir



koludur. Kontrolden gegen protein ya golgiye transport edilecek ya da yikim igin
ERAD’a transfer edilecektir (31, 117, 135).

2.1.3.2 Protein Katlanmasinda Rol Oynayan Molekiiller
Protein katlanmasina yardime1 olan molekiiller esas olarak {i¢ ana sinifta
katagorize edilebilir. Bunlardan en 6nemlisi molekiiler saperon ailesi ile lektin benzeri

proteinler ve foldazlar ailenin diger iiyeleridir (6).

2.1.3.2.1Molekiiler Saperonlar
Molekiiler saperonlar ¢ok sayida iiyeye sahiptir. Asagida en fazla arastirilan

iki liyesi anlatilacaktir.

2.1.3.2.1.1 Glukoz-regiile Protein 78 ( Grp78)

Hsp 70 ailesindendir ve 78 kD’dur. monomerik veya dimerik formdadir.
Oligomerik form, peptid binding domain fosforilasyonu ve ADP ribozilasyonu ile
posttranslasyonel modifiye edilmistir ve depo seklidir. Monomerik formu ile saperon
gorevi gdrmektedir. insan Grp78 proteini, 654 aminoasitten meydana gelmektedir.
Protein; N-terminal ucunda ER sinyal peptid (1-18 a.a), ATPase domain (125-280 a.a),
peptid-binding domain (400-500 a.a) ve C-terminal ucunda KDEL motif (551-654)
icermektedir. Grp78’in nukleus ve mitokondride de bulundugu rapor edilmistir. Son
zamanlarda sitoplazmada alternatif splicing ile olusan Grp78 izoformunun varlig1 tespit
edilmistir. Hsp40 (DnalJ) ve Nucleotid Exchange Factor (NEFs) ile birlikte fonksiyon
goriir (45, 71, 125). Baslica gorevleri;

e Proteinin ER’a translokasyonunun regiilasyonu
e Protein katlanmasi

e Kalsiyum baglanmasi

e Apopitozisin diizenlenmesi

e ER stres sensoril

e UPR sinyal regiilasyonu

e Kalite kontrol

e Protein degradasyonu



2.1.3.2.1.2 Glukoz regiile Protein 94 (Grp94)

HSP90 grubundandir. 94 kDa dimerik bir proteindir. N terminal ATPaz
domain, kosaperona baglanan middle domain ve C-terminal dimerizasyon domainden
meydana gelmistir. ER’ de en fazla bulunan proteindir (4, 71). Baslica gorevleri;

e Protein katlanmasi

e Kalsiyum baglanmasi

e Apoptozisin diizenlenmesi

e Immiinite (antijen sunumu)

e Protein degradasyonu

e Kalite kontrol

2.1.3.2.2 Lektin Benzeri Proteinler

Kalneksin ve kalretikulin, glikoproteinlerin kalite kontroliinden sorumlu
lektinler ailesindendir. Kalneksin transmembran protein iken kalretikulin liimende
dolasan soluble homologudur. Kalneksin membran proksimal domaindeki glikanlara
baglanirken soluble kalretikulin endoplazmik retikulum liimenindeki glikanlarla
baglanir (106).

Glikozilasyon sayesinde proteinin hidrofilik 6zellik kazanmasi saglanarak
karbonhidrat baglayan ligandlarla etkilesimi miimkiin hale gelir. Glikoproteinlere
baglanan lektinler distilfit izomerazlar ve foldazlar i¢in substrat sunar. Sonucta proteinin
tersiyer yapisi sekillenmis olur (135).

UGGT ile reglikozilasyon kalneksinle interaksiyonu saglayarak proteinin
EDEM’ e yonlenmesine aracilik eder. Bu sayede retrotranslokasyon ile proteazoma
gidis ile katlanmayan ya da yanlis katlanan proteinin agragasyonunun oniine gegilir

(180).
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Sekil 2 Molekiiler saperonlar (74)

2.1.3.2.3 Foldazlar
R’a lokalize saperon benzeri enzimlerdir. Protein disiilfid izomeraz (PDI)
110 kD homodimerik bir proteindir. ER protein igeriginin %2’sini olusturur.
Distilfid bag olusumu, protein katlanmasi ve unfolded proteinlerin taninmasinda ve

degradasyona gidisinde gorev alirlar (90, 108).
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2.1.4 Katlanamayan ya da yanhs katlanan proteinlerin tesbiti

Olgunlagsmamis protein endoplazmik retkuluma girdigi zaman N-bagh
glikanlarla (iki N-Asetilglukozamin, dokuz mannoz, ve li¢ glukoz molekiiliinden olusur)
modifiye edilir. Modifiye yapidan iki glukoz, glukozidaz I ve II etkisiyle uzaklastirilir.
Tek glukozlu hale gelince kalneksin ve kalretikulin icin substrat halini alir. Protein
dogru katlanmigsa, son glukozun uzaklastirilmasi bu saperonlarin baglandigi bolgeyi
ortadan kaldirarak olgun proteinin golgiye transferi gerceklesir. Ancak protein dogru
katlanamamigssa UGGT (ER membranina bagli UDP-glukoz; glikoprotein
glikoziltransferaz) unfolded kisma baglanir ve deglikozile glikana glukoz ekler.
Dolayisiyla kalneksin, kalretikulin i¢in baglanma bdlgesi olusturulur. Bu zaman
zarfinda dogru konformasyon saglanmigsa UGGT tekrar aktive olmaz ve protein
golgiye gider. Bu durum saglanamamissa UGGT’ nin rol aldig1 sikluslar protein yikim

karar1 ¢ikana kadar tekrarlanir (21, 106).

2.2 UNFOLDED PROTEIN RESPONSE (UPR)

Bir hiicrenin stresi hissetmesi, cevap vermesi ve stresi yenmesi homeostazin
saglanmast i¢in gereklidir. N-linked glikozilasyon inhibisyonu ve kalsiyum
homeostazinin bozulmasi, enfeksiyon, genetik mutasyon, besin eksikligi, hipoksi gibi
egzojen ya da endojen kaynakli bir ¢ok stres nedeni vardir. ( 57, 63)

Hiicre, karsilastigt ER stresi ile bas edebilmek ve homeostazi saglamak icin
UPR yolagini kullanir. ER liimeninde biriken katlanamamis proteinlerin katlanmasini
saglamak i¢in kapasitesini artirir. Katlanmaya yardimci olan yardimci molekiillerin
sentezi artirilir. Yanlhis katlanan proteinler diizeltilemezse ER yiikiinli azaltmak igin
yikima gonderilir. Hiicre yine de adaptasyonu saglayamazsa cevre dokuya zarar
vermemesi i¢in apoptozise yonlendirilir (20).

Makrofaj, pankreas beta hiicreleri gibi sekretuvar hiicrelerin diferansiyasyonu ve
hiicre biiylimesi yanlig katlanan protein liretimine neden olarak UPR’yi indiikleyen
fizyolojik durumlardir. Patolojik durumlar ise; hipoglisemi, hiper-homosistinemi ve
iskemi artmis metabolik durumlar; sekretuvar ve transmembran proteinleri kodlayan

genlerde mutasyon; hepatit C gibi enfeksiyonlardir (63).
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B hiicre diferansiyasyonu (sitokinlerce uyarilan) sonucu XBP1 sentezi
indiiklenmektedir. XBP1 eksik micelarda yapilan calismalarda diferansiyasyonun
gergeklesmedigi gosterilmistir. Ve XBP1 in gerekli oldugu ispat edilmistir (129).

Giliniimiize kadar UPR sensorii olarak ii¢ transmembran protein tanimlanmistir
(81, 101).

UPR activation
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2.2.1 UPR Yolaklan
2.2.1.1 Protein Kinase RNA (PKR) like ER kinase (PERK) Yolagi;

ER membraninda lokalize Tip I transmembran seri treonin kinazdir. Normal
sartlar altinda Grp78 ile beraber bulunmasi molekiiliin inaktif monomerik durumda
kalmasini saglar (106, 142). ER kapasitesini asan yiikle veya stresle karsilastigi zaman
beraberinde bulunan Grp78 liimene katlanmaya yardimci olmasi igin gonderilirken
PERK homodimerize olarak fosforillenir. Aktive olan PERK daha sonra eucaryotic
initation factor (elF)2a’y1 fosforiller. Fosforillenen elF2a, genel translasyonu hiicre
icinde durdurur. Ancak bazi se¢ilmis proteinlerin translasyonu devam eder ve miktarlar
artar (59). Perk” hiicreler ER strese duyarlidir. Translasyonun inhibe olmasi sonucu

kisa Omiirlii proteinler hiicreden temizlenir. En tipik 6rnek Cyclin D’dir. ER stres
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strasinda bu proteinin yoklugu memeli hiicrelerinin G1 fazinda kalmasina yol agar (44,
58, 103).

elF2a’ya ek olarak NRF’2 de PERK tarafindan fosforillenir. NRF2, normal
sartlarda sitoplazmada Keapl ile kompleks halde ve inaktiftir. ER stres, sonucu
fosforillenen molekiil kompleksinden ayrilir ve aktiflesir. Nukleusa giden aktif NRF2
antioksidan response elementle (ARE) etkilesir. ARE tarafindan diizenlenen genler;
Glutatyon S-transferazin A1 ve A2 subunitleri, NAD(P)H: quinone oksidorediiktaz,
gama glutamil sistein sentetaz ve UDP-glukoronozil transferaz’dir. PERK ™" hiicreler ER
stres ile karsilasinca reaktif oksijen iriinlerinin biriktigi ve NRF™ hiicrelerin de ER
strese duyarli oldugu gosterilmistir (66).

Katlanamayan proteinlerin birikmesi sonucu hiicre redoks durumundaki
dengesizlik redoks duyarli transkripsiyon faktorii olan nF-kB’nin aktive olmasina neden
olurken antioksidanlarin bu aktivasyonu inhibe ettigi tesbit edilmistir (112).

elF2a’nin fosforilenmesi sonucu memeli hiicrelerinde ATF4 translasyonu artar
ve bu molekiil aminoacid response elemente baglanarak CHOP, GADD34 ve ATF3 gen
ekspresyonunu artirir. Ayrica ATF4, aminoasit import, glutatyon biyosentez ve
oksidatif strese direngte rol alan genlerin de ekspresyonunu diizenler. ATF3 ise CHOP
ve GADD34 ekspresyonunu diizenlemede katkida bulunur (63).

Sonu¢ olarak PERK sinyalizasyonu ile ER strese karsi hiicrenin protein yiikii
azaltilarak katlanmamis veya yanlis katlanan proteinlerin diizeltilmesi ve ER’ ye ek yiik

getirilmeyerek de ek stresten korunma saglanmaya ¢alisilmaktadir (83, 59, 103).

2.2.1.2 ATF6 Yolagy;

ATF6, bZIP proteindir. Iki formu vardir. ATF-0. 90-kDa ve ATF6-B 110 kDa’dur.
ATF6- B ayrica CREB-RP olarak da bilimmektedir.

Hiicre normal sartlar altinda iken ER membraninda Grp78 ile beraber inaktif
sekilde bulunmaktadir. ER stres ile karsilaginca Grp78 liimene katlanmaya yardimci
olmak icin gonderilirken ATF6 da posttranskripsiyonel modifikasyona ugrar. Golgiye
gonderilen ATF6 Sitel proteazla (S1) etkileserek kirpilmaya ugrar. Daha sonra Site2
(S2) proteaz tarafindan kirpilan ATF6 50 kDa’a doniisiir ve nukleusa gonderilir. Burada
ER response elemente baglanir. Grp78, Grp94 gibi ER saperonlarinin ekspresyonunu
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artirir. Sonug olarak bu proteinlerin sentezi artar ve ER katlama kapasitesi yiikselerek
strese kars1 korunma saglanmaya ¢alisilir (11, 141, 142).

ATF6 tarafindan diizenlenen diger gen ekspresyonlar1 XBP1, CHOP, Herp
(Hyperhomocysteinemia-induced ER response protein) ve PDI’dir (20, 86).

2.2.1.3 Inositol Requiring Kinase 1 (IRE1) Yolag:

Transmembran proteindir. Sitoplazmik domaini endoriboniikleaz ve kinaz
aktivitesine sahiptir. Liimene bakan bolimii PERK ile benzerdir ve dimerizasyon
gosterir. iki formu vardir. IRE1-a tiim hiicrelerde bulunurken p formu ise barsaklarda
bulunmaktadir. Micelarda yapilan ¢alismalarda IRE-o’nin delesyonu sonucu
embriyonun 9.5 ve 11.5 giinleri arasinda o6ldiiglii tesbit edilmistir. IRE-B negatif
micelarin ise dekstran sodyum siilfata duyarli kolit gelistirdigi gosterilmistir (100).

IRE1, diger UPR yolaklar1 gibi Grp 78 ile beraberken inaktiftir. ER stres
sirasinda Grp78’in ayrilmasiyla dimerize olur ve otofosforillenir. Aktif haldeki IRE1’in
RNAaz aktivitesi ile mRNA XBP’den 26 niikleotid niikleotid uzaklastirilir. sXBP1
mRNA translasyona ugrayarak transkripsiyon faktoriine doniislir. ER saperonlarinin ve
katlanmaya yardimci olan enzimlerin (PDI gibi) upregulasyonuna neden olur (69).

XBP1 mRNA sitoplazmada normalde bulunmaktadir. Ancak un-spliced
sekildedir (16).
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2.2.2 UPR ve APOPTOSIS
Apoptosis, iki major yol olan intrensek yol(6rnegin DNA hasari) ve ekstrensek

(ekstraseliiler) yol ile kontrol edilir.

2.2.2.1 intrensek yol

ER strese cevap olarak Bax ve Bak konformasyonel degisikliklere ugrar. ER
lokailze Bak ile ER limeninden sitoplazmaya Ca+2 salinir. Kalsiyum havuzunun
bozulmas1 sonucu sitoplazmada Kalpain aktiflenir ve Kaspaz 12’nin aktiflenmesini
saglar. Ve kaspaz3 ve 9’u i¢ine alan kaspaz kaskad: aktiflenir. Bu yol Apaf-1 ve
mitokondriyal sitokrom-c saliverilmesinden bagimsizdir. ER’ den salinan Ca+2
mitokondri tarafindan alinir ve i¢ membran potansiyeli bozulur. Sonug olarak apoptosis

baslatilmis olur (63).

2.2.2.2 Ekstrensek yol
ER, strese yanitlardan biri olan IRE1’in TRAF2 ve apoptosis sinyal-regulating
kinase(ASK1) ile nin olusturdugu hetorodimer kompleks ile c-Jun N-terminal inhibitory

kinase(JIK) aktiflenir ve hiicre 6liimi baslar (63).
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2.2.3 Fizyolojik Durumlarda UPR
2.2.3.1 B hiicre diferansiyasyonu

Monosit hiicrelerinin plazma hiicresine doniistimii sirasinda sekretuvar yolaklar
tekrardan yapilandirilir, hiicrenin goriiniimii degisir ve antikor sentez ve sekresyonu
yetenegi kazandirilir. LPS ile veya sitokinlerle hiicrenin stimiilasyonu sonucu
diferansiyasyon meydana gelebilir. Stimiilasyon sonucunda UPR genlerinden Grp78,
Grp94 ve CHOP ekspresyonu indiiklenir. I1L4 ile stimiilasyon sonucunda B hiicre
diferansiyasyon meydana gelir ve XBP1 mRNA hizlica artirilir . Ancak IgM agir zincir
sentezi meydana gelmeden sXBP1 olusmaz. sXBP1’in overekspresyonu sonucu IgM
sekresyonu artar. Bu sonuclarin da gosterdigi gibi terminal plazma hiicre
diferansiyasyonu ve yiiksek miktarda immiinglobin sentezi i¢in XBP1 gerekmektedir
(37, 54, 63, 98).

LPS veya IL4 ile stimiilasyonun erken fazlarinda ATF6 aktiflesmektedir. Ancak
diferansiyasyon sirasinda aktiflenen UPR’de sensor olarak kullanilip kullaniimadigi
acik degildir. Ek olarak CHOP sentezi erken donemde artarken PERK’in aktiflestigine
dair delil yoktur (2).

Yukaridaki bilgilerin 15181nda fizyolojik UPR’nin IRE1’1 6zellikle aktive ettigi
ve ER saperon ve sekretuvar yolak proteinlerinin sentezinin artirildigi sdylenebilir. Bu

esnada protein sentezi, bilylimeyi durdurmadan islemler yiiriitilmektedir.

2.2.3.2 Pankreatik B hiicre fonksiyonu;

PERK pankreasda yliksek miktarda exprese edilir. PERK ' micelarda pankreatik
disfonksiyona rastlanmistir. Dogumdan hemen sonra diabet gelismistir. insanlarda Perk
genindeki mutasyon Wolcott Rallison Syndrome (otozomal resesif genetik hasar) adi
verilen ve ¢ocuklukla ortaya ¢ikan insulin bagiml diabet, epifizyal displazi, biiyiime
retardasyonu ile karakterizedir (23, 63).

Pankreatik  hiicreleri, kan glukozundaki fizyolojik fluktuasyonlara (3-10 mM)
cok hassastir. Diger hiicrelerden farkli olarak B hiicrelerindeki ATP iiretimi ve protein
sentez oran1 ekstraseliiler glukoz seviyeleri ile alakalidir. Azalmis glukoz seviyeleri
PERK aktivasyonuna ve elF2a fosforilasyonuna neden olarak protein sentezini inhibe
eder. Sonug¢ olarak proinsulin mRNA translasyonunu durdurur. Glukoz seviyesi

yiikselince ATP/ADP oran1 da artacak PERK sinyalizasyonu inaktive olacaktir. Bu
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durumda yiikselmis glukoz proinsulin translasyonunu artirirken azalmis glukoz
translasyonu azaltir. B hiicrelerinin glukoz seviyesini hissetmesi insiilin sekresyon ve
biyosentezi ilizerine de etkilidir. Yapilan calismalar sonucunda hiicredeki anlatilan
Ozellesmis fonksiyonlarin ER sinyalizasyon yolaklari ile basarildig1 diisiiniilmektedir

(43, 47).

2.2.4 Patolojik durumlarda UPR
2.2.4.1 UPR ve Hiperhomosisteinemi

Homosisteinemi, metiyonin ve sistein metabolizmalar1 i¢in Onemli ara
metabolittir. Aterosklerotik arter hastaliklarinda ve vendz tromboembolizmde artmis
seviyeleri ortak ve bagimsiz faktdrdiir. Homosisteinin tiol gruplarinin reaktif oksijen
radikalleri olusturmak {iizere oksidasyona gitmesi hiicrede disfonksiyona ve hasara
neden olur (55, 128, 130) .

Homosisteinin, sekretuvar proteinlerin sistein aminoasitleri arasinda istenmeyen
disiilfit baglar1 olusturarak protein katlanmasin1 engelledigi hipotez edilmektedir.
Hipoteze gore bu durum ER strese yol agmaktadir (30, 143).

Homosistein ile muamele edilen kiiltiir hiicrelerinde olusan UPR’ye cevapta artan

gen expresyonlarindan bazilar1 BIP, Grp94, CHOP, HERP dir (93).

2.2.4.2 UPR ve Norolojik Hastahklar

Gegici iskemi sonrasi enerji gereksinimini karsilayamayan hiicrelerde protein
sentezi biiyiik oranda inhibe edilir. Translasyon inhibisyonu, Eif2a fosforilasyonu ile
koreledir. Serebral iskemi ile UPR gen mRNA miktar1 artar. Ek olarak protein
agregatlarinin endoplazmik retikulum membranma ilisik oldugu tespit edilmistir.
Iskemideki bulgular bu hastaliklarin etyolojisinde islevsiz proteinlerin klirensinin tam
olmamast ve biriken agrege proteinlere verilen hiicresel cevabin rol oynamadigini
gostermektedir (11, 50).

Alzhemier, Parkinson gibi sik rastlanan norodejeneratif hastaliklar altinda yatan
neden; etkilenen néronlarin etrafinda ve iginde biriken anormal protein agregatlaridir.
Bu agregatlar hiicrenin nukleus veya sitoplazmasindadir. Dolayist ile UPR ve hiicre

Oliimii ile beraberdir (26, 120).
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2.2.5UPR HEDEF GENLERI
2.2.5.1 CCAAT/enhancer protein (C/EBP) HOMOLOG PROTEIN (CHOP)
CHOP, transkripsiyonel diizenleyici C/EBP protein ailesinin bir iiyesidir. Diger
bir aile iiyesi ile dimerize olur ve DNA’ya baglanmay1 ve transaktivasyon ozelliklerini
degistirir (48). DNA hasar1 veya ER stres sonucu biiylimeyi durdurur ve apoptozisi
indiikler. Bazi tiimor dokularda ve hepatoma, neuroblastoma, myeloid, kolon gibi
kanser hiicre hatlarinda eksprese edildigi gosterilmistir (61, 107). Ayrica prolifere olan
cogu hiicrede diislik seviyede eksprese edilirken oksidatif stres, DNA hasar1 ve ER
strese maruz kalan farkli dokularda ekspresyonun dikkat ¢ekecek sekilde up-regiile
oldugu iddia edilmistir (123, 126). CHOP, strese cevap olarak hiicre siklus arresti yapar
ve apoptozisi uyarir (118). Bu nedenle diger bir ad1 da ‘growth arrest ve DNA damage
inducible gene’ dir (GADD153) (146).

2.2.5.2 HEM OKSIJENAZ 1 (HMOX1)

Fe-Protoporfirin IX olan hem, HMOXI1 ile Labil Fe, karbonmonoksit ve
biliverdine doniisiir. Hem, hemoproteinlerin prostetik grubu gibi rol oynamaktadir (39).
Serbest hem fenton kimyast ,reaksiyonu, ile serbest radikallerin olusumuna neden
olabilmektedir. Homeostaz sirasinda pro-oksidan hem, hemoproteinlerin yapisina
sokularak kontrol edilir. Oksidan stres sonucunda hemoproteinin yapisindaki hem
ayrilir ve serbest hem agiga c¢ikar (114). HMOXI1 ekspresyonu transkripsiyon diizeyinde
kontrol edilir . Stres durumunda HMOX1 ekspresyonu artar ve artan protein miktari ile
serbest hem katabolize edilir. Uriinler karbonmonoksit ve biliverdinin katabolizmas ile
olusan biliriibin anti-oksidan olarak rol oynar (41, 119, 144, 132).

HMOX1’in sitoproduktif etkisi ilk kez R. Tyrrell ve meslektaslar1 tarafindan
belirlenmistir (124). Fibroblastlarda HMOX1 ekspresyonun oksidatif strese kars1 adaptif
hiicre koruyucu cevapla iliskili oldugunu gostermislerdir. Kisa bir zaman sonra da
G.Balla ve arkadaslan kiiltiire endotel hiicrelerinde HMOXI1 indiiksiyonun oksidatif
strese karsi hiicre koruyucu oldugunu rapor etmisler ve endotel hiicrelerinin TNF aracili
apoptozise gidisini 6nledigini bulmuslardir (6). Daha sonra benzer ¢alismay1 farkli pro-
apoptotik ajanlar ve farkl hiicreler kullanarak da genisletmislerdir (12, 97).

Yapilan farkli c¢aligmalarda HMOX1’in sitoprotektif etkisinin p38 mitogen-
activated protein kinase (MAPK) sinyal yolagina bagimli oldugu iddia edilmistir. P38

17



alfa ve p38 beta MAPK’in farmakolojik inhibisyonuyla HMOX1’in anti-apoptotik
etkisinin siiprese edildigi aciga ¢ikarilmistir. P38 MAPK’in HMOXI1 tarafindan
aktivasyonun, Bcl-x1 ekspresyonuna PI3K/Akt sinyal yolu araciligi ile yol a¢tig1 ve bu
sayede intrensek (mitokondriyal ) apoptotik yolagin inhibe edildigi gosterilmistir (5,
51).

2.2.5.3 Grp78

En iyi karakterize edilen ER saperon proteinlerinden olan Grp78, ilk kez 70’li
yillarin sonunda glukozu azaltilmis medyum ile muamele edilen doku kiiltiir
hiicrelerinde sentezinin artmasi ile tesbit edilmistir.

Yapis1 molekiiler saperonlar bashigi altinda detaylica incelenen molekiiliin ER’ de
protein kalite kontrol mekanizmasinda ¢ok énemli rol oynadigi bilinmektedir (13, 125).

UPR’nin esas diizenliyicisi olan Grp78 ayrica embriyolojik gelisimde, kanser

progresyonunuda ve ilag¢ direncinde rol almaktadir (34, 67, 96).

2.2.5.4 Grp9%4

Biitiin organizmalarda Grp94 single copy gendir. Insanlarda 12. kromozomda
bulunur. 782 aminoasitten olusur.N-terminal ucunda nukleotid/geldanamycin/radicicol-
binding domain bulunmaktadir. Daha sonra iki asidik domaininden biri olan ve ilag
baglanmasinmi1 regiile eden domain gelir. Diger asidik domin ise C-terminal ucunda
bulunur. Grp78’de oldugu gibi ER’de kalmasini saglayan KDEL motifine de sahiptir
(10, 76).

Bir glikoprotein olan Grp94, Hsp90 saperon ailesinin bir iiyesidir. ER liimenindeki
proteinlerin = %5-10"unu  olusturur. Hemen hemen tiim hiicrelerde mevcuttur.
Hipoglisemi, hipoksi, asidoz, viral enfeksiyonlar ve mutant protein ekspresyonu gibi
stres durumlarinda ekspresyonlar1 artar. Kisacasi, Grp78 upregulasyonuna neden olan
durumlarin Grp94’iin de upregulasyonuna yol actig1 sdylenebilir (4).

Grp94, ayn1 zamanda, kalsiyum baglama kapasitesine sahip, ER kalsiyum tampon
proteinlerden biridir. 15 tane kalsiyum baglayabilen bdlgeye sahip olduguna
inanilmaktadir. Kalsiyum tasiyicist olmasinin yaninda Grp94 kendi aktivitesinin

diizenlenmesi icin kalsiyuma ihtiya¢ duyar (64).

18



ER’de strese maruz kalan hiicrelerde hasar oranimi sinirlamak i¢in Grp94
overekspresyonu meydana gelir. Halbuki kanser hiicrelerindeki overekspresyonu anti-
apoptotik fonksiyonlari ile kanser progresyonuna ve ilag direncine dnciiliik etmektedir.
Birgok kanser hiicre hattinda, solid tiimorlerde ve kanser biopsilerinde yapilan
caligmalarda artmis Grp78/Grp94 seviyeleri ile malignensi arasinda iliski tespit
edilmistir. Yapilan bagka bir ¢calismada meme kanser hiicrelerinde overeksprese olan
Grp94°iin kotii prognoz ile ilintili oldugu rapor edilmistir. Bu hiicrelerin anti-proliferatif
ajan olan geldanamycin ile muamele edilmesi sonucu Grp94-p158 kompleks olusumu
engellenir. Grp94’iin ekspresyonu engellenerek hiicre etoposide karsi hassas hale
getirilebilmektedir (35).

Grp94 normal hiicrelerde saperon gorevi gérmesinin yaninda kanser hiicreleri ve
viriisle enfekte hiicrelerde de gorev yapar. Bu nedenle tiimor hiicrelerinden derive edilen
Grp94 tiimor antijenik peptit tasimaktadir. Ayrica viriis ile enfekte hiicrelerden elde
edilen Grp94’iin viral epitoplar tasidigr rapor edilmistir. Normal sartlar altinda
intraseliiler protein iken nekrotik hiicrelerden Grp94-Peptid kompleksi saliverildigi
bunun da antijen sunan ¢opci hiicrelerce alindig tespit edilmistir (94).

Farelerde yapilan bir c¢alismada diisik konsantrasyonda Grp94-peptid
preparatlarinin kullanimi1 sonucu olusan immiinizasyon ile tiimor biiylimesinin inhibe
edilebilecegi iddia edilmektedir. Bu g¢aligmalarin 1s1ginda ileriki donemlerde hasta
spesifik kanser tedavisinin bir pargasi olan immiinoterapide saperon bazli as1 kullanimi

giindeme gelebilecektir (56)

2.2.5.5 MTJ1

DNAJ-like proteinler Hsp70 ailesi 1ile protein konformasyonunun ve
oligomerizasyonun saglanmasinda beraber hareket eder. Diger bir deyisle Hsp70’in ko-
saperonudur. DNAJ ailesi farkli kombinasyonlarda bulunan dort iyi korunmus domaine
sahiptir. Bu domainlerden biri olan J domain, ko-saperon fonksiyonlar: i¢in gereklidir
9, 92).

Murine tiimor cell DNAJ-like protein 1 (MTJ1) DNAJ-like protein ailesinin bir
tiyesidir. Transmembran bir protein olan MTJ1, Grp78’in katalitik aktivitesi i¢in
yardimci saperon olarak rol oynar. J domaini Grp78’in protein baglayan bolgesindeki

ATPaz’1n hidrolitik etkisini simiile eder ve polipeptide baglanarak protein katlanmasina
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yardimci olur. Ayrica yeni sentezlenen polipeptidin ER membranindan translokasyonu
sirasinda da ko-saperonluk yapar (18, 27).

Uma Kant Misra ve arkadaglariin yaptigi calismada MTJ1 ko-saperonunun,
Grp78’in hiicre ylizeyine translokasyonu ve membrana ilistirilmesi sirasinda da
fonksiyon gordiigii iddia edilmektedir. Mice makrofajlar1 kullanilan ¢alismada yiizey
Grp78 Cell ELISA yontemi ile tespit edilmistir. Immiinopresipitasyon ile plazma
membranindaki Grp78 ve MTIJ1 arastinlmistir. Ayrica MTJ1 mRNA ve protein
diizeylerine de bakilmistir. Calisma sonucunda murin perioteonal makrofaj hiicrelerine
Grp78 ile MTJ1’in membranda ko-lokalize oldugu tespit edilmistir. Ancak MTJ1 gen
ekspresyonun engellenmesi saglaninca yiizey Grp78 yiizey lokalizasyonunun inhibe
oldugu rapor edilmistir. Bilindigi gibi yiizey Grp78’in ligandlarindan biri de oy
makroglobulindir ve bu c¢alismada MTJ1 ekspresyon inhibisyonunun Grp78-a,
makroglobin kompleks olsumunu engelledigi gosterilmistir. Ancak mRNA Grp78
ekspresyonu etkilenmemektedir. Calisma ile Grp78 in yiizeye translokalizasyonunda ve
membranda lokalize kalmasinda MTJ1’in 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (78).

Ayrica membrandaki MTJ1 / Grp78 kompleksinin hiicre igine viriis girisinde de
rol oynamaktadir (73).

2.3 HUCRE YUZEY Grp78
Grp78; Hsp70 ailesine liye, her hiicrede bulunan, hiicre homeostazinda énemli rol
oynayan 1yi karakterize edilmis endoplazmik retikulum saperonudur. Primer fonksiyonu
protein sentezi sirasinda polipeptidin hidrofobik kismiyla etkilesme kapasitesiyle
alakalidir ve bu rolil ile proteinin matiir hale gelmesine yardimci olmaktadir. Diger bir
onemli rolii ise UPR’yi olusturan sinyal kaskadinin aktiflesmesini saglamaktir. Daha
cok ER liimen proteini olarak bilinen Grp78 ayrica hiicre yiizeyinde de tanimlanmistir
ve alfa 2-makroglobin tarafindan aktive edilen hiicre ylizey sinyal reseptdrii olarak
gorev yaptig1 tespit edilmistir (96, 84).
CHO, HepG2 hiicre kiiltlirlerinde Grp78’in topografisi incelenmis ve hem N-
terminal hem de COOH-terminal bélgenin membran disinda bulundugu tesbit
edilmistir. Ayrica transmembran heliksleri dort hidrofobik domainden olugsmustur. ATP

ve peptid baglayan domainleri plazma membranin disinda lokalizedir. Grp78’in
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membran lokalizasyonu saperon gorevinden ziyade ko-reseptor gorevi gérmesini saglar
(40, 125).

Hiicre yiizey Grp78 ayrica endotel hiicrelerinde anjiogenik reseptor olarak gorev
yapar. Anjiogenik peptid reseptoriin N-terminal bdlgesine baglanir ve C-terminal
bolgeden bagimsiz olarak anjiogenez meydana gelir. Anti-anjiogenik oldugu bilinen
plazminojen K5 ise anjiogenik peptidin baglandigi N-terminal ucuna baglanarak
Grp78’in anjiogenik fonksiyonlarini interfere eder (3).

Yiizey Grp78, teratocarcinoma-derived growth factor 1 (Crito-1) ile kompleks
yapar. Cripto-1 embriyogenez, insan tiimoér progresyonu ile ilintili ¢esitli sinyal
yollarinin da rol aldig1 bir takim mekanizmada rol oynar. Ayrica MHC-1 ile hiicre
yiizeyinde etkilesen Grp78’in olusturdugu kompleks ise koksaki viriis-9 i¢in resetor
fonksiyonu goriir ve MHC-1 ilgkili endositoz meydana gelir (136).

ER’de kalsiyum deplesyonu ve un-glikolize protein birikmesi gibi stres
durumlarinda hiicre yasaminin siirdiiriilmesinde Grp78 kritik rol oynamaktadir. Bu stres
kaynaklar1 kimyasal da olabilmektedir. Prostat kanser hiicre hatt1 kullanilarak yapilan
bir c¢alismada kalsiyum ionofor olarak ionomycin (IM), glikozilasyon inhibitor
tunicamycin (TM) ‘in Grp78 ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistr. Bu ajanlardan
ER kalsiyum deplesyonu yapan IM’nin Grp78’in yaninda apoptozisi de indiikledigi
tespit edilmistir. Bu sonuglar da gostermektedir ki Grp78 stres cevabinda en az iki farkl

yolak kullanilmaktadir (79, 65).

- - - '
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2.4 DEKSAMETAZON

Glukokortikoid ailesinin bir iiyesi olan deksametazonun anti-enflamatuvar, anti-
emetik ve immiinsiipresif etkileri bulunmaktadir. Glukokortikoidler, romatizmal
hastaliklar ve alerjik durumlarin yanmi sira bazi kanser tiirlerinde kombine tedavide
kullanilmaktadir. Etki mekanizmalar1 genomik ve non-genomik olmak ftizere iki farkli
baslik altinda incelenebilir

Glukokortikoidler, ligand bagimli niikleer reseptorler araciligi ile genomik
etkilerini gosterir. Aktive olan glukokortikoid reseptér kompleksi ile transkripsiyon
aktivasyon veya inhibisyonu, translasyon ve spesifik diizenleyici protein sentezi
meydana gelmektedir. Genomik etkilerinin ortaya ¢ikisi genomik olmayan etkilerine
gore daha gec olmaktadir (14, 70).

Deksametazonun bilinen klasik genomik etkilerinden baska hizli ve non-genomik
etkileri de bulunmaktadir. Non-genomik etkileri ile ilgili ii¢ farkli mekanizma
tartisilmaktadir; 1) sitozolik glukokortikoid reseptor (cGCR) ile spesifik etkilesim 2)
Hiicre membranlar1 ile non-spesifik etkilesimler 3) Membran bagimli glukokortikoid
reseptor ile spesifik etkilesimler (14).

[lk mekanizmaya gore glukokortikoidlerin ¢GRC ile iligkili multi-protein
komplekse baglanmasi klasik yol olarak bilinen genomik etkilerin baslatilir. Aktive olan
kompleks sonucunda klasik yolda transkripsiyon, translasyon, ve spesifik protein
sentezi diizenlenir. Ancak bu islemler icin belli siire gegmesi gerekmektedir.
Deksametazonun hizli etkilerinin ¢cGCR reseptorii ile etkilesimi sonucu oldugunu gen
transkripsiyonun etkilenmedigi rapor edilmistir (22). Epidermal growth factor (EGF)
tarafindan stimiile edilen sitozolik PLA2’nin aktivasyonun yol agtig1 arasidonik asit
salinmasi deksametazon tarafindan inhibe edilir. Bu etkinin transkripsiyon bagimli yani
genomik olmadig1 glukokortikoid-dependent oldugu ve non-genomik mekanizma ile
iliskili oldugu disiiniilmektedir (115).

cGCR multi-protein kompleksi sitoplazmada Hsp90 ile inaktif haldedir. Bu
komleksde Src’yi de icine alan MAPK sinyal sistemi ile ilgili birka¢ kinaz da
bulunmaktadir. Deksametazonun komplekse baglanmasi ile ¢cGCR ve Src ayrilir.
Bunlarm ayri ayri mekanizmalarla etkili oldugu diisiiniilmektedir. Ozet olarak
glukokortikoidlerin hizli etkilerini multi-protein kompleksi {izerinden intraseliiler sinyal

yollarin1 kontrol ettigi sdylenebilmektedir (87, 91).
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Ikinci mekanizmaya gore non-genomik etkiler, hiicresel membranlarla non-spesifik
etkilesimler sonucunda meydana gelmektedir. ¢GCR reseptorlerinin tam olarak
doldurulmasi i¢in 100-200 mg/giin prednisolon yeterli denmektedir. Yiiksek doza baglh
elde edilen ek teropatik faydalarin farkli mekanizmalarla saglandigi diisiintilmektedir.
Yapilan farkli calismalarin sonucunda immiin hiicrelerde yiiksek glukokortikoid
kullaniminin hizli etkilerini enerji metabolizmasi iizerinden mi gergeklestirdigi sorusu
dikkat ¢ekmistir (7, 15).

Ugiincii mekanizmaya gore membran bagimli GCR (mGCR) ile spesifik
etkilesimler sonu olmaktadir. mGCR insan losemi (T-Lenfoblast) hiicrelerinde
gosterilmistir (36). Yapilan deneysel calismalarda aldesteronun diisiik dozlarinda
sekonder mesaj sisteminde (Ca+2, IP3, cAMP, PKC) hizl etkileri gozlemlenmistir (17,
19). mGCR ile ilgili yapilan ¢aligmalarda monositlerin ve B lenfositlerin % 25 de
pozitif oldugunu gostermistir. Ancak T-lenfositlerde tesbit edilmemistir.

Monosit hiicre izolasyonu sonrasi yapilan hiicre kiiltiiriinde, 10®-10° M doz
araliginda kullanilan deksametazonun doz ve zaman bagimli olarak apoptozisi
indiikledigi ve bu etkisinin Mifepristone ile glukokortikoid reseptorii bloklandiginda
onlendigi tespit edilmistir (104).

Insan lens epitel hiicrelerinde yapilan bir calismada deksametazonun farkli dozlar:
kullanilarak hiicre iizerindeki etkileri arastirilmistir. Hiicreler 24 saat boyunca 0.1, 1, 10,
ve 100 uM deksametazon ile inkiibe edildikten sonra hiicre canlilik testi (MTT) ve
kaspaz 3 aktivitesi bakilmistir. Sonug olarak 0,1 uM dozda hiicre proliferasyonu diger
dozlarda ise apoptozis meydana geldigi tesbit edilmistir (89).

M. Schimit ve arkadaglar1 monosit hiicre izolasyonu sonrasi yapilan kiiltiir
caligmasinda 48 saat boyunca 10"°, 10® ve 10° M deksametazon ile hiicreleri inkiibe
etmiglerdir. Deneyin sonucunda deksametazonun monosit hiicrelerinde doz ile dogru
orantil1 olarak apoptozisi indiikledigi gosterilmistir (105).

Buttgereit ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismalarda LPS ile muamele edilen monosit
hiicrelerinde mGCR miktarmin arttigini tespit etmislerdir (8). LPS nin Insan lenfoma
hiicrelerinin kullanildig: kiiltiir ¢calismalarinda ER stresor ajan olan BRFA’nin neden

oldugu apoptozisi dnledigine dair calisma mevcuttur (133).
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3. GEREC - YONTEM

3.1 Kullanilan Aracg ve Geregler:

1.

14.

15.

16.

17.

18.

Santrifiij (MSE, MISTRAL 30001, Serial no: 5691/02/075).

Mikropipetler (Sealpette Jencons 0.5-10, Treff Lab 20- 200, 100-1000, Genex
Beta 10-100, 50, 2-20, Dialab 200-1000, Rainin Pipet-plus R 20, Socorex 50-
200).

Mikrosantrifiij (SIGMA 3K30, Serial no: 76262).

Mikrosantrifiij (Jouan A-14, Seri no: 39903105).

1,5 ml ve 0,6 ve niikleaz icermeyen eppendorf tiip (

0,2 ml PCR tiip

Derin dondurucu (-70 °C, NUAIRE)

Benmari (ASTEL, TIP J18 BAIN UNIVERSAL, N Serie: 3940517).

Vorteks (VM3, Windaus )

. LightCycler 480 II, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)

. Laminar-flow (Bilser, Seri no: 6087, Ankara, Tiirkiye)

. Laminar-flow (Nuaire, Model no: Nu-425-400E)

. High-pure PCR RNA isolation kit (Cat. No.11 828 665 001 Roche Diagnostics

GmbH, Penzberg, Germany )

Transcriptor first strand cDNA synthesis kit (Cat no. 04 379 012 001 Roche
Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany )

Transcriptor reverse transcriptase (Cat no.03 531 295 001 Roche Diagnostics
GmbH, Mannhein, Germany)

LightCycler 480 Probe Master (04 707 494 001 Roche Diagnostics GmbH,
Mannhein, Germany)

Human GAPDH forward-reverse (19/19 b) primer ¢ifti- LNA Tagman probe
seti (UPL60, Cat No0.04688589001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein,
Germany)

Human Grp78 forward-reverse (18/20 b) primer ¢ifti- LNA Tagman probe seti
(UPL39, Cat No. 04687973001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein,

Germany)
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.
26.
27.

28.
29.
30.
31.
32.

33.

34.

35.
36.

Human Grp94 forward-reverse (24/23 b) primer ¢ifti- LNA Tagman probe seti
(UPL62, Cat N0.04688619001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)
Human MTJ1 forward-reverse (20/20 b) primer ¢ifti- LNA Tagman probe seti
(UPL32, Cat.No0.04687655001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)
Human HMOXI1 forward-reverse (21/20 b) primer ¢ifti- LNA Tagman probe
seti (UPL42, Cat.No0.04688015001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein,
Germany)

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, white (Roche Diagnostics GmbH,
Mannhein, Germany Roche)

Rabbit Poliklonal IgG GRP 78 Antikoru, 200 pg/ml (H-129), ELISA uyumlu
(SC-13968 Santa Cruise)

Goat Anti-Rabbit IgG (ALP konjuge) Poliklonal Antikor, 1 ml, ELISA uyumlu
(Santa Cruise)

Ultrasonic Cleaner (Seri no: 030607)

Spektrofotometre (IMPLEN NanoPhotometer, Seri no: 1271,U.K.)

Gilic kaynagi (Microcompiter Electrophoresis Power Supply BioKim
International, S\N 42039)

pH metre (Microprosessor pH meter EDT Instruments RE 357)

Elektronik terazi (Chyo Balanced Corparation, Seri no: 300258)

Distile su cihazi1 (Ecoro Reverse Osmosis Systems, USA)

PCR Cihazi (Genius ,Techne (Cambridge) Ltd, UK. Model: FGEN02CD )
Greiner Bio-one Cellstar Tissue Culture Flask (25 cm2) kirmizi kapak Cat
No0.690175 Grenier bio-one)

Greiner Bio-one Cellstar 96 well Cell Culture Plate (Cat no. 655 180 Grenier
bio-one)

20, 100, 200, 1000 pl pipet uglari, steril (Greiner)

10 pl pipet ucu, steril (Neptune)

Biotek Synergy Micro-plate Reader
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3.2 Kullanilan Kimyasallar

1.

9.

Dexamethasone powder, cell culture tested, powder, > 97%, cell culture tested
(Sigma Aldrich)

Brefeldin A, >99%, (HPLC and TLC), for molecular biology (Sigma Aldrich)
Lipopolisakkarides, Cell culture tested, y-irradiated, from E.Coli 0111:B4
Powder (L-4391-1 MG, Sigma Aldrich)

4-Phenyl Butyric acid, = 99.0% (HPLC) purum (Fluka)

RPMI1640, with 25 mM HEPES, with glutamin (Cat no.01 106 1 Biological
Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL)

Fetal Bovine Serum, Heat inactivated, Sterile filtered, insect cell culture tested
(F7678 Sigma Aldrich)

Sodyum Piriivat 100 mM (Cat No. 03042-1B Biological Industries Kibbutz Beit
Haemek 25115 ISRAEL

Tripsin-EDTA (%0.25 Tripsin, %0.02 EDTA) Cat No; 03052-1B Biological
Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL

10.000 Penisilin / 10 mg Streptomisin 100X (Cat No; PO78, Sigma-Aldrich

10. Dimethylsulfoxid (DMSO) (MERCK-Schuchardt, Art.802912)
11. PBS (Phosphat Buffer Salin), 10 mM, pH 7.4

= NaCl, 136 mM (Merck, Art.6400)

= KCI, 2.7 mM (Merck, Art.4935)

»  NayHPO,, 10 mM (Merck, Art.6586)
»  KH,PO4, 10 mM (Merck, Art.4871)

12. HBSS pH: 7.2

= NaCl, 8.0 gr, ( Merck , Art.6400 )

= KCI, 0.40 gr, ( Merck Art.4935)

=  Na,HPOy, 0.0477 gr, ( Merck Art. 6586 )
=  KH,PO4, 0.06 gr, ( Merck Art.4871)

= NaHCOs, 0.35 gr, ( Merck Art.6323)

=  D-Glukoz, 1.0 gr, ( Sigma , G-5000)

13. Isopropanol (Merck, Art.995)
14. pH 4, pH 7, pH 10 kalibratorler (Orion Application Solution 910104, 910107,

910110 CAS Reg. No 7732-18-5)
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3.3 HEp2 HUCRE KULTURU

HEp2; Lariks epidermoid karsinom hiicreleridir. Adheren karakterde olup epitel
kaynaklidir. Hiicreler Mikrobiyoloji A.D &gretim iiyesi Prof.Dr. Murat HOKELEK ve
Dr. Baris DUZGUN’iin katkilartyla temin edilmistir. Soguk ortamda transfer edilen

hiicreler agagida verilen protokole gore pasajlanmaistir.

3.3.1 Hiicre Kiiltiir soliisyonlar:

1) RPMI 1640 Medyum pH; 7.4
e Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL
e (CatNo; 01.106.01
e With 25 mM HEPES, With glutamin, with Sodium Bicarbonate

e Likit, kullanima hazir, 2-8 °C’de son kullanim tarihine kadar saklanabilir.

2) Fetal Bovin Serum (FBS)
e Sigma Aldrich, 500 ml
e (CatNo; F7678
e Heat inactivated, Sterile filtered, insect cell culture tested

e Stok soliisyon 15 mI’lik falkon tiiplere 10’ar ml alikotlanarak -70 °C’de saklanir.

3) Sodyum Piriivat 100 mM, 100 ml
¢ Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL
e (CatNo; 03042-1B

e Stok soliisyon 15 mI’lik falkon tiiplere 10’ar ml alikotlanarak -70 °C’de saklanir.

4) Tripsin-EDTA (%0,25 tripsin, %0,02 EDTA) 100 ml
¢ Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL
e (CatNo; 03052-1B
e Stok soliisyon 15 mI’lik falkon tiiplere 10’ar ml alikotlanarak -70 °C’de saklanir.
5) 10.000 ii PENISILIN / 10 mg STREPTOMISIN, 100X
e Sigma-Aldrich, 100ml
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e (Cat No; P0781

e 15’1k falcon tiiplere 5’er ml olacak sekilde aliqoutlanarak -70 °C’ye kaldirilir.

6) Fosfat Buffer Salin (PBS) pH;7.4 1L

e & gNaC(Cl, 0.2 gKCl, 1.44 g Na,HPO4, 1.36 g KH,PO4 tartilarak 800 ml dH,O

ile ¢ozlinmesi saglanir.
e pH 7.4’¢ ayarlanarak 1 litreye tamamlanir.

e (.22 um’lik fitre ile filtre edilir. Sterilizasyon i¢in otoklava gonderilir. 2-8°C’de

saklanir.

7) Hiicre Kiiltiir Komplet Medyum Hazirhgi

e FCS,-70°C’den 37 OC’ye alinarak ¢oziilmesi saglanir.
e Penisilin/streptomisin 100X, -70 °C’den oda 1s1sina alinarak ¢oziilmesi saglanir.
e Sodyum Piriivat 100 mM, -70 °C’den oda 1s1sina alinarak ¢6ziilmesi saglanir.

e 100 ml komplet RPMI 1640 medyum hazirlanmasi i¢in tablo 1’deki miktarlardaki

sollisyonlar lamina flow’ da steril sartlara dikkat edilerek karistirilir.

Tablo 1 Komplet RPMI 1640 Komplet Medyum Hazirhgi, 100 ml

Voliim Final konst.
FBS 10 ml %10
Penisilin/Strep I ml Ix
Sodyum Piriivat 1 ml Ix
RPMI 1640 88 ml

0,22 um’lik filtre ile steril cam sigeye filtre edilir. 2-8 °C’de saklanir.

8) RPMI 1640 Freeze-Medyum Hazirhgi, 10 ml
e RPMI 1640 komplet medyum benmaride 37 °Cye getirilir.

e Kiiltiir sartlarinda, hiicreler dondurulmadan 6nce %10 DMSO olacak sekilde

DMSO eklenir.
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Freeze-Medyum sadece dondurulacak hiicreler i¢in kullanilir.

Taze hazirlanmalidir.

Tablo II Freeze Medyum, 10ml

Volum | Final konst.

RPMI 1640 Komplet | 9 ml % 90
Medyum
DMSO I ml % 10

3.3.2 Hiicre Kiiltiir Protokolleri

3.3.2.1-70 °C’de dondurularak saklanan hiicrelerin ¢oziilmesi

e -70 °C’den c¢ikarilan hiicreler hizla ¢oziiliir

e 800 xg’de, 37 °C’de , 5 dk santrifiij edilir.

e Siipernatant atilir. Uzerine RPMI 1640 komplet medyum eklenir, karistirilir.

e Hiicreler pasteur pipeti ile flask’a pipetlenir ve iizerine RPMI 1640 komplet
medyum eklenerek 5 ml’ye tamamlanir

e CO2 inkubatore kaldirilir.

3.3.2.2 HEp2 hiicrelerinin pasajlanmasi

Flasktaki hiicreler confliient oldugunda pasajlama yapilir.

Flasktaki komplet medyum uzaklagtirilir.

Pasteur pipeti ile ~ 2-3 ml steril PBS alinarak flaska aktarilir ve yikanir.

PBS uzaklastirilir.

Pasteur pipeti ile ~ 1ml Tripsin-EDTA flaska ilave edilir ve 3-5 dk siireyle CO2
inkiibatorde bekletilir.

Mikroskopta hiicrelerin ayrilmasi izlendikten sonra Pasteur pipeti ile Tripsin-
EDTA’nin iizerine ~ 3-4 ml komplet medyum ilave edilir ve karistirilir.

Komplet medyum ve hiicreler 15°lik falcon tiipte toplanir.

800 xg’de, oda 1s1sinda, 5 dk santrifiij edilir.

Siipernatant atilarak 5 ml komplet medyum ile resuspanse edilir.

4 flaska ~1’er ml dagitilir ve RPMI 1640 komplet ile 5 mI’ye tamamlanir.
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e (CO2 inkiibatore alinir.

e Medium 2-3 giin araliklarla degistirilir.

3.3.2.3 HEp?2 hiicrelerinin dondurulmasi

e Flask’in mediumu uzaklastirilir.

e Pasteur pipeti ile ~ 2-3 ml PBS eklenerek yikanir.

e Pasteur pipeti ile ~ 1 ml Tripsin-EDTA eklenerek 5 dk CO2 inkiibatorde
bekletilir.

e Mikroskopta hiicra ayrilmasi izlendikten sonra ~ 2-3 ml RPMI 1640 komplet
medyum eklenerek hiicreler 15°lik falconda toplanir.

e 800 xg’de, oda 1s1sinda, 5 dk santrifiij edilir.

e Siipernatant atilir. Uzerine 5 ml freeze medium eklenir.

e [’er ml aligoutlanarak -70 °C’de saklanir.

3.3.3 Hiicre Kiiltiir Gruplarinin Medyum Hazirhg) (Calisma grup medyumlarr)
3.3.3.1 Deksametazone iceren hiicre kiiltiir Grubu

DEXAMETAZONE
Sigma Aldrich , MW; 392,46 g
100 mg, cell culture tested, powder, > 97%
Stok Soliisyon;
e 5 mg dexametazone tartilarak 1 ml DMSO i¢inde ¢6zlinmesi saglanir.
¢ 5 mg/ml Dexametazone stok soliisyonu elde edilmistir.
e Stok soliisyon 100 ul’lik alikotlara boliinerek -70’e kaldirilir.
1 pM/ 10 ml Dexamethasone komplet medium icinde;
e Hazirlanan stok soliisyondan 10 pl alinir ve 990 ul RPMI 1640 medyum
eklenerek 100 kat diliie edilir. ( RPMI 1640 Biological Industries)
e FElde edilen son soliisyondan 78 ul alinarak komplet medyum ile 10 ml’ ye
tamamlanir.
0.1 um Dmx 10 ml komplet medyum icinde hazirlamak i¢in ise 100 kat diliie edilen

stok soliisyondan 7.8 ul alinarak 10 ml komplet medyuma eklenir.
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Hesaplama
e 5 mg Dmx /1 ml DMSO i¢inde hazirlandiginda elde edilen soliisyon 12.7 mM
olur.
12700 uM stok *? ul = 10000 ul * 0.1 uM
? 0.078 ul alinmasi zor oldugundan stok soliisyon 100 kat diliie

edilmelidir

3.3.3.2 4- PHENYLBUTYRIC ACID (PBA) igeren hiicre Kiiltiir grubu
F luka, MW; 164,20 g
100 g, > 99.0% (HPLC) purum
10 mM PBA hazirlanmasi ( stok soliisyon)
o 8,21 mg PBA tartilarak 5 ml RPMI 1640 i¢inde 37 C* de ¢ozdiiriiliir.
1 mM PBA 10 ml komplet medyum i¢inde ;
e | ml 10 mM’lik PBA soliisyonundan alinarak komplet medyum ile 10 ml’ ye

tamamlanir.

3.3.3.3 BREFELDIN A iceren hiicre kiiltiir grubu
Sigma Aldrich, MW; 280,36 g
5 mg, > 99.0%,(HPLC and ,TLC), for molecular biology
Stok soliisyon Hazirlanmasi;
e Stok soliisyon 5mg/ ml olacak sekilde 1 ml DMSO i¢inde hazirlanir. 5 mg
brefeldin A iceren sisenin i¢ine 1 ml DMSO eklenerek elde edilir.
e Stok soliisyon 100 ul’lik alikotlara boliinerek -70’e kaldirilir.
e Stok soliisyondan 10 pl almarak 90 pl RPMI medyum eklenerek 10 kat
diliisyon saglanir.
100 ng/ ml Brefeldin A 10 ml komplet medyum icinde;
e 10 kat diliie edilen stok soliisyondan 2 pl alimarak 10 ml komplet medyum igine

eklenir.
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3.3.3.4 LIPOPOLYSACCHARIDES iceren hiicre kiiltiir grubu
Sigma Aldrich, L4391-1 MG
Cell Culture Tested, y-irradiated, from Escherichia Coli 0111:B4 Powder
Stok Soliisyon;
e 1 mgLPS 1 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriiliir.
e Stok soliisyon 100 pl’lik alikotlara boliinerek -70’e kaldirilir
100 ng / ml LPS 10 ml komplet medyum icinde;

e Stok soliisyondan 1ul alinarak 10 ml komplet medyuma eklenir.

3.3.3.5 Calisma Gruplarimn Icerikleri

Kontrol grubu

0.1 uM Lipopolisakkarit

0.1 uM Brefeldin A

0.1 uM Lipopolisakkarit ve 0.1 puM Brefeldin A

0.1 uM Lipopolisakkarit ve 1 uM Deksametazon
0.1 uM Lipopolisakkarit ve 0.1 uM Deksametazon
1 uM Deksametazon

0.1 uM Deksametazon

0.1 uM Deksametazon ve 1 mM PBA

1 uM Deksametazon ve 1| mM PBA

0.1 uM Deksametazon ve 1 mM PBA ve 0.1 uM L.P.S
1 uM Deksametazon ve | mM PBA ve 0.1 uM L.P.S

3.3.4 HEp2 hiicrelerine calisma medyumlarinin uygulanmasi
3.3.4.1 Hiicrelerin 96 kuyucuklu pleyte ekilmesi
e Confluent olan HEp2 Kkiiltiir hiicrelerine ait flasktaki medium bosatilir.

e Pasteur pipeti ile ~ 2-3 ml steril PBS alinarak flaska aktarilir ve yikanir. PBS
uzaklagtirilir.
e Flaska ~ 1 ml tripsin-EDTA (%0,25-%0.02) koyulur.

e 5 dakika CO2 inkiibatorde bekletilir.
e Uzerine yaklasik 5,5 ml RPMI 1640 komplet medyum koyulur.
e Pastor pipet ile bir-kag kez al/ver yapilir. Hiicre sayimi yapilir.

e 96’k pleyte her bir kuyucuga 10 hiicre/200 pl olacak sekilde hiicreler dagitilir.
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e 37 °C’de COj, inkiibatoriinde inkiibe edilir. Hiicrelerin confluent olmasi beklenir.

3.3.4.2 HEp2 hiicre RNA izolatlar icin hiicre ekimi

Yukarida anlatilan hiicre ekimi sonucu konfluent olmasi saglanan hiicrelerin
medyumlar1 alinarak her bir kuyucuk pleyt dizayninda gosterildigi gibi 200 pl uygun
calisma medyumlari ile muamele edilir. Calismada numuneler ¢ift kullanilmistir. RNA

izolatlar1 i¢in pleyt dizayni asagida gosterilmistir.

RT-PCR GEN EKSPRESYONU ICiN PLATE DIZAYNI

Tablo III 1. pleyt

6.1.1 621 |63.1 |641 |651 [66.1 |67.1 |[681 |69.1 |6.10.1 |6.11.1 |6.12.1

6.1.2 1622 [632 [642 652 (662 |672 |682 692 |6.102 |6.11.2 |6.12.2

12.1.1 | 12.2.1 | 12.3.1 | 12.4,1 | 12.5.1 | 12.6.1 | 12.7.1 | 12.8.1 | 12.9.1 | 12.10.1 | 12.11.1 | 12.12.1

12.1.2 | 12.2.2 1 12.3.2 | 124.2 | 1252 | 12.6.2 | 12.7.2 | 12.8.2 | 12.9.2 | 12.10.2 | 12.11.2 | 12.12.2

24.1.1 [ 24.2.1 | 24.3.1 | 244.1 | 245.1 | 24.6.1 | 24.7.1 | 24.8.1 | 24.9.1 | 24.10.1 | 24.11.1 | 24.12.1

24.1.2 12422 1243224422452 (2462|2472 2482 |249.2|24.102|24.11.2 | 24.12.2

48.1.1 | 48.2.1 | 48.3.1 | 48.4.1 | 48.5.1 | 48.6.1 | 48.7.1 | 48.8.1 | 48.9.1 | 48.10.1 | 48.11.1 | 48.12.1

48.1.2 1 48.2.2 | 48.3.2 | 48.4.2 | 48.5.2 | 48.6.2 | 48.7.2 | 48.8.2 |1 48.9.2 | 48.10.2 | 48.11.2 | 48.12.2
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Tablo IV 2. pleyt

72.1.1 1 72.2.1 1 72.3.1 | 72.4.1|725.1|72.6.1|72.7.1|72.8.1|729.1

72.10.1

72.11.1

72.12.1

72.1.2 7222172327242 7252 |72.62|72.7.2|72.8.2|72.9.2

72.10.2

72.11.2

72.12.2

. Siitun  Kontrol

.Stitun 0.1 uM Lipopolisakkarit

.Siitun 0.1 uM Brefeldin A

.Siitun 0.1 uM Lipopolisakkarit ve 0.1 uM Brefeldin A

. Siitun 0.1 uM Lipopolisakkarit ve 1 pM Deksametazon
.Siitun 0.1 uM Lipopolisakkarit ve 0.1 uM Deksametazon
.Siitun 1 uM Deksame

.Sttun 0.1 pM Deksametazon

.Siitun 0.1 uM Deksametazon ve | mM PBA

10. Siitun 1 pM Deksametazon ve | mM PBA

11. Siitun 0.1 uM Deksametazon ve 1| mM PBA ve 0.1 uM L.P.S
12. Siitun 1 uM Deksametazon ve 1 mM PBA ve 0.1 uM L.P.S

O 0 1N DN B W —

6.1.2: 6=saat,
1= sutun ve gruplar,
2= 0rnek numarasi
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3.4 RT-PCR iLE GEN EKSPRESYON CALISMALARI
3.4.1 RNA Izolasyon Protokolii

Tablo V

High Pure RNA izolasyon protokolii

Protokol HEp?2 hiicre kiiltiiriinden elde edilen 6rneklere uygulanmistir.

1. Hiicreler, 200 ul PBS ile resiispanse edilir.

2. Lizis/Binding Buffer’ dan 400 pl (green cap) eklenir ve 15 s. vortekslenir.

Numuneyi Filtreli tiipe transfer etmek igin:
3 e Filtreli tiip, toplayici tiipe yerlestirilir.
' e Numunenin tamamu filtreli tiipe pipetlenir (max. 700 pul)

4. e Numuneler oda sicakliginda, 1 dakika, 14000 rpm’ de santrifiij edilir.

Santrifiij sonrasi:
5. e Toplayici tiipten artik uzaklastirilir ve filtreli tiip tekrar yerlestirilir.

Fitler tiip yerlestirildikten sonra:

e Steril bir reaksiyon tiipline her numune i¢in 90 pul DNase Incubation

6 Buffer (white cap) pipetlenir, iizerine 10 pul DNase I eklenerek karigtirilir.

Soliisyon filtreli tlipe transfer edilir.
15 dakika, +15 to +25°C” inkiibe edilir.

14000 rpm’de santrifiij edilir.

7.
e Artik uzaklastirilir ve Filtreli tlip toplayici tiipe yerlestirilir.
e Filtreli tiipe 500 ul Wash Buffer II (blue cap) pipetlenir ve oda
sicakliginda 1 dakika 14000 rpm’de santrifiij edilir.
8. e Artik uzaklastirilir ve Fiiltreli tiip toplayic tiipe yerlestirilir.
e Filtreli tiipe 200 pl Wash Buffer II (blue cap) pipetlenir ve oda
sicakliginda 2 dakika maksimum hizda (approx. 14000 rpm) gerideki
9. Wash buffer’in uzaklagsmasi saglanir.
e Toplayic tiip atilarak filtreli tiip temiz, steril 1,5 ml’lik mikro-santrifiij
10. tiipe yerlestirilir.
1 RNA’y1 eliie etmek i¢in:

e Filtreli tiipe 100 pl Elution Buffer pipetlenir.
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e Filtreli tiipe 500 pul Wash Buffer I pipelenir ve oda sicakliginda 1 dakika




Oda sicakliginda 1 dakika,14000 rpm’de santrifiij edilir.

12. o

Mikrosantrifiij tiipte biriken eliie RNA’dur.
Elie RNA direk RT-PCR icin kullanilir ya da —80°C’de daha sonra

analiz edilmek tzere saklanir.

Numune materyali
« 10° kiiltiire HEp2 hiicreleri

Calisma soliisyonlarimin hazirhgi

Tablo 6
L - Saklama
I¢cerik Rekonstitiisyon/Hazirlama /Stabilite Kullanim alani
DNase Alikotlanir ve - Eigminas onun
\ DNase 1 0.55 ml Eliisyon | 15-25 ° C’de yonunt -
1(Vial 2) - et engellemek icin
Buffer i¢inde ¢oziliir. saklanir.
g kullanilir.
12 ay stabildir.
20 ml absolii etanol, Wash o
Wash Buffer 1 iizerine eklenir ve | 02> C 9 Regidiiel kirliliKleri
Buffer 1 .. saklanir.  Kitin .
(Vial iyice karistirilir. iizerindeki  son uzaklastirmak icin
Etanol eklendigi tarih sisenin Kullanilir.
4;blackcap) | .. . : C kullanma
tizerine not edilmelidir. o
tarihine  kadar
stabildir.
Wash 40 ml absolii etanol, Wash | 15-25 °C’de
Buffer II iizerine eklenir ve | saklanir. Kitin | Rezidiiel kirlilikleri
Buffer II . . . ..
(Vial 5. | lyice karigtirilir. tizerindeki son | uzaklastirmak i¢in
blue cap) > | Etanol eklendigi tarih sisenin | kullanma Kullanilir.
p tizerine not edilmelidir. tarthine  kadar
stabildir.
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3.4.2 RNA izolatlarindan cDNA sentez protokolii

Tablo 7
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) ile
Thermal Cycler’da
PROTOKOL
e Kullanmadan 6nce tiim reaktifler ¢oziilmelidir.
! e Protokol uygulamadan once tiin reaktifler kisa siireli santrifiij edilmelidir.
e Reaksiyon diizenlenirken tiim reaktifler buz {izerinde tutulmalidir.
e Buz lizerinde ya da soguk kolon iizerinde tutulan Steril, nucleaz-free,
PCR tiipte, asagidaki sirada pipetleme yapilarak template-primer karigimi
reaksiyon basina 50 ul olacak sekilde hazirlanir.
» RNA numunesine daima eldivenle temas edilmelidir.
Template-primer karisim (1 reaksiyon icin)
Icerik vol Final kons.
2. 1 | Water, PCR-grade (vial 8) | ———- 32,5 ul’ye
tamamlayacak sekilde
2 | total RNA 30 ul 1 pg total RNA
3 | Anchored-oligo(dT)18 Primer, | 2,5 ul 2.5 uM
50 pmol/pl (vial 5)
Total volume 32,5 ul
e Template-primer karigimi iceren tiip 10 dakika 65°C’de termal cycler
cihazinda tutularak  denatiirasyon saglanir. (evoporasyonu minimale
indirmek igin)
3. e Bu basamak RNA sekonder yapisinin denaturasyonunu saglar.
e Bu amagla Gene Amp 9700 Thermal Cycler, ‘cdnal’ program
kullanilmistir.
e Tiip daha sonra acele olarak soguk ortama alinir.
Template-primer karisimini igeren tiipe sirasiyla agagidaki maddeler pipetlenir.
icerik Vol Final
(1 reaksiyonluk) | kons.
Transcriptor Reverse 10 pnl 1%
Transcriptase Reaction 8 mM
Buffer, 5x MgClI2)
4. conc. (vial 2)
Protector RNase Inhibitor, 1,25 pl 20U
40 U/ul (vial 3)
Deoxynucleotide Mix, 10 mM | 5 ul 1 mM
each each
(vial 4)
Transcriptor Reverse 1,25 pl 10 U (per
Transcriptase 20 U/ul (vial 1) reax)
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Total voliim 17,5 nl

Final volume 50 pl

Tipteki reaktifleri iyice karistirilir.
Vorteks yapilmamalidir!
Tiip termal Cycler cihazina yerlestirlir.

60 dakika, 50°C’de inkiibasyona birakilir.

Transcriptor Reverse Transcriptase inaktivasyonu i¢in tlipti, 85°C’de 5
dakika bekletilir.

Gene Amp 9700 Thermal Cycler, ‘cdna-oligo-trans’ program
kullanilmistir.

Tiipi buz lizerine alarak reaksiyonu durdurulur.
Bu noktada reaksiyon tiipii +2 to +8°C’de 1-2 saat yada 15 to -25°C’de
daha uzun siire saklanabilir.

cDNA purifikasyona gerek olmadan PCR i¢in kullanilabilir.
PCR i¢in bir LightCycler® instrument i¢in 20 pl reaksiyon hacmi i¢inde
2 —5 ul cDNA kullanilmalidir.
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3.5 Grp-78 Cell ELISA Protokol

1)
2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

9)

Confluent HEp-2 hiicreleri flasktan Tripsin (0,25 %)-EDTA (0,02 %) ile kaldirilir
10000-20000 aderant hiicre/well/ 200 ul olacak sekilde hiicre 96’lik plate’e ekilir,
bir gece 37 °C’de CO2 inkiibatorde inkiibe edilir

70-80 % confluent olmalidir

Plate icine tiim ilave ve aspirasyonlar hiicreyi kaldirmayacak sekilde kuyu
kenarindan multikanal pipettorle nazikge yapilmalidir

Biiylime medymu uzaklastirtlip 200 pl 1x PBS ile 20 saniye nazik¢e vurarak
yikanir, sonra sivi aspire edilir

100 pl 3.7 % formaldehit (1xPBS iginde) ile hiicreler fikse edilir, plate kapatilir,
oda 1s1sinda 20 dk inkiibe edilir, plate’e nazikg¢e vurulur

Maksimum sensitivite i¢in fiksasyondan sonra yontem hemen uygulanmalidir
(Alternatif olarak fikse hiicreleri iceren plate, fiksasyon sivisi uzaklastirilip 2-8
%C’de 2 hafta saklanabilir)

Otomatik washer ile s1v1 aspire edilir, 3 kez 5’er dk nazikce shaking yaparak 300 pl
1x wash buffer ile formaldehit uzaklastirilir

Wash buffer uzaklastirilip 100 pl blocking buffer eklenir, plate kapatilir, 20-25 °C
de orta hizda shaking platformda 1 saat inkiibe edilir

Otomatik washer ile 3 kez 5’er dk nazikg¢e shaking yaparak 300 pl 1x wash buffer

ile yikanir ve blocking buffer uzaklastirilir

10) Kontrol kuyucugu primer antikor icermez, bu kuyucugun absorbans degeri tiim

kuyulardan ¢ikartilir.

11)PBS ile 1/1000 diliie primer antikor 100 pl/well eklenir, plate kapatilir, 20-25 °C de

orta hizda shaking platformda 90 dakika inkiibasyon yapilir
(2 plate i¢cin 20 ml PBS i¢inde 20 pl primer antikor hazirlandi)

Primer antikor kiiltiir odas1 2-8 dolabinda kapakta bulunmaktadir

12) Otomatik washer ile 3 kez 5’er dk nazikce shaking yaparak 300 pl 1x wash buffer

ile yikanir

13) Barbiton buffer ile 1/10000 diliie sekonder antikor 100 pl/well eklenir, plate

kapatilir, 20-25 °C ‘de orta hizda shaking platformda 90 dakika inkiibasyon yapilir
(2 plate i¢in 18 ml Barbiton buffer + 2 ml 1/1000 diliie sekonder antikor hazirlandr)
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Barbiton buffer ile 1/1000 diliie edilmis sekonder antikor -70 C’de 1. rafta
bulunmaktadir

14) Otomatik washer ile 4 kez 5’er dk nazik¢e shaking yaparak 300 pl/well 1x wash
buffer ile yikanir

15) Son yikamadan sonra plate ters ¢evrilip nazik¢e vurularak kuyucuklarda kalan sivi
tamamen uzaklastirilir

16) 100 ul TMB substrat soliisyonu eklenir, plate 1siktan korunur, 5 dakikada bir 40 dk
boyunca 655 nm’ de okutulur.

Janus Green ile boyama:

1) Otomatik washer ile plate icerigi bosaltilir, plate 2 kez 300 pl ultrapure su ile
yikanir

2) Su uzaklagtiritlir ve 100 pl Janus Green B soliisyonu eklenir, 5 dk 20-25
C’de inkiibe edilir, 1stktan korunur

3) Otomatik washer ile boya uzaklastirilir ve 3 kez 300 pl/well ultrapure su ile
boya uzaklasincaya kadar yikanir

4) Su uzaklagtinlir ve 200 pl/well eliisyon buffer eklenir, 10 dk 20-25 °C de
inkiibe edilir, 615 nm’de absorbans ol¢iiliir

5) Net Agso degeri Ag s degerine boliinerek normalizasyon yapilir

6) Sonuglar kontroliin kat1 seklinde verilir

Not: Janus Green boyama protokolii mitokondrial disfonksiyon bulunan

durumlar disinda kullanilmalidir.

Soliisyonlar:

Wash Buffer (1xPBS):
10x PBS: 1 L hazirlamak i¢in 80 g NaCl, 2 g KCl, 14.4 g Na,HPO4, 13.6 g KH,PO4
dH,O0 ile 1 litreye tamamlanir, pH 7.4

Blocking Buffer: 4 OC de saklanir.

1 % BSA iceren PBS, sonikasyon yapilir.
2 plate i¢in 0,2 g BSA tartilip PBS ile 20 mlI’ye tamamlandi, sonikasyon yapildi.
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Fixing Buffer:

1x PBS i¢inde 3.7 % Formaldehit

0.5 ml 37 % formaldehit ile 4.5 ml PBS karnistirilirsa 3.7 % Formaldehit elde edilmis
olur.

Formaldehit toksiktir, eldiven ve géz koruyucu kullanilmalidir, ¢eker ocakta calisilir,
taze olarak hazirlanir.

2 plate i¢in 2 ml Formaldehit + 18 ml PBS hazirlandi.

Eliisyon Buffer:
0.5 N HCI 100 ml hazirlamak ig¢in;
0.5N=05M 0.5=1n/0.1 n=0.05mol
0.05=m/36.46 m=1.82¢g
1.19g 1.19x037 g
X 1.82¢
X=4.92 g HCl tartilir, dH20 ile 100 ml’ye tamamlanir.

Janus Green B soliisyonu:

PBS i¢inde 0.2 % purifiye Janus Green B (pH 7.1-7.2)

Taze hazirlanir, 1s1iktan korunur.

5 ml hazirlamak i¢in 0,001 g Janus Green B tartilir, PBS ile 5 ml’ye tamamlanir.

2 plate i¢in 0,004 g Janus Green B tartildi PBS ile 20 ml’ye tamamlanda.
Barbiton Buffer: 0.06 M, pH: 8.6, 100 ml

0.06 M 5’5 dietil barbiturik asid ile 1 mM CaCl,
dH20 ile 100 ml’ye tamamlanur.
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3.5.1 Grp78 Cell ELISA icin pleyt dizayni
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3.6 Biyoinformatik Analiz
3.6.1 Primer prob Dizaym

Iyi diizenlenmis primerler ve problar dogru bolgelere baglanarak amplifikasyon ya
da genomik DNA kontaminasyonundan kaynaklanan yanlis pozitif sonuglari
Onleyebilir. Bu nedenle primer ve problarin diizenlenmesi i¢in hazirlanmis ¢esitli
bilgisayar programlart kullanilmaktadir. Primer ve prob dizayninda dikkat edilecek
baslica noktalar sunlardir.

1. Tm dereceleri, primer i¢in 58-60°C, prob i¢in 68-70°C olmali

G-C igerikleri % 30-80 araliginda olmali
Primerler 15-30 baz uzunlugunda olmali
Primerin 3° ucundaki son 5 niikleotitteki total G-C igerigi 2’yi agsmamali.
Maksimum amplikon biiyiikliigii 400 bp’i asmamali (ideali 50-150 bp).
Problar ardisik benzer niikleotit igermemeli (6zellikle 4 veya daha fazla G),

Problardaki % 30-80 araligindaki G-C igeriginde C, G’den fazla olmali,

® N kWD

Problarin 5' ucunda G olmamali (40).
Calismada kullanilan hoese-keeping gen olan GAPDH ve UPR genlerinin primer-
prob dizaynlari Roche Universal Probe Library (UPL) kullanilarak yapilmis ve BLAT,
Blast Analizleri ile dogrulugu teyit edilmistir. Asaidaki tablolarda dizayn sekilleri

goriilmektedir.
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Sekil 8 GAPDH primer-prob dizaym

Use probe #60 (cat. no. 04688589001)

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 19 83-101 60 58 sgCoacs gacac
Right 19 130 - 148 [:10] 53
Amplicon (86 nt)

The search was for intron spanning assays.
This assay has: All criteria met.

Length of intron(s) spanned by this assay: 1631 nt

S S N S A 1310

agccacatcgctcagacac  tggggasg cctaaaccageataacooy
?gcgc CCJAYCCACATCGC ICATACACCA INUNUAAY] ToaAsd tcggagtwggtcg tat tgggcgcctggtg?ca
1631

237

Sekil 9 MTJ1 primer-prob dizayni

Use probe #32 (cat. no. D4687655001)

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 20 1111 - 1130 59 S0 g gocaactgaaggatt
Right 20 1160 - 1179 59 a5 tgtegatttgagttoggaga
Amplicon (89 nt)

The search was for intron spanning assays.
This assay has: All criteria met.

Length of intron{s) spanned by this assay: 6639 nt
2

1 A AA Ah A A Joes

gccaagcaac tysaggattc ctgctece agaggcttgagtttagcotgt
?acaaccaaagccaagcaac TgEAGYA Tt TCAY IYACT WC ICCCCAgIAa TG tAgad TC TCCAAC TCARATCYACA] T TCAGAAT T
110 /ca‘;\ 1189
6639
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Sekil 10 Grp94 primer-prob dizayni

Use probe #62 (cat. no. 04688619001)

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 24 485 - 508 59 42 -tggaaatgaggaactaacagtca
Right 23 556 - 578 59 48 tottototggtoattoctacace

Amplicon (34 nt)

The search was for intron spanning assays.
This assay has: All criteria met.

Length of intron(s) spanned by this assay: 1011 nt
62

1 AA LA A A AL A A A 2780

] - L 1
475 zﬂh& sgg

Sekil 11 Grp78 primer-prob dizayni

Use probe #39 (cat. no. 04687973001)

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 18 3508 - 3525 60 61 gtg

Right 20 3553 - 3572 59 45
Amplicon (65 nt)

jacaagagtgagact

The search was for intron spanning assays.
This assay has: All criteria met.

Length of intron(s) spanned by this assay: 127037325 nt
39

1 A AAA A A A MA@

agcctggcgacaagagty crocacct ttaggttatgacgygrcct

34955998 toCagoc tmqmutmwwmmtgmmmm m; %é 5
2703732
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Sekil 12 CHOP primer-prob dizayni

Use probe #9 (cat. no. 04685075001)

Primear Length Position
Left 20 77-96

Right 20 152 -171
Amplicon {35 nt)

The search was for intran spanning assays.
This assay has: All criteria met,

Length of intron(s) spanned by this assay: 2825 nt

9

]
67 /zgrﬁ

1Al A

Tm
60
59

%GC Sequance
45 tggatcagtctggaaaagea

927

4’?;53\ 181

Sekil 13 HMOX1 primer-prob dizayni

Use probe #42 (cat. no. 04688015001)

Primar Length Paosition
Left 21 673 -693
Right 20 720 -739
Amplicon (67 nt)

The search was for intron spanning assays.
This assay has: All criteria met.

Length of intron{s) spanned by this assay: 2685 nt

1A A

909 1gaTaAgRAYAGYCCARga

Tm
60
60

%GC Sequence

42

AoA 1550

Ca 0C  sEaACtoCicaacytcctoga

seg tCaggcagagyy tya tagaagagyocaalar tgeg ttoc tge m%t Ltgaggagttgcaggagctgctgaccgg;
2685
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3.6.2 UPR gen ekspresyonlari icin RT-PCR protokolii

Tablo 10
Items Volume Initial Final x100
concent | concent

Water, PCR-grade (vial 2) | 5,8 uL 580 uL
GAPDH -Primgory (60) 1 uL 10uM | 0,5 uM 100 pL
GAPDH —Primyey (60) 1 pL 10pM | 0,5uM 100 pL
LNA  Hydrolysis Probe | 0,2 uL 1ouM | 0,1 uM 20 uL
(LNA 60)
LC 480 Probe Master (vial | 10 uL 2X 1X 1000 puL
9]
Total Master voliim 1800 pL
Total Master voliim/100 18 pL
cDNA Template 2 uL
Total Volume 20 pL

% Pleyt pipetlemeler bittikten sonra sealing ile kapatilarak 2 dakika oda

sicakliginda 500xG’de uygun adaptor kullanilarak santrifiij edilmelidir.

UPR gen ekspresyonlari icin program:

Program name Cycles Analysis mode
Pre-incubation 1 None

Amplification 50 Quantification
Cooling 1 None

Temperature Targets:

Pre-incubation

Target (OC) Acquisition Mode | Hold (hh:mm:ss) | Ramp Rate (OC/s)
95 None 00:10:00 4.4

Amplification

Target (OC) Acquisition Mode | Hold (hh:mm:ss) | Ramp Rate (OC/s)
95 None 00:00:10 4.4

55 None 00:00:15 2.2%

72 Single 00:00:01 4.4

Cooling:

Target (OC) Acquisition Mode | Hold (hh:mm:ss) | Ramp Rate (OC/s)
40 None 00:00:10 | 1.5
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4. BULGULAR
4.1 RNA Kantitasyonu
Asagidaki tablolarda HEp2 hiicrelerinden elde edilen RNA izolatlarinin saat ve

gruplara gore kantitasyonu verilmistir.

TABLO XI
RNA 6. SAAT KANTITASYON SONUGLARI
A 230 A 260 A 280 A 320 A260/280 | A 260/230 | pg/ml

RNAG6.1.1 0,04 0,028 0,016 0,002 1,750 0,7 11,2
RNA6.1.2 |0,037 0,034 0,021 0,0003 | 1,619 0,919 13,6
RNA6.2.1 |0,052 0,049 0,028 0,0005 | 1,750 0,942 19,6
RNAG6.2.2 |0,138 0,071 0,042 0,012 1,69 0,514 28,4
RNA6.3.1 0,032 0,03 0,016 0,003 1,875 0,938 12
RNA6.3.2 |0,056 0,053 0,031 0,007 1,71 0,946 21,2
RNAG6.4.1 |0,046 0,037 0,021 0,005 1,762 0,804 14,8
RNAG6.4.2 |0,065 0,053 0,034 0,009 1,559 0,815 21,2
RNAG6.5.1 |0,04 0,041 0,023 0,004 1,783 1,025 16,4
RNAG6.5.2 |0,034 0,037 0,019 0,001 1,947 1,088 14,8
RNA6.6.1 | 0,065 0,056 0,034 0,008 1,647 0,862 22,4
RNA6.6.2 |0,069 0,06 0,036 0,008 1,667 0,87 24
RNAG6.7.1  |0,05 0,038 0,021 0,004 1,81 0,76 15,2
RNAG6.7.2 |0,06 0,045 0,029 0,007 1,552 0,75 18
RNA6.8.1 |0,056 0,031 0,021 0,008 1,476 0,554 12,4
RNAG6.8.2 |0,044 0,037 0,021 0,003 1,762 0,841 14,8
RNA6.9.1 0,048 0,045 0,027 0,004 1,667 0,938 18
RNAG6.9.2 |0,04 0,04 0,022 0,003 1,818 1 16
RNA6.10.1 | 0,041 0,035 0,02 0,002 1,75 0,854 14
RNA6.10.2 | 0,074 0,064 0,04 0,008 1,6 0,865 25,6
RNA6.11.1 | 0,048 0,048 0,027 0,003 1,778 1 19,2
RNA6.11.2 | 0,059 0,05 0,029 0,006 1,724 0,847 20
RNA6.12.1 |0,035 0,035 0,019 0 1,842 1 14
RNA6.12.2 | 0,041 0,047 0,025 0,001 1,88 1,146 18,8
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Tablo XII

RNA 12. SAAT KANTITASYON SONUGLARI

A 230 A 260 A 280 A 320 A260/280 | A 260/230 | pg/ml

RNA12.1.1 |0,047 0,053 0,03 0,007 1,767 1,128 21,2
RNA12.1.2 |0,036 0,057 0,031 0,004 1,839 1,583 22,8
RNA 12.2.1 |0,06 0,071 0,041 0,009 1,732 1,183 28,4
RNA12.2.2 |0,047 0,064 0,036 0,006 1,778 1,362 25,6
RNA 12.3.1 |0,043 0,049 0,028 0,005 1,750 1,140 19,6
RNA 12.3.2 |0,024 0,037 0,020 0,003 1,850 1,542 14,8
RNA12.4.1 |0,032 0,047 0,026 0,004 1,808 1,469 18,8
RNA12.4.2 |0,029 0,052 0,027 0,002 1,926 1,793 20,8
RNA 12.5.1 {0,037 0,029 0,017 0,006 1,706 1,784 11,6
RNA12.5.2 |0,037 0,057 0,03 0,003 1,900 1,541 22,8
RNA12.6.1 |0,033 0,034 0,021 0,005 1,619 1,03 13,6
RNA 12.6.2 |0,032 0,051 0,027 0,003 1,889 1,594 20,4
RNA12.7.1 |0,046 0,069 0,039 0,005 1,769 1,5 27,6
RNA12.7.2 |0,043 0,068 0,037 0,002 1,838 1,581 27,2
RNA 12.8.1 |0,093 0,092 0,057 0,015 1,614 0,989 36,8
RNA 12.8.2 |0,028 0,034 0,017 0,001 2 1,214 13,6
RNA 12.9.1 0,041 0,055 0,032 0,005 1,719 1,341 22

RNA12.9.2 |0,076 0,064 0,039 0,006 1,641 1,842 25,6
RNA 12.10.1 | 0,037 0,056 0,03 0,002 1,867 1,514 22,4
RNA 12.10.2 | 0,044 0,065 0,036 0,004 1,806 1,477 26

RNA 12.11.1 | 0,027 0,026 0,015 0,003 1,733 0,963 10,4
RNA 12.11.2 0,031 0,042 0,023 0,002 1,826 1,355 16,8
RNA 12.12.1 0,033 0,043 0,023 0,001 1,870 1,303 17,2
RNA 12.12.2 | 0,049 0,052 0,03 0,005 1,733 1,061 20,8
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Tablo XIII

RNA 24. SAAT KANTITASYON SONUGLARI

A 230 A 260 A 280 A 320 A260/280 | A 260/230 | pg/ml

RNA 24.1.1 |0,03 0,036 0,021 0,006 1,714 1,2 14,4
RNA 24.1.2 10,032 0,055 0,03 0,003 1,833 1,719 22

RNA 24.2.1 10,014 0,033 0,017 0,001 1,941 2,357 13,2
RNA 24.2.2 10,031 0,064 0,034 0,002 1,882 2,065 25,6
RNA 24.3.1 10,015 0,028 0,015 0,002 1,867 1,867 11,2
RNA 24.3.2 0,031 0,04 0,022 0,004 1,818 1,290 16

RNA 24.4.1 10,068 0,042 0,03 0,007 1,4 0,618 16,8
RNA 24.4.2 10,035 0,041 0,025 0,006 1,640 1,171 16,4
RNA 24.5.1 10,023 0,043 0,023 0,003 1,870 1,870 17,2
RNA 24.5.2 10,024 0,051 0,026 0,002 1,962 2,125 20,4
RNA 24.6.1 |0,017 0,045 0,023 0 1,957 2,647 18

RNA 24.6.2 | 0,022 0,052 0,026 0,001 2 2,364 20,8
RNA 24.7.1 10,042 0,054 0,033 0,009 1,636 1,286 21,6
RNA 24.7.2 10,014 0,031 0,014 0 2,214 2,214 12,4
RNA 24.8.1 10,025 0,048 0,025 0,002 1,920 1,920 19,2
RNA 24.8.2 10,024 0,057 0,028 0 2,036 2,375 22,8
RNA 24.9.1 0,091 0,076 0,051 0,018 1,490 0,835 30,4
RNA 24.9.2 10,025 0,047 0,025 0,001 1,880 1,880 18,8
RNA24.10.1 | 0,019 0,031 0,018 0,003 1,722 1,632 12,4
RNA24.10.2 | 0,047 0,05 0,032 0,008 1,562 1,064 20

RNA24.11.1 | 0,06 0,056 0,034 0,009 1,647 0,933 22,4
RNA24.11.2 | 0,034 0,047 0,027 0,005 1,741 1,382 18,8
RNA24.12.1 10,014 0,037 0,019 0,002 1,947 2,643 14,8
RNA24.12.2 10,017 0,032 0,017 0,003 1,882 1,882 12,8
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Tablo XIV

RNA 48. SAAT KANTITASYON SONUGLARI

A 230 A 260 A 280 A 320 A260/280 | A 260/230 | pg/ml

RNA48.1.1 |0,045 0,043 0,027 0,008 1,593 0,956 17,2
RNA 48.1.2 | 0,054 0,077 0,041 0,003 1878 1,426 30,8
RNA 48.2.1 | 0,036 0,043 0,022 0,001 1,955 1,194 17,2
RNA 48.2.2 | 0,091 0,089 0,054 0,009 1,648 0,978 35,6
RNA 48.3.1 | 0,055 0,059 0,037 0,01 1,595 1,073 23,6
RNA 48.3.2 | 0,052 0,057 0,033 0,006 1,727 1,096 22,8
RNA 48.4.1 | 0,032 0,036 0,021 0,004 1,714 1,125 14,4
RNA 48.4.2 | 0,039 0,046 0,027 0,005 1,704 1,179 18,4
RNA 48.5.1 | 0,053 0,067 0,036 0,001 1,861 1,264 26,8
RNA 48.5.2 | 0,068 0,073 0,043 0,004 1,698 1,074 29,2
RNA 48.6.1 | 0,047 0,073 0,039 0,001 1,872 1,553 29,2
RNA 48.6.2 | 0,076 0,085 0,047 0,006 1,809 1,118 34

RNA 48.7.1 | 0,064 0,063 0,038 0,006 1,658 0,984 25,2
RNA 48.7.2 | 0,047 0,059 0,032 0,001 1,844 1,255 23,6
RNA 48.8.1 | 0,041 0,062 0,032 0,002 1,938 1,512 24,8
RNA 48.8.2 | 0,041 0,068 0,034 0,001 2 1,659 27,2
RNA 48.9.1 | 0,037 0,060 0,032 0,002 1,875 1,622 24

RNA 48.9.2 | 0,035 0,062 0,032 0,002 1,938 1,771 24,8
RNA48.10.1 | 0,031 0,047 0,024 0,002 1,958 1,516 18,8
RNA48.10.2 | 0,041 0,053 0,029 0,004 1,828 1,293 21,2
RNA48.11.1 | 0,033 0,051 0,027 0,002 1,889 1,545 20,4
RNA48.11.2 | 0,030 0,059 0,031 0,002 1,903 1,967 23,6
RNA48.12.1 | 0,024 0,048 0,023 0 2,087 2 19,2
RNA48.12.2 | 0,026 0,052 0,028 0,002 1,857 2 20,8
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4.2 Kantitatif RT-PCR ile UPR gen ekspresyon calismasi

. LightCycler® 480 Software

I

Report SENENENEEE
GAPDH 10 02 2010 ER Stres
Experiment
Creation Date 02/10/2010 9:00:54 Last Modified Date  02/10/2010 12:15:51
Operator  System Admin Owner System Admin
Start Time  02/10/2010 9:58:55 End Time 02/10/2010 11:06:07
Run State Completed Software Version LC3480 1.5.0.39
Macro Macro Owner
Macro Status
Templates 18 01 2010 UPL probes Plate ID 01086055
TestID Lot ID
Color Comp ID
Run Notes
Programs
Program Name Pre-incubation
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Acquisition Haold Ramp Rate  Acquisitions  Sec Target Step size
(“C) Mode (hh:mm:ss) (“Cls) (per°C) (“C) (“C)
95 None 00:10:00 4.40 0 0
Program Name Amplification
Cycles 50 Analysis Mode Quantification
Target Acquisition Hold Ramp Rate  Acquisiions Sec Target  Step size
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°Cls) (per °C}) ("C) (°C)
95 Mone 00:00:10 4.40 0 0
55 None 00:00:15 220 0 0
72 Single 00:00:01 4.40 0 0
Program Name Cooling
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Acquisition Haold Ramp Rate  Acquisitions  Sec Target Step size
(°C) Mode (hh:mm:ss) (“Cls) (per °C}) (“C) (“C)
40 None 00:00:10 1.50 0 0
Revision History
Version 4 of 4
Resision Date User Reason
1 02/10/2010 9:58:54 admin Created
2 02/10/2010 11:06:10 admin Run finished
3 02/10/2010 11:06:12 admin Pre-calculations complete.
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Step Delay
(cycles)
0

Step Delay
(cycles)
0
0

0

Step Delay
(cycles)
0



Revision History
Version 4 of 4

Revision
4

Date
02/10/2010 12:41:22

admin

User

R

GAPDH report 10 02 2010

£ason

Abs Quant/2nd Derivative Max for All Samples (Abs Quant/2nd Derivative Max)

Setti

ngs

Channel 465-510

Color Compensation Off

Program Amplification
Mode High Confidence

Subset Name  All Samples
Results

=
=]

H 5 50 0 A EHEEE E @ EEEEEE A & EEA

Pos
Al
A2
A3
Ad
A5
A
AT
A8
A9
A0
A1
Al2
B1
B2
B3
B4
B5
B6
BY
B8
B9
B10
B11
B12
C1

Name
NTC
6.2.1
6.3.1
6.4.1
6.5.1
6.6.1
6.7.1
6.8.1
6.9.1
6.10.1
6.11.1
6.12.1
6.12
6.22
6.32
64.2
6.5.2
6.6.2
6.7.2
6.8.2
692
6.10.2
6.11.2
6.12.2
1211

53

Type

Megative Control

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

CcP

2474
25.90
26.19
2578
24.46
26.64

25.56
26.06
24.90
26.08
26.59
2481
25.33
26.67
25.64
2562
26.56
25.83
2572
24.52
26.69
2540
23.96

Concentration

Units

Standard Status



Results

=3
o

B AH A AEEE A E BB B AEE A A EEEE A E EEEEEEEEEEEEA

Pos

C3

C5
Cé
c7
c8
co
C10
C11
C12
D1

D2
D3

D5

D7
D8
D9
D10
D11
D12
E1

E2
E3
E4
E5
Ef
E7
E8
E9
E10
E11
E12
F1

F2

Name
12.21
12.3.1
1241
12.5.1
1261
1271
1281
1291
12.10.1
12.11.1
12121
121.2
1222
123.2
1242
1252
126.2
127.2
1282
1202
12.10.2
12.11.2
12122
24.1.1
24.2.1
24.3.1
24.4.1
2451
24.6.1
24.7.1
24.8.1
24.9.1
24.10.1
24.11.1
24.12.1
2412
2422

Type
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

54

cP
2344
2479
24.07
28.00
2594
2253
2333
24.08
2375
26.73
26.07
2313
2329
2448
23.06
2315
23.62
2287
24.39
2435
2376
24.60

26.74
25.04
27.20
2173
2485
2379
25.39
24.18
26.60
26.22
25.84
2672
24.08
23.60

Concentration Standard Status



Results

Inc

H B A E M A A @ EH A EE EEE EEEEA

Pos
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
G1

G3

G5

G7

G9

G10

G11
G12

Name
2432
2442
2452
2462
2472
2482
2492
24102
24112
24122
48.1.1
48.2.1
48.3.1
48.4.1
48.5.1
48.6.1
48.7.1
48.8.1
48.9.1
48.10.1
48.11.1
48.12.1
48.1.2
4822
4832
4842
4852
486.2
4872
4882
4892
48.10.2
48.11.2
48122

Type
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

55

cP
26.66
26.91
2417
2363
2452
2334
24.78
2697
25.86
26.12
24.85
2257
2612
26.08
21.97
2148
2294
2230
2359
23.35
23.78
23.02
21.21
21.62
2292
25.01
19.83
2148
2140
2216
23.16
2329
2347
23.77

Concentration  Standard Status



Fluosrescence {$65-510)

Amplification Curves

16.707
16,207
13,707
12207
10,707
9.207
7.707-
B.207
4,707
3207
1.707

[.207

-
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LightCycler® 480 Software

AEEENEEEEE
mE Report _ ENNEEEEEEE
Grp78 10 02 2010 ER Stres
Experiment
Creation Date 02/10/2010 13:05:25 Last Modified Date 02/10/2010 15:01:48
Operator  System Admin Owner System Admin
Start Time  02/10/2010 13:49:58 End Time 02/10/2010 14:57:08
Run State  Completed Software Version LCS4801.5.0.39
Macro Macro Owner
Macro Status
Templates 18 01 2010 UPL probes Plate ID 01086054
TestID Lot ID
Color Comp ID
Run Notes
Programs
Program Name Pre-incubation
Cycles 1 Analysis Mode None
Target  Acguisition Hold Ramp Rate  Acquisitions SecTarget  Step size
(‘C) Mode (hh:mm:ss) (“Cls) (per °C) (“C) (°C)
95 None 00:10:00 440 0 0
Program Name Amplification
Cycles 50 Analysis Mode Quantification
Target  Acquisition Hold RampRate Acquisiions Sec Target  Step size
(°C) Mode (hh:mm:ss) (“Cls) (per °C) (“C) (°C)
95 None 00:00:10 440 0 0
55 None 00:00:15 220 0 0
72 Single 00:00:01 440 0 0
Program Name Cooling
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Acquisition Hold RampRate Acquisiions SecTarget  Step size
("C) Mode (hh:mm:ss) (“Cls) (per °C) (“C) (°C)
40 None 00:00:10 150 0 0
Revision History
Version 4 of 4
Revision Date User Reason
1 02/10/2010 13:49:57 admin Created
2 0210/2010 14:57:11 admin Run finished
3 02/10/2010 14:57:13 admin Pre-calculations complete.
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Step Delay
(cycles)
0

Step Delay
(cycles)
0

0
0

Step Delay
(cycles)



Revision History

Version 4 of 4
Ression Date User Reason
4 02/10/2010 15:02:47 admin GRP78& 10 02 2010 ER Stres

Abs Quant/2nd Derivative Max for All Samples (Abs Quant/2nd Derivative Max)
Settings
Channel 465-510

Color Compensation Off
Program Amplification Units

Mode High Confidence

Subset Name All Samples

Results

Inc Pos Name Type CP  Concentration Standard Status
M A1 NTC Megative Control

M A2 621 Unknown 30.70
M A3 631 Unknown 29,65
M A4 641 Unknown 30.16
M A5 651 Unknown .12
M A8 6.6.1 Unknown 30.99
M A7 6.7.1 Unknown 31.70
M A8 681 Unknown

M A9 691 Unknown 30.87
M  A10 6.101 Unknown A7
M A1l 6111 Unknown 30.80
M Af2 6121 Unknown 31.35
M Bl 612 Unknown .77
M B2 622 Unknown 30.70
M B3 632 Unknown 2027
¥ B4 642 Unknown 30.06
M B5 652 Unknown 31.24
¥ B6 662 Unknown 30.84
M BY 672 Unknown .77
¥ B8 682 Unknown 31.44
M B9 692 Unknown 1.0
@ Bi10 6.10.2 Unknown 3044
¥ B11 611.2 Unknown 31.68
M Bi2 6122 Unknown 30.55
M C1 12141 Unknown 30.15
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Results

Inc

H B B EEAENEEEEBEEHEEEEBR@BEGEEEEEEEEEBRGEGBRREBRG@ERB @A

Pos

C3

Co
Cé
c7
C8
co
C10
c1
C12
D1
D2
D3

D5

o7
D8
D9
010
D11
D12
E1
E2
E3
E4
ES
E6
E7
Es
E9
E10
E11
E12
F1
F2

Name
12.21
12.31
12.4.1
12.5.1
12.6.1
1271
12.8.1
12.9.1
12.10.1
12.11.1
12.12.1
12.1.2
1222
1232
1242
1252
126.2
12.7.2
1282
1202
12.10.2
12.11.2
12122
2411
2421
2431
2441
2451
2461
2471
2481
2491
24101
24111
24121
2412
2422

59

Type
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknawn

Unknown

CcP
29.56
2849
2812
32.84
.21
29.20
29.59
2963
29.49
31.79
29.99
29.35
29.19
28.32
27.53
29.24
29.61
2899
30.56
29.73
29.19
30.02
30.00
31.79
31.14
29.61
29.73
30.94
3045
31.29
30.75
3151
31.06
30.67
30.05
30.07
29.688

Concenfration  Standard Status



Results

=
o

H B EEEAEENEAEEEE A E @ @ @ EEEEEEEEEAEEEEEAEEA

Pos
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
G1

G3

G5

G7

GY
G10
G11
G12

H1

H3

H5

H7
Ha
H9
H10
H11
H12

Name
2432
2442
2452
2462
2472
2482
2492
24102
24112
24122
48.1.1
48.2.1
48.3.1
48.4.1
48.5.1
48.6.1
48.7.1
48.8.1
48.9.1
48101
48.11.1
48121
48.1.2
4822
4832
4842
4852
4862
48.7.2
48.8.2
4892
48.10.2
48112
48122

Type
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
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cP
2894
2888
30.26
30.14
30.96
30.27
30.14
31.06
30.63
31.13
30.55
30.34
2123
2762
29.10
2851
29.90
29.32
289
2903
29.19
28.86
29.28
2925
2697
2745
2913
2902
29.19
2923
2885
291
2873
2881

Concentration  Standard Status



Fluorescence {465-510)

Amplification Curves

19,375
17,875
16.375]
14.875]
13,375
11.875]
10,375
B.875
7.375]
5.675]
4,375
2875
1,375
0125

N+
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LightCycler® 480 Software

.l:— A E
mm Report iNNEEEEEEE
Grp94 11 02 2010 ER Stres
Experiment
Creation Date  02/11/2010 8:07:09 Last Modified Date 02/11/2010 10:37:52
Operator  System Admin Owner System Admin
Start Time 02/11/2010 9:29:32 End Time 02/11/2010 10:36:43
Run State Completed Software Version LCS480 1.5.0.39
Macro Macro Owner
Macro Status
Templates UPL Probes ER Stress Plate ID 01086053
Test ID LetID
Color Comp ID
Run Notes
Programs
Program Name Pre-incubation
Cycles 1 Analysis Mode Mone
Target Acquisition Hold Ramp Rate  Acquisitions  Sec Target  Step size
(“C) Mode (hh:mm:ss) (“Cls) (per “C) (°C) (°C)
95 Mone 00:10:00 4.40 0 0
Program Name Amplification
Cycles 50 Analysis Mode Quantification
Target Acquisition Hald Ramp Rate  Acquisitions  Sec Target  Step size
(“C) Mode (hh:mm:ss) (°Cls) (per“C) (“C) (°C)
95 Mone 00:00:10 4.40 0 0
55 Mone 00:00:15 220 0 0
72 Single 00:00:01 4.40 0 0
Program Name Coaling
Cycles 1 Analysis Mode Mone
Target Acquisition Hald Ramp Rate  Acquisitons  Sec Target  Step size
("C) Mode (hh:mm:ss) (°Cls) (per °C) (°C) (°C)
40 None 00:00:10 1.50 0 0
Revision History
Version 4 of 4
Renvision Date User Reason
1 02/11/2010 9:29:31 admin Created
2 02/11/2010 10:36:47 admin Run finished
3 02/11/2010 10:36:49 admin Pre-calculations complete.
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Step Delay
(cycles)
0

Step Delay
(cycles)
0
0

0

Step Delay
(cycles)
0



Revision History

Version 4 of 4
Revision Date User Reason
4 02/11/2010 10:32:16 admin GRP94 11 02 2010 ER Stres

Abs Quant/2nd Derivative Max for All Samples (Abs Quant/2nd Derivative Max)
Settings
Channel 465510

Color Compensation  Off
Program Amplification Units

Mode High Confidence

Subset Name  All Samples

Results

Inc Pos Name Type CP  Concentration Standard Status
A1 NTC Megative Control

¥ A2 6.21 Unknown 2245
B A3 631 Unknown 22.05
B A4 641 Unknown 2225
M A5 6.51 Unknawn 23.05
M A8 661 Unknown 2294
B A7 671 Unknown 2422
B A8 6.81 Unknown

M A9 691 Unknawn 2232
E® A10 6.10.1 Unknown 23.08
B A1 6111 Unknown 2259
B Af2 6121 Unknown 23.58
M Bl 612 Unknawn 23.75
M B2 622 Unknown 217
M B3 632 Unknown 21.61
B B4 642 Unknown 2228
M B5 652 Unknown 2282
M B 662 Unknown 2267
M B7 672 Unknown 2395
® B8 682 Unknown 23.24
M B9 692 Unknawn 22.64
@ B10 6.10.2 Unknown 2198
B B11 6.11.2 Unknown 23.81
¥ B12 6122 Unknown 2265
B C1 1211 Unknawn 21.30
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Results

=3
o

H B EEAEEAEEEEEEG@EEBE EBEB@E @ 3 EBEE A EEEEEE A EEE A A

Pos

c3

c5
]
c7
c8
co
c10
1
c12
D1
D2
D3

D5

b7
D8
D9
010
D11
D12
E1

E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
E11
E12
F1

F2

Name
12.21
12.31
12.41
12.5.1
12.6.1
1271
12.8.1
12.9.1
12.10.1
12.11.1
12.12.1
1212
1222
12.3.2
1242
1252
126.2
1272
1282
1292
12.10.2
12112
12122
2411
2421
2431
2441
2451
2461
2471
2481
2491
24101
24111
24121
2412
2422

64

Type
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknaown
Unknaown
Unknaown
Unknaown
Unknaown
Unknaown
Unknaown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn

cP
2082
20.74
2010
2568
2310
2077
2124
2147
2129
2387
2198
2060
20.80
20.18
19.33
2087
21.06
2066
21
219
2090
2183
2207
2375
2268
2245
2263
2263
2184
2294
2233
2369
2315
2281
2295
2168
2151

Concentration Standard Status



Results

Inc

HEHE A A EEE A B @ A E A EEE A EEE A AR EEE A A

Pos
F3
F4
F5
F
F7
F8
F9
F10
F11
F12
G1

G3

G5

G7

G10

G111
G12

Name
2432
2442
2452
2462
2472
2482
2492
24.10.2
24.11.2
24122
48.1.1
48.2.1
48.3.1
48.4.1
48.5.1
48.6.1
48.7.1
48.8.1
48.9.1
48.10.1
48.11.1
48.12.1
48.1.2
48.2.2
48.32
48.4.2
48.5.2
48.6.2
48.7.2
48.8.2
48.9.2
48.10.2
48.11.2
48.12.2
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Type
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

CP
21.80
22.07
2213
21.68
2272
21.90
22.19
23.14
2257
23.21
21.96
20.98
20.50
20.63
20.51
20.09
21.26
20.76
20.63
20.82
20.77
20.66
19.94
2017
19.67
20.52
20.60
20.21
2099
20.46
2042
20.83
20.48
20.71

Concentration Standard Status



Amplification Curves

25.95%
23459
20,953
18,455
15,959
13.459
10,959

Fluorescence | 465-510)

5,459
5,959
3455

(.95

-
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mm Report __

MTJ1 11 02 2010 ER Stres

Experiment

LightCycler® 480 Software

AEEEEENE®E
ENNEEENENE

Creation Date  02/11/2010 14:10:38 Last Modified Date 02/11/2010 15:57:56
Operator  System Admin Owner System Admin
Start Time 02/11/2010 14:50:15 End Time 02/111/2010 16:57:20
Run State Completed Software Version LCS480 1.5.0.39
Macro Macro Owner
Macro Status
Templates UPL Probes ER Stress Plate ID 01086051
TestID Lot ID
Color Comp ID
Run Notes
Programs
Program Name Pre-incubation
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Acquisition Hold Ramp Rate  Acquisitions  Sec Target Step size
(“C) Mode (hh:mm:ss) (“Cls) (per °C) (“C) (°C)
95 None 00:10:00 4.40 0 0
Program Name Amplification
Cycles 50 Analysis Mode = Quantification
Target Acquisition Hold Ramp Rate  Acquisitions  Sec Target Step size
(°C) Mode (hh:mm:ss) (“Cls) (per °C) (“C) (°C)
95 None 00:00:10 4.40 0 0
55 None 00:00:15 220 0 0
72 Single 00:00:01 4.40 0 0
Program Name Cooling
Cycles 1 Analysis Mode Mone
Target Acquisition Hold Ramp Rate  Acquisitions  Sec Target Step size
(°C) Mode (hh:mm:ss) (“Cls) (per °C) (*C) (°C)
40 None 00:00:10 150 0 0
Revision History
Version 4 of 4
Revision Date User Reason
1 02/11/2010 14:50:15 admin Created
2 02/11/2010 15:57:23 admin Run finished
3 02/11/2010 15:57:25 admin Pre-calculations complete.
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Step Delay
(cycles)

Step Delay
(cycles)
0
0

0

Step Delay
(cycles)
0



Revision History
Version 4 of 4

Revision Date

4

02/11/2010 16:01:27

admin

User

R

MTJ1 11 02 2010 ER Stres

eason

Abs Quant/2nd Derivative Max for All Samples (Abs Quant/2nd Derivative Max)

Setti

ngs

Channel 465-510

Color Compensation  Off

Program Amplification
Mode High Confidence

Subset Name  All Samples
Results

=
o

H B EEHEEAEEEEEEE @ B E A A

Pos
Al

A2
Al
Ad
A5

AB
AT
AB
A9
A10
Al
Al2
B1
B2
B3
B4
BS
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
C1

Name
NTC
6.2.1
6.3.1
6.4.1
6.5.1
6.6.1
6.7.1
6.8.1
6.9.1
6.10.1
6.11.1
6.12.1
6.1.2
6.2.2
6.3.2
6.4.2
6.5.2
6.6.2
6.7.2
6.8.2
6.9.2
6.10.2
6.11.2
6.12.2
12,11

68

Type

Negative Control

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

CP

31.75
32.83
32.68
3264
3.7
33.38

31.65
32.46
30.98
32.10
33.58
31.56
3.9
3287
3223
3214
33.70
32.91
323
31.25
3259
31.69
30.57

Concentration

Units

Standard Status



Results
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H & B A AEEEEEE EBEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE AR

Pos

C3

Ch
]
c7
c8
co
c10
C11
c12
D1

D2
D3

D5

D7
D8
D9
010
D11
D12
E1
E2
E3
E4
E5
EG
E7
E8
E9
E10
E11
E12
F1
F2

Name
12.2.1
12.3.1
12.4.1
12.5.1
12.6.1
12.7.1
12.8.1
12.9.1
12.10.1
12.11.1
12.12.1
12.1.2
1222
12.3.2
1242
12.5.2
126.2
12.7.2
12.8.2
12.9.2
12.10.2
12.11.2
12122
2411
2421
2431
2441
2451
2461
2471
2481
2491
24.10.1
24111
24121
2412
2422

Type
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
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cp
30.51
30.83
2962
35.03
3252
29.34
30.55
30.24
29,87
33.07
2979
30.18
30.25
30.20
2928
30.05
30.50
29.81
31.65
30.65
29.96
30.76
2992
337
32.51
31.99
3248
31.75
30.78
31.85
31.28
3246
32.34
31.63
31.88
31.08
31.00

Concentration Standard Status
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Pos
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
G1

G3

G5

G7

G
G10
G11
G12

H1

H3

H5

H7
H8
HY
H10
H11
H12

Name
2432
2442
2452
246.2
2472
2482
2492
24.10.2
24112
24122
48.1.1
48.2.1
48.3.1
48.4.1
4851
48.6.1
4871
48.8.1
4891
48.10.1
48.11.1
48,121
48.1.2
4822
48.3.2
484.2
485.2
486.2
48.7.2
488.2
4892
48.10.2
48.11.2
48122

Type
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
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cP
31.07
31.65
31.30
30.65
3.9
30.73
30.52
32.07
31.85
3210
31.50
30.95
2863
2845
2915
28.65
2979
29.26
28.71
28.96
2937
28.85
2910
2953
27.58
2872
29.18
28.72
29.44
29.00
28.15
29.08
28.66
2810

Concentration  Standard Status



Fluorescemce ($65-510)

Amplification Curves

20.850H
23.350H
20,850
18,3501
16,6501
13,3501
10,850

5,360

.650;

3,350

0.8501
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- LightCycler® 480 Software
am O
..HEFDﬂ_ iNEEEEEER®

HMOX1 12 02 2010 ER Stres

Experiment
Creation Date  02/12/2010 10:58:33 Last Modified Date 02/12/2010 12:24:01
Operator  System Admin Owner System Admin
Start Time  02/12/2010 11:14:46 End Time 02/12/2010 12:21:50
Run State Completed Software Version LCS480 1.5.0.39
Macro Macro Owner
Macro Status
Templates UPL Probes ER Stress Plate ID 01086099
Test D Lot ID
Color Comp 1D
Run Notes
Programs

Program Name Pre-incubation

Cycles 1 Analysis Mode None

Target Acquisition Hald Ramp Rate  Acquisiions Sec Target = Step size
("C) Mode (hh:mm:ss) (“Cls) (per °C) (°C) (°C})
95 None 00:10:00 4.40 0 0

Program Name Amplification

Cycles 50 Analysis Mode Quantification
Target Acquisition Hold Ramp Rate  Acquisitions Sec Target  Step size
("C) Mode (hh:mm:ss) (“Cls) (per °C) (°C) (°C})
95 None 00:00:10 4.40 0 0
55 None 00:00:15 220 0 0
72 Single 00:00:01 4.40 0 0
Program Name Cooling
Cycles 1 Analysis Mode Mone
Target Acquisition Hold Ramp Rate  Acquisitons Sec Target  Step size
("C) Mode (hh:mm:ss) (“Cls) (per °C) (°C) (°C)
40 None 00:00:10 1.50 0 0
Revision History
Version 4 of 4
Revision Date User Reason
1 02/12/2010 11:14:46 admin Created
2 02/12/2010 12:21:53 admin Run finished
3 02(12/2010 12:21:55 admin Pre-calculations complete.
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Step Delay
(cycles)
0

Step Delay
(cycles)

Step Delay
(cycles)
0



Revision History
Version 4 of 4

Setti

Revision Date

4

ngs

02/12/2010 12:26:00

Channel 465-510

Color Compensation Off

Program Amplification
Mode High Confidence

Subset Name All Samples

Results

=
o

H 3 EHAEEEEAE A A A EEE A E A EE AR

Pos

EZEE & Z

A
AT

A9
A10
Al
Al2

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7Y

B8

B9
B10
B11
B12

C1

Name
NTC
621
6.3.1
6.4.1
6.5.1
6.6.1
6.7.1
681
691
6.10.1
6.11.1
6.12.1
6.1.2
622
632
642
652
662
6.7.2
682
692
6.10.2
6.11.2
6.12.2
1211

admin

User

R

eason

HMOX1 12 02 2010 ER Stres
Abs Quant/2nd Derivative Max for All Samples (Abs Quant/2nd Derivative Max)
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Type

Negative Control

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

CcP

26.52
2731
27.48
26.62
26.80
2769

26.83
26.71
26.56
26.98
2748
26.33
26.95
27.30
27.03
2699
27.58
2724
26.90
26.61
2725
26.61
25.76

Caoncentration

Units

Standard Status



Results

Inc

H 3 83 @ EAEEEEEEAE @ @ A E @A

Pos

c3

c5
C6
cr7
ce
c9
c10
ci
c12
01
D2
D3

D5

o7
D8
D9
D10
D11
D12
E1
E2
E3
E4
E5
EG
E7
E8
E9
E10
E11
E12
F1
F2

MName
12.2.1
12.3.1
12.4.1
12.5.1
12.6.1
12.7.1
12.8.1
12.9.1
12.10.1
12.11.1
12.12.1
12.1.2
12.2.2
12.3.2
124.2
12.5.2
12.6.2
12.7.2
12.8.2
12.9.2
12.10.2
12.11.2
12.12.2
2411
2421
24.3.1
2441
2451
24.6.1
2471
24.8.1
2491
24.10.1
24.11.1
24121
2412
2422

Type
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
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CP
25.08
26.33
2682
28.09
26.62
2493
2544
2674
25.68
27.29
26.09
2505
25.03
26.08
2547
251
2543
2492
26.04
26.06
2651
26.02
26.11
2715
26.62
2157
27.82
26.18
2574
26.54
26.02
27.08
26.98
26.63
26.65
25.98
25.78

Concentration  Standard Status



Results
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Pos
F3
Fa
F5
Fé
F7
F8
F9
F10
F11
F12
G1

G3

Gb

G7

G10
G11
G12
H1

H3

H5

H7
H8
HY
H10
H11
H12

Name
2432
24432
2452
2462
2472
2482
2492
24.10.2
24112
24122
48.1.1
48.2.1
48.3.1
48.4.1
48.5.1
48.6.1
48.7.1
48.8.1
48.9.1
48.10.1
48.11.1
48.12.1
48.1.2
48.2.2
4832
4842
4852
4862
4872
4882
489.2
48.10.2
48.11.2
48.12.2
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Type
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknawn
Unknown
Unknown
Unknown

cp
21.28
2749
26.06
2674
26.35
265.65
26.26
26.81
26.77
26.90
2613
25.08
2565
26.00
24.35
2412
25.06
24.67
2497
2622
2516
251
24.26
2451
2547
26.66
2437
2412
2473
2412
24.85
2519
25.04
24.97

Concentration  Standard Status



Fluorescence (465-510)

Amplification Curves

21.2521
13,252
17.252
16,252
13.252
11,252
9,252
1.2521
5,252
3.252;

1.2524
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Report __

LightCycler® 480 Software

CHOP 11 02 2010 ER Stres

AEEEEEEE
FNNEEERER®

Experiment
Creation Date  02/11/2010 10:57:59 Last Modified Date 02/11/2010 12:23:12
Operator  System Admin Owner System Admin
Start Time 02/11/2010 11:12:46 End Time 02/11/2010 12:20:06
Run State Completed Software Version LCS480 1.5.0.39
Macro Macro Owner
Macro Status
Templates UPL Probes ER Stress Plate ID 01086052
TestID LetID
Color Comp ID
Run Notes
Programs
Program Mame Pre-incubation
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Acquisition Hold Ramp Rate  Acguisitions  Sec Target Step size
(*C) Mode (hh:mm:ss) (“Cls) (per °C) ("C) (°C)
95 None 00:10:00 4.40 0 0
Program Name Amplification
Cycles 50 Analysis Mode Quantification
Target Acquisition Hold Ramp Rate  Acquisiions  Sec Target Step size
("C) Mode (hh:mm:ss) (“Cls) (per °C) (°C) (°C)
95 None 00:00:10 4.40 0 0
55 None 00:00:15 220 0 0
72 Single 00:00:01 4.40 0 0
Program Name Cooling
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Acquisition Hold Ramp Rate  Acquisitions  Sec Target Step size
(°C) Mode (hh:mm:ss) (“Cls) (per °C) (°C) (°C)
40 None 00:00:10 150 0 0
Revision History
Version 4 of 4
Revision Date User Reason
1 02(11/2010 11:12:46 admin Created
2 02/11/2010 12:20:10 admin Run finished
3 02/11/2010 12:20:12 admin Pre-calculations complete.
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Step Delay
(cycles)
0

Step Delay
(cycles)
0

0
0

Step Delay
(cycles)



Revision History

Version 4 of 4
Revision Date User Reason
4 02/11/2010 12:23:44 admin CHOP report

Abs Quant/2nd Derivative Max for All Samples (Abs Quant/2nd Derivative Max)
Settings
Channel 465-510

Color Compensation  Off
Program Amplification Units

Mode High Confidence

Subset Name  All Samples

Results

Inc  Pos MName Type CP  Concentration Standard Status
¥ A1 NTC Negative Contral

M A2 621 Unknown 2770
M A3 631 Unknawn 26.22
M A4 641 Unknown 26.27
M A5 6.51 Unknown 28.02
M A6 6.6.1 Unknown 28.00
M A7 671 Unknown 28.36
M A8 6.81 Unknown

M A9 691 Unknawn 2778
M A0 6.10.1 Unknown 2723
M A1 B6.11.1 Unknawn 2774
M  A12 B6.121 Unknown 2792
¥  B1 6.1.2 Unknown 28.98
M B2 622 Unknawn 2809
¥ B3 632 Unknown 2552
¥ B4 642 Unknown 26.31
M B5 652 Unknawn 2858
M B6 662 Unknown 2778
¥ B7 6.7.2 Unknawn 2942
¥ B8 682 Unknown 2819
¥ B9 692 Unknown 28.33
M B10 6.10.2 Unknawn 2729
M B11 6.11.2 Unknown 28,51
M B12 6122 Unknown 2771
¥  C1 12141 Unknawn 2744
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Results

Inc
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Pos

C3

Ch
Cé
C7
c8
co
c10
C11
c12
D1

D2
D3

D5

D7
D8
D9
D10
D11
D12
E1
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
E11
E12
F1
F2

Name
12.21
12.3.1
12.4.1
12.5.1
1261
1271
1281
1291
12.10.1
12.11.1
12121
121.2
1222
1232
1242
125.2
126.2
127.2
1282
1292
12.10.2
12.11.2
12122
24.1.1
24.2.1
24.3.1
24.4.1
24.5.1
24.6.1
24.7.1
24.8.1
2491
24.10.1
24.11.1
24.12.1
2412
2422

Type
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
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CcP
26.86
2451
24.06
30.00
2879
26.79
27.02
2733
2123
2792
2743
26.81
26.73
2428
23.60
27.06
2691
26.78
2813
2151
27.00
2117
2151
2925
28.35
2579
2592
28.35
2174
28.03
28.32
29.00
2872
28.59
2870
2753
27.35

Concentration  Standard Status
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Pos
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
G1

G3

G5

G7

GY
G10
G11
G12

H1

H3

H5

H7
Hg
HY
H10
H11
H12

Name
2432
2442
2452
2462
2472
2482
2492
24102
24112
24122
4811
4821
48.31
48.4.1
4851
486.1
4871
48.8.1
4891
48101
48111
48121
4812
4822
48.3.2
4842
4852
486.2
4872
4882
4892
48.10.2
48112
48122

80

Type
Unknown

Unknown
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn
Unknawn

Unknown

CP
2520
2558
277
2764
2851
2792
27.96
2874
28.88
2915
27 46
26.53
2303
2357
2515
25.55
26.20
26.13
26.61
26.65
26.85
26.68
2516
25.56
2273
23.56
2585
2563
26.27
2595
26.67
26.88
26.58
26.84

Concentration  Standard Status



Fluorescence {465-510)

Amplification Curves

12684
11.684
10,684
9,604
£.604
7,684
B BB
5684
4,684
3684
2664
1684
0684
0316
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4.3 Komparatif Ct metodu ile UPR gen ekspresyon analizi
4.3.1 Relatif kantitasyon
Gen ekspresyonunun relatif kantitasyonu, farkli dokulardaki spesifik genlerin

ekspresyon diizeyleri arasindaki farkliliklar1 belirlemeye izin verir. Bu farklilik, absolii
kantitasyonda oldugu gibi bir deger olarak degil, n-kat1 seklinde ifade edilir.

Real-time PCR kantifikasyonunda hedef numunenin baslangi¢ miktarindaki
kiictik farkliliklar, amplifikasyon {irlinline katlanarak yansir. Bu durum 6zellikle farkli
bireylerden alinan orneklerle baslanan reaksiyonlarda izlenir. Bu relatif kantitasyonda
yanlig sonuglara sebep olur. Bir internal kontrol kullanilarak bu baglangi¢ farkliliklarini
standardize etmek ve elde edilen sonucun normalizasyonu bu ylizden ¢ok faydalidir.
Ideal bir internal kontrol tiim dokulardan ekspresse olabilmelidir. Bu amagla kullanilan
‘housekeeping gen’ler dkaryotlarda ¢ok cesitli olmakla birlikte en sik Gliseraldehit 3-
fosfat dehidrogenaz (GAPDH), B actin, Asidik ribozomal fosfoprotein (36B4) ve rRNA
kullanilmaktadir (145). Bu genler referans gen olarak da isimlendirilmektedir.
4.3.1.1 Komparatif Ct (Threshold Siklus) Metodu

AACt metodu olarak da isimlendirilen bu metod da, standart egri metoduna
benzer ama konsantrasyonlarin yerine Ct degerleri kullanilir. Hedef genin Cr degeri bir
referans genin Cr degerine oranlarak normalize edilir. Daha sonra standart egri
metodunda oldugu gibi normalize Cr degerleri segilen bir kalibratdre oranlanir.
Sonuglar kalibratoriin n-kat1 seklinde verilir. Cy’nin dogru hesaplanabilmest i¢in,

Komparatif Ct metodu, 2 ~**“" formiilii ile ifade edilir. Burada:

AACT = ACt(hedef) - ACr(kalibrator)

ACrhedety = Crihedet) = Cr(referans)

ACrt(kalibratsr) = Cr(kalibrator) - Ct(referans) ~ gOstermektedir.

Karsilastirmali Cr metodunun uygulanabilirligi validasyon (relatif verimlilik)
caligmasi ¢aligmasi ile degerlendirilir. Bunun igin iki sart gereklidir. Birincisi, hedef gen
amplikasyonunun verimliligi ile referansin gen amplikasyon verimliliginin yaklasik esit
ve % 100’e yakin olmas1 gerekir. Ikincisi de farkli baslangic konsantrasyonlarda ACr
degerinin degismemesi yani logaritmik konsantrasyona karsi ACt grafiginde slope
degerinin sifira yakin (< 0,1) olmasidir (134). Calismamizda kalibrator olarak kontrol
grubumuz secilmistir. Asagidaki grafiklerde saatlere gore ¢alisma gruplarinin ’GENEX’

software ile AACt metodu kullanilarak elde edilen UPR gen analizleri verilmistir.
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Sekil 14’de 6, 12, 24, 48 saat boyunca 0.1 uM Brefeldin A uygulanan HEp2
hiicrelerinde ¢aligilan UPR gen ekspresyonlarinin kontrole gore degerlendirilmesi
gorilmektedir. Biitiin gen ekspresyonlarinda zanamla dogru orantili olarak artis dikkati
cekmektedir. Bu tablo Brefeldin A’nin ER stres ajan1 oldugunu ve UPR’yi pozitif yonde

aktive ettigini teyit etmektedir.

Sekil 14
=0 E!rel‘Feldln ) _
Er R T B T R T | s
: : : : CRE
F a0 - —ccccfoccccooodocccooacdocooooaod o =4
o ; ; ; ; o 4G
l 35 4 -—--+ R - - - - -+ - - - - - - - -
d
S dboccnd Lo cnd Lo d ooy
c
hsy '@ @
=
mn
m BB qp====t9 p=====gq p=====g========qq j=====j========%
=

15

———————————————————————————————

10

———————————————————————————————

ZHOCP Srpd s

hAT A1 HbAT =

Sekil 15°de 6, 12, 24, 48 saat boyunca 0.1 uM LPS uygulanan HEp2 hiicrelerinde
calisilan UPR gen ekspresyonlarinin kontrole gore degerlendirilmesi goriilmektedir.

LPS, HEp2 hiicrelerinde gen ekspresyonlarini azaltict yonde etki gostermektedir.
Sekil 15

| =
o1z
o 24
Bl 45

oL—aom

mwa 3w 0

CHOP SGrpi¥ s Frpgd HbAC = RAT.J1
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Sekil 16’de 6, 12, 24, 48 saat boyunca 0.1 uM LPS ve 0.1 pM uygulanan HEp2
hiicrelerinde ¢alisilan UPR gen ekspresyonlarinin kontrole gore degerlendirilmesi
gorilmektedir. BrefeldinA’nin tek basina artirdigi gen ekspresyonlar1 LPS ilave edilince
yar1 yartya azalmaktadir. Bu durumda LPS’nin Brefeldin A’nin neden oldugu stresi

azaltic1 yonde etki yaptig1 sdylenebilir.

Sekil 16

o5 : !Elreferdln A. wea LPS

| =
|1z
| =4
B as

o—om

[ s T T

Srp TS Crpdd

Sekil 17°de 6, 12, 24, 48 saat boyunca 0.1 pM Deksametazon uygulanan HEp2
hiicrelerinde ¢alisgilan UPR gen ekspresyonlarinin kontrole gore degerlendirilmesi
gorilmektedir. Biitiin gen ekspresyonlarinda 24. saatte belirgin azalma mevcuttur.
Calismaya baglarken apoptotik oldugu varsayilan ilacin HEp2 hiicrelerinde anti-
apoptotik oldugu sdylenebilir.

Sekil 17

0,1 Mikramaolar D eksarmetazon
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Sekil 18’de 6, 12, 24, 48 saat boyunca 1uM Deksametazon uygulanan HEp2
hiicrelerinde ¢alisgilan UPR gen ekspresyonlarinin kontrole goére degerlendirilmesi
gorilmektedir. 24. saat biitiin genlerin ekspresyonlari kontroliin altinda tespit edilmistir.
48. saatte ise MTJ1 ve Grp78 gen ekspresyonlar1 kontole gore anlamli artig
gostermektedir.

Sekil 18

o 1 Mikromolar D eksametazon
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ZHOR SrpTd Srpad HhAC, rAT 1
Sekil 19°da 6, 12, 24, 48 saat boyunca 0.1uM Deksametazon ve 1 mM PBA
uygulanan HEp2 hiicrelerinde ¢alisilan UPR gen ekspresyonlarinin kontrole gore
degerlendirilmesi goriilmektedir. PBA, Grp78 ve MTJ1 gen ekspresyonlarini 48. saatte
belirgin olmak iizere artirmaktadir. Yine diger gen ekspresyonlarini da tek bagina 0.1
deksametazona artirmaktadir. Bu halilke PBA’nin kimyasal saperon olarak etkisini
gosterdigi soylenebilir.

Sekil 19

0,1 Mikromolar Deksarmetazon va PBEA
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CHOR ErpTa Srpgd HhAT 2 rAT. 11
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Sekil 20’de 6, 12, 24, 48 saat boyunca 1 pM Deksametazon ve 1 mM PBA
uygulanan HEp2 hiicrelerinde c¢alisilan UPR gen ekspresyonlarinin kontrole gore
degerlendirilmesi goriilmektedir. Bu caligma bir 6nceki ile benzerlik gostermektedir ve

PBA yine kimyasal saperon olarak gérev yapmaktadir.

Sekil 20
= 1 Mikremelar Deksametazon we PEA
H 5
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F | =4
T Wl 43S
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CHOR EFrpTa Erpad HhAT rAT. 1

Sekil 21°de 6, 12, 24, 48 saat boyunca 0.1 uM Deksametazon ve 0.1 uM LPS
uygulanan HEp2 hiicrelerinde ¢alisilan UPR gen ekspresyonlarinin kontrole gore
degerlendirilmesi goriilmektedir. Tek basina 0.1 uM Deksametazon uygulanan gruba
gore LPS ilavesi ile 6 ve 12. saatlerde gen ekspresyonlart artig gostermektedir. LPS’nin

bu etkisi daha sonraki saatlerde ortadan kalkmaktadir.
Sekil 21
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86



Sekil 22°de 6, 12, 24, 48 saat boyunca 1 pM Deksametazon ve 0.1 uM LPS
uygulanan HEp2 hiicrelerinde c¢alisilan UPR gen ekspresyonlarinin kontrole gore
degerlendirilmesi goriilmektedir. LPS ilavesi ile 12. saatde Grp94 hari¢ diger genlerde
belirgin ekspresyon artis1 mevcuttur.

Sekil 22
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Sekil 23’de 6, 12, 24, 48 saat boyunca 0.1 uM Deksametazon ve 0.1 uM LPS ve 1
mM uygulanan HEp2 hiicrelerinde c¢alisilan UPR gen ekspresyonlarinin kontrole gore
degerlendirilmesi goriilmektedir. Gr78 ve MTJ1 gen ekspresyonlar1 48. saatde belirgin
artis gostermektedir. CHOP gen ekspresyonu ise 12. saatte artmaktadir.
Sekil 23
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Sekil 24°de 6, 12, 24, 48 saat boyunca 1 pM Deksametazon ve 0.1 uM LPS ve 1
mM uygulanan HEp2 hiicrelerinde ¢alisilan UPR gen ekspresyonlarinin kontrole gore
degerlendirilmesi goriilmektedir. CHOP ekspresyonunda bir 6nceki ¢calismaya gore
degisiklik goriilmemektdir. Ancak Grp78 ve MTJ1 gen ekspresyolarinda 12 saatteki
artis dikkat ¢ekmektedir.
Sekil 24
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4.4 Yiizey Grp78 Cell ELISA sonuclar

Tablo XV
platel | platel plate2 | plate2
Grupismi | Well| 40.dk | janus 61;15“/?115 Grupismi | Well| 40.dk | janus 6‘;15*‘/?125
655 | 615 655 | 615

kontrol Al 0,062 | 0,3 0,21 kontrol Al | 0,068 | 0,3 0,23
kontrol B1 | 0,081 | 0,42 0,19 kontrol D1 | 0,077 | 0,42 0,18
kontrol C1 | 0,069 | 0,461 | 0,15 kontrol El | 0,169 | 0,461 | 0,37
kontrol D1 | 0,081 | 0,322 | 0,25 kontrol F1 | 0,063 | 0,322 | 0,20
kontrol E1 | 0,097 | 0,287 | 0,34 kontrol G1 0,063 | 0,287 | 0,22
kontrol F1 0,087 | 0,269 | 0,32 kontrol H1 | 0,059 | 0,269 | 0,22
kontrol Gl | 0,08 [ 0,321 | 0,25 kontrol A2 {0,107 | 0,321 | 0,33
kontrol H1 | 0,092 | 0,347 | 0,27 kontrol B2 | 0,204 | 0,347 | 0,59
LPS 6 A2 10,077 | 0,552 | 0,14 LPS C2 | 0,203 0,552 | 0,37
LPS 6 B2 | 0,1 |0,617| 0,16 LPS D2 | 0,184 | 0,617 | 0,30
LPS 6 Cc2 | 01 |0478 | 0,21 LPS E2 | 0,234 | 0478 | 0,49
LPS 12 D2 | 0,088 | 0,516 | 0,17 LPS F2 | 0,163 | 0,516 | 0,32
LPS 12 E2 | 0,105 0,597 | 0,18 LPS G2 0,184 | 0,597 | 0,31
LPS 12 F2 10,094 | 0,508 | 0,19 LPS H2 | 0,09 | 0,508 | 0,18
LPS 24 G2 | 0,097 | 0,229 | 0,42 LPS A3 0,084 | 0,229 | 0,37
LPS 24 H2 | 0,089 | 0,355 | 0,25 LPS B3 | 0,193 0,355 | 0,54
BRF A3 10,081 | 0,321 | 0,25 BRF C3 10,113 0,321 | 0,35
BRF B3 | 0,095 | 0,498 | 0,19 BRF D3 0,136 | 0,498 | 0,27
BRF C3 10,095 |0455| 0,21 BRF E3 | 0,117 | 0455| 0,26
BRF D3 | 0,096 | 0,226 | 0,42 BRF F3 | 0,058 | 0,226 | 0,26
BRF E3 | 0,105 0,123 | 0,85 BRF G3 | 0,069 | 0,123 | 0,56
BRF F3 [0,105]0,149 | 0,70 BRF H3 | 0,065 | 0,149 | 0,44
BRF G3 | 0,115 (0,475 | 0,24 BRF A4 | 0,087 | 0475| 0,18
BRF H3 | 0,078 | 0,341 | 0,23 BRF B4 | 0,153 | 0,341 | 045
LPS+BRF A4 | 0,07 | 0,443 | 0,16 LPS+BRF C4 | 0,138 0,443 | 0,31
LPS+BRF B4 | 0,105 | 0,391 | 0,27 LPS+BRF D4 | 0,121 | 0,391 | 0,31
LPS+BRF C4 | 0,098 | 0,367 | 0,27 LPS+BRF E4 | 0,137 | 0,367 | 0,37
LPS+BRF D4 | 0,094 | 0,123 | 0,76 LPS+BRF F4 | 0,061 | 0,123 | 0,50
LPS+BRF E4 | 0,107 | 0,105 | 1,02 LPS+BRF G4 | 0,062 | 0,105 | 0,59
LPS+BRF F4 | 0,11 | 0,191 | 0,58 LPS+BRF H4 | 0,06 | 0,191 | 0,31
LPS+BRF G4 | 0,114 | 0,406 | 0,28 LPS+BRF A5 0,086 | 0,406 | 0,21
LPS+BRF H4 | 0,081 | 0,465 | 0,17 LPS+BRF B5 | 0,143 | 0,465 | 0,31
Ips+1dmx A5 10,073 10,504 | 0,14 Ips+1dmx C5 | 0,152 0,504 | 0,30
Ips+1dmx B5 10,091 | 04 0,23 Ips+1dmx D5 | 0,195| 04 0,49
Ips+1dmx C5 10,091 | 0,515 | 0,18 Ips+1dmx E5 | 0,156 | 0,515 | 0,30
Ips+1dmx D5 | 0,087 | 0,509 | 0,17 Ips+1dmx F5 0,182 | 0,509 | 0,36
Ips+1dmx ES 0,1 {0,627 | 0,16 Ips+1dmx G5 | 0,16 | 0,627 | 0,26
Ips+1dmx F5 10,098 | 0,408 | 0,24 Ips+1dmx H5 [ 0,095 0,408 | 0,23
Ips+1dmx G5 0,095 (0,358 | 0,27 Ips+1dmx A6 | 0,085 0,358 | 0,24
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Ips+1dmx HS5 | 0,093 | 0,427 | 0,22
Ips+0.1 dmx B6 |0,13410,439 | 0,31
Ips+0.1 dmx C6 |10,14210,457 | 0,31
Ips+0.1 dmx D6 | 0,136 | 0,56 0,24
Ips+0.1 dmx E6 | 0,1 |0581| 0,17
Ips+0.1 dmx F6 | 0,102 | 0,452 | 0,23
Ips+0.1 dmx G6 | 0,154 | 0,356 | 0,43
Ips+0.1 dmx H6 | 0,085 0,323 | 0,26

1 dmx B7 10,121 | 0,31 0,39

1 dmx Cc7 10,138 0,412 | 0,33

1 dmx D7 | 0,111 | 0,382 | 0,29

1 dmx E7 10,134] 0,428 | 0,31

1 dmx F7 10,132 10,465 | 0,28

1 dmx G7 10,109 | 0,536 | 0,20

1 dmx H7 | 0,144 | 0,374 | 0,39
0.1dmx A8 10,084 |0,278 | 0,30
0.1dmx B8 | 0,109 | 0,261 | 0,42
0.1dmx C8 10,138 0,406 | 0,34
0.1dmx D8 | 0,162 | 0,446 | 0,36
0.1dmx E8 [0,102 | 0,424 | 0,24
0.1dmx F8 10,117 | 0,501 | 0,23
0.1dmx G8 {0,094 | 0,384 | 0,24
0.1dmx H8 | 0,084 | 0,349 | 0,24
0.1dmx+PBA | A9 | 0,068 | 0,327 | 0,21
0.1dmx+PBA | B9 | 0,135 0,296 | 0,46
0.1dmx+PBA | C9 | 0,125 0,281 | 0,44
0.1dmx+PBA | D9 | 0,102 | 0,414 | 0,25
0.1dmx+PBA | E9 | 0,112 0,565 | 0,20
0.1dmx+PBA | F9 | 0,163 | 0,385 | 0,42
0.1dmx+PBA | G9 | 0,12 | 0,474 | 0,25
0.1dmx+PBA | H9 | 0,142 | 0,446 | 0,32
Idmx+ PBA A101] 0,095 0,349 | 0,27
ldmx+ PBA B10 | 0,109 | 0,389 | 0,28
Idmx+ PBA C10| 0,114 | 0,414 | 0,28
ldmx+ PBA D10 | 0,134 | 0,35 0,38
ldmx+ PBA E10 | 0,152 ] 0,494 | 0,31
ldmx+ PBA F10 | 0,161 | 0,544 | 0,30
ldmx+ PBA G10] 0,152 0,432 | 0,35
ldmx+ PBA H10 | 0,083 | 0,388 | 0,21
Ips+0.1dmx+PBA | A11 | 0,097 | 0,486 | 0,20
Ips+0.1dmx+PBA | B11 | 0,156 | 0,287 | 0,54
lps+0.1dmx+PBA | C11 | 0,121 | 0,434 | 0,28
Ips+0.1dmx+PBA | D11 | 0,138 | 0,37 0,37
lps+0.1dmx+PBA | E11 | 0,108 | 0,626 | 0,17
lps+0.1dmx+PBA | F11 | 0,113 | 0,513 | 0,22
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Ips+1dmx
Ips+0.1 dmx
Ips+0.1 dmx
Ips+0.1 dmx
Ips+0.1 dmx
Ips+0.1 dmx
Ips+0.1 dmx
Ips+0.1 dmx

1 dmx
1 dmx
I dmx
1 dmx
1 dmx
1 dmx
1 dmx
0.1dmx
0.1dmx
0.1dmx
0.1dmx
0.1dmx
0.1dmx
0.1dmx
0.1dmx
0.1dmx+ PBA
0.1dmx+ PBA
0.1dmx+ PBA
0.1dmx+ PBA
0.1dmx+ PBA
0.1dmx+ PBA
0.1dmx+ PBA
0.1dmx+ PBA
ldmx+ PBA
ldmx+ PBA
ldmx+ PBA
ldmx+ PBA
ldmx+ PBA
ldmx+ PBA
ldmx+ PBA
ldmx+ PBA
Ips+0.1dmx+PBA
Ips+0.1dmx+PBA
Ips+0.1dmx+PBA
Ips+0.1dmx+PBA
Ips+0.1dmx+PBA
Ips+0.1dmx+PBA

B6 | 0,1 |0427| 0,23
C6 | 0,161 0,439 | 0,37
D6 | 0,244 | 0,457 | 0,53
E6 | 0,17 | 0,56 | 0,30
F6 | 0,159 | 0,581 | 0,27
G6 0,169 | 0,452 | 0,37
H6 | 0,112 | 0,356 | 0,31
A7 10,103 10,323 | 0,32
B7 10,089 | 0,31 0,29
C7 10,127 0,412 | 0,31
D7 | 0,135 0,382 | 0,35
E7 0,171 | 0,428 | 0,40
F7 10,148 | 0,465 | 0,32
G7 10,148 | 0,536 | 0,28
H7 | 0,101 | 0,374 | 0,27
A8 10,123 | 0,278 | 0,44
B8 |0,138 0,261 | 0,53
C8 10,149 0,406 | 0,37
D8 | 0,106 | 0,446 | 0,24
E8 | 0,165 | 0,424 | 0,39
F8 |0,147 | 0,501 | 0,29
G8 | 0,13 10,384 | 0,34
H8 | 0,126 | 0,349 | 0,36
A9 | 0,14 | 0,327 | 0,43
B9 |0,135] 0,296 | 0,46
C9 10,132 0,281 | 047
D9 | 0,149 | 0,414 | 0,36
E9 | 0,137 ] 0,565 | 0,24
F9 10,138 | 0,385 | 0,36
G9 0,117 10,474 | 0,25
H9 | 0,109 | 0,446 | 0,24
Al10 0,102 0,349 | 0,29
B10 ] 0,126 | 0,389 | 0,32
C10 | 0,136 | 0,414 | 0,33
D10 | 0,101 | 0,35 0,29
E10] 0,119 | 0,494 | 0,24
F10 | 0,133 | 0,544 | 0,24
G10 | 0,089 | 0,432 | 0,21
HI10 | 0,066 | 0,388 | 0,17
All | 0,068 | 0,486 | 0,14
B11 0,092 | 0,287 | 0,32
CI1110,108 | 0,434 | 0,25
D11|0,074| 0,37 | 0,20
E11 | 0,128 | 0,626 | 0,20
FI11 | 0,101 | 0,513 | 0,20




Ips+0.1dmx+PBA | G11 | 0,064 | 0,418 | 0,15
Ips+0.1dmx+PBA | H11 | 0,091 | 0,344 | 0,26
Ips+1dmx+PBA | A12 | 0,091 | 0,394 | 0,23
Ips+1dmx+PBA | B12 | 0,064 | 0,355 | 0,18
Ips+1dmx+PBA | C12 | 0,097 | 0,484 | 0,20
Ipst1dmx+PBA | D12 | 0,096 | 0,543 | 0,18
Ipst1dmx+PBA | E12 | 0,075 | 0,456 | 0,16
Ipst1dmx+PBA | F12 | 0,11 | 0,367 | 0,30
Ipst1dmx+PBA | G12 | 0,072 | 0,357 | 0,20
Ipst1dmx+PBA | H12 | 0,069 | 0,371 | 0,19
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Ips+0.1dmx+PBA
Ips+0.1dmx+PBA
Ips+1dmx+PBA
Ips+1dmx+PBA
Ips+1dmx+PBA
Ips+1dmx+PBA
Ipst1dmx+PBA
Ipst1dmx+PBA
Ipst1dmx+PBA
Ipst1dmx+PBA

Gl110,063 0,418 | 0,15
HI1 0,054 0,344 | 0,16
Al1210,074 10,394 | 0,19
B12 | 0,087 | 0,355 | 0,25
C12 /10,071 | 0,484 | 0,15
D12 ] 0,075 0,543 | 0,14
E12 ] 0,091 | 0,456 | 0,20
F12 | 0,058 | 0,367 | 0,16
G121 0,062 | 0,357 | 0,17
H12 | 0,075 ] 0,371 | 0,20
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350 1

GRP78 CELL ELISA

W kontrol

BLFS

M OBRF

OLFS+BRF

B LFS+ 10

ELFS01 Dmx

W 1 Dmx

D01 Dmx

W0 1 Dmes FBA

W1 Dmx+ FBA

DLPS+ 0,1 Dmxs
PBA

]

L
'Ll!_
w
(&1
'Ll!_

Ssaat 12z3at L3

ZAMAN

E LFS+ 1 dmx+ pha

6, 12, 24, 48 saat boyunca HEp2 hiicreleri kullanilarak calisilan yiizey Grp78
ekspresyon analizi gruplara gore asagida degerlendirilmistir.

0.1 uM Brefeldin A uygulanan grupda 6, 12, 24. saatlerde kontrole gére anlamli
artis bulunmaktadir.

0.1 uM LPS uygulanan grupda 24 ve 48.saatlerde yiizey Grp78 ekspresyonu
kontrol grubuna gore artis gostermektedir.

0.1 uM Brefeldin A ve 0.1 uM LPS uygulanan grupda 6 ve 12. saatlerde ylizey
Grp78 ekspresyon artis1 mevcuttur.

0.1 uM ve 1 uM deksametazon uygulanan grupda 12. saat hari¢ diger saatlerde
yilizey Grp78 ekspresyon artis1 gergeklesmistir.
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0.1 uM deksametazona LPS ilave edilen uygulanan grupda 6 ve 48. saatlerde
yiizey Grp78 ekspresyon artis1 mevcuttur. 1 pM deksametzon ve LPS grubunda
ise sadece 48.saatde anlamli artis vardir.

0.1 uM deksametazona PBA ilave edilen uygulanan grupda 6, 24 ve 48.
saatlerde ylizey Grp78 ekspresyon artigi mevcuttur. 1 uM deksametzon ve PBA
grubunda ise sadece 48.saatde anlamli artig vardir.

0.1 uM deksametazona PBA ve LPS ilave edilen uygulanan grupda 6. saatlde
yiizey Grp78 ekspresyon artisi mevcuttur. 1 uM deksametzona PBA ve LPS
eklenen grupda ise sadece kontrol grubuna gore anlamli artis tespit

edilememistir.
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5. TARTISMA

UPR; hiicre i¢inde ¢evresel veya fizyolojik durumlara kars1 ER’nin adaptasyon
icin kullandig1 yolakdir. Endoplazmik retikulum kapasitesinden fazla yiikle karsilasir ve
bas edemezse UPR aktive olur. Asil amag¢ hiicre yasaminin devam ettirilmesi igin
koruyucu mekanizmalarin kullanilmasidir. UPR fizyolojik sartlarda olabildigi gibi
patolojik durumlarda da ortaya ¢ikmaktadir (57, 106).

UPR {i¢ farkli yolakdan olusmaktadir (81). Her bir yolagin aktiflenmesi
beraberindeki GRP78’in ayrilmasiyla meydana gelir. Yolaklarin kullanilmasi sonucu
elde edilen ilk cevap translasyonun durdurularak protein yiikiiniin azaltilmasidir (58).
Bu arada saperonlarin gen ekspresyonlar1 da arttirilmaktadir (74). Katlanamayan
proteinlerin ER’ye ek yiik getirmemesi i¢in proteinler yikima génderilmektedir (ERAD)
(63, 110).

Hiicre karsilagtigi stresden kurtulamazsa g¢evre hiicrelerin etkilenmemesi igin
apoptozise yonlendirilir. UPR sonucunda pro-apoptotik CHOP’un da rol oynadigi
mekanizmalarla hiicre 6liimii gergeklesir (110).

UPR’yi en iyi gosteren parametrelerin basinda CHOP, Grp78, Grp94, MTJ1ve
HMOX1 gelmektedir. Bu genlerin ekspresyonlarinin tesbiti ile hiicredeki strese cevap
monitorize edilebilmektedir.

Yapilan c¢alismalarda yiizey GRP78 ekspresyonunun kanser ile iliskisine
bakilmistir (65, 67). Cogu yayinda bu molekiiliin aslinda hiicreyi koruyucu gorevlere
sahip oldugu tesbit edilmistir (45, 64, 71, 96). Hiicre yiizeyinde kompleks halinde
bulunmakta ve cesitli ligandlarla etkilesmektedir (3, 40, 136). Grp78, ER stresin
dolayis1 ile UPR’nin esas diizenleyicisidir (45). Timoér mikrogevresinde, timor
hiicreleri hipoksi ve besin eksikligi nedenli ER strese maruz kalir. Kanser hiicrelerinde
ER stresin indiikledigi Grp78, hiicre yasaminin devamini saglarken, timor progresyonu,
ilag direnci gelisiminde de katkida bulunur (65). Yiizey Grp78, spesifik bazi proteinlerle
kompleksler olusturarak hiicre i¢i sinyal yolarinda 6nemli roller oynamaktadir (40).

Kanser tedavisinde, tiimor hiicrelerinin yiizeyinde eksprese olan Grp78’in hedef
alindig1 yeni terapatikler gelistirilmesi durumunda normal hiicreler etkilenmeden tedavi

etkinligi artirilabilecektir (136).
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Deksametazon glukokortikoiddir. Antienflamatuvar, antiemetik, antiproliferatif
etkileri oldugu bilinmektedir. Deksametazon kullanilan caligsmalarda farkli hiicre
tiplerinde farkli etkilere sahip oldugu izlenmistir (70). UPR ile ilgili olarak da farkl
caligmalar yapilmistir. Monositlerle yapilan calismalarda, deksametazonun farkli dozlari
kullanilarak elde edilen sonucglarda apoptotik O6zelliginden s6z edilmektedir. Bu
calismalarda LPS kullanilarak hiicrelerin senkronizasyonu saglanmaya calisilmigtir.
Oncesinde LPS kullanilarak farkli zamanlarda farkli dozlarda deksametazon
uygulanmis ve hiicrenin doza bagl olarak apoptozise gittigi gozlemlenmistir (33, 89,
105, 133).

ER stresor ajanlar kullanilarak UPR gelistirilebilmektedir. Bunlarda biri olan
Brefeldin A, ER ile golgi arasindaki transportu onleyen kimyasaldir. Bir ¢ok hiicre
hattinda yapilan ¢alismada ER strese yol acarak apoptozise gidisi sagladigi tespit
edilmistir (53, 99, 133).

Fenil biitirik asit kimyasal saperon olarak bilinen histon deagetilaz
inhibitoriidiir.  Yapilan c¢aligmalarda var olan stresin geri dondiiriilmesinde
kullanilabilecegi ileri stiriilmiistiir (77, 137).

HEp 2 hiicrelerinde deksametazonun UPR genlerine (Grp78, Grp94, MTJI,
HMOXI1, CHOP) olan etkisini arastiran yayina rastlanmamistir. Caligmamiz sirasinda
brefeldin  A’nin  ER stresor olarak kullanildigt grup pozitif grup olarak
degerlendirilmistir. Farkli hiicre modelleri ile yapilan ¢alismalarda farkli doz ve zaman
boyutunda kullanilan kimyasalin UPR yolagini aktifledigi tesbit edilmistir. Doz miktar1
literatiir esas alinarak tesbit edilmistir (53, 99). Lenfoma hiicreleri ile yapilan ¢aligmada
ER stresor ajanin apoptozise neden oldugu gosterilmistir (133).

LPS tek basina kullanildiginda UPR {izerinde pozitif yonde etki yapmamustir.
24. saatten itibaren UPR gen ekspreyonlarinda kontrole gore iki kata yakin azalma
yapmigtir. Cell eliza sonuglarina gore ise 24. saatten itibaran yiizey Grp78
ekspresyonlarinda artig tesbit edilmistir. Monosit hiicrelerinde LPS antiapoptotik
Ozellikte oldugu bilinmektedir. Ancak HEp 2 hiicrelerindeki etkisi ile ilgili fazla bir
yayin yoktur.

Bref A ile LPS beraber kullanildiginda Bref A nin tek basima ekspresyonlarin
stresOr etkisi 12. saatten itibaren azalmaya baglamigtir. Ancak yiizey GRP 78
ekspresyonunda dikkate deger degisiklik meydana gelmemistir.
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Deksametazonun 0.1 mikromolar kullanilan dozunda 24. saatte UPR gen
ekspresyonlarinin azaldigi tesbit edilmistir. Yiizey GRP78 ekspresyonlart ise 6 ve
24 saatte kontrole gore anlamli artmistir. Deksametazonun 1 mikromolarlik dozu iginde
durum gecerlidir.

LPS ile beraber kullanildiklarinda ise UPR gen ekspresyonlar1 0.1 mikromolarda
6. ve 12. saatlerde de yiikselirken 1 mikromolar olan grupda 12. saatde yiikselmistir.
Yiizey grp78 ekspresyonlari ise 48. saatde yiikselmistir.

Kimyasal saperon kullanildiginda ise deksametazonun tek basina yaptigi etki
geri dondiiriilmeye caligilmistir. Bu durum her iki doz aralig1 i¢in de gegerlidir. Soyle ki
0.1 uM Deksametazon ve 1 mM PBA beraber kullanildiginda Grp78, Grp94, MTJ1 gen
ekspreyonlar1 artmistir. Yine 1 pM deksametazon ile PBA beraber kullanildiginda
Grp78, Grp94, MTIJ1 gen ekspreyonlar1 artmistir.

Calismamizda pozitif kontrol grubu olarak 0,1 pM Brefeldin A’nin kullanildig:
grup se¢ilmistir. ER stres ajan1 olan molekiiliin farkli hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan
bir ¢ok calismada stresor etkisi gdsterilmistir. Insan folikiiler lenfoma hiicreleri olan
HF1A3, HF4.9 ve HF28RA kullanilarak yapilan bir arastirmada 0.1-0.01 uM Brefeldin
A ile hiicre proliferasyonun 24 saatlik siirede doza bagimli olarak azaldigi tesbit
edilmistir (133). Ayni ¢calismada Grp78 up-regulasyonu da gosterilmis ve bu durumun
ER stres olusumunun gostergesi oldugu iddia edilmistir. Insan monosit hiicrelerinde
yapilan arastirmalarda da Brefeldin A, ER stres ajani1 olarak kullanilmistir (8). Biz de
HEp2 hiicre modelimizde pozitif kontrol olusturmak amaciyla Brefeldin A kullanmaya
karar verdik. Calisma sonucuna kanser hiicresinde var olan ER stresi daha da artirdig1
UPR gen ekspresyon oranlarindaki artis ile tesbit edilmistir.

HEp2 hiicrelerinde UPR’nin apoptotik sinyalizasyonu (CHOP) ile beraber
adaptif sinyalizasyonunda da (Grp94, Grp78 ) aktif oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda
Ge¢ ER stres adaptive cevapda rol oynayan HMOXI1 transkripsiyonu yiiksek
bilunmustur. Bilindigi gibi Grp 78’in ko-saperonu MTJ1’dir ve Brefeldin A ile
muamele edilen HEp2 hiicrelerinde ekspresyonu birbirine paralel seyretmistir.

[lk 24 saat boyunca Yiizey Grp78 ekspresyonunda artis saptanmistir. Bu artis
Grp78 ve MTJ1 gen ekspresyon artisi ile 24 saat boyunca paralel arzetmistir. Ancak 48.
saatde paralellik ortadan kalkmistir.
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PC-3 ve MCF-7 hiicrelerinde 30 ng/ml dozda kullanilan Brefeldin A’nin
apoptozisi indiikledigi gdsterilmistir. mRNA CHOP gen ekspresyonun up-regiile oldugu
ayni ¢alismada RT-PCR analizleri ile rapor edilmistir (60).

LPS hiicreden hiicreye farkli etki gosteren, ¢ogu zaman hiicre senkronizasyonu
i¢in kullanilan bir ajandir. insan monosit hiicre kiiltiirlerinde menbran glukokortikoid
reseptor miktarinin artirilmast amaci ile kullanilmistir (8). Murine makrofaj hiicre hatti
olan RAW 264.7, 24 saat boyunca 0,1 uM LPS ile muamele edilmis daha sonra 0.5 uM
Brefeldin A ile inkiibe edilmistir. Bu calisma ile Brefeldin A’nin tek basina iken
olusturdugu apoptozisin LPS ile 6n uygulama sonucu engellendigi gdsterilmistir (53).
Ancak LPS’nin biitlin hiicrelerde ER stresi gidererek apoptozisi Onleyecegi
sOylenememektedir. Bizim c¢alismamizda LPS tek basmna kullanildiginda HEp2
hiicrelerinde kontrole gore UPR gen ekspresyonlarini azalttigi tesbit edilmistir.

HEp2 hiicre kiiltiiriinde Brefeldin A ve LPS’nin beraber kullanildig1 ¢alismaya
rastlanmamistir. 0.1 uM Brefeldin A ve 0,1 uM LPS ile muamele edilen hiicre grubunda
48. saatde belirgin olmak iizere Brefeldin A’nin tek basina iken neden oldugu UPR gen
ekspresyonunu azalttigi gdsterilmistir. Bu sonugla HEp2 hiicrelerinde LPS’nin,
Brefeldin A’nin neden oldugu ER stresi azalttig1 sdylenebilir.

RAW 264.7 hiicre hattinda LPS ve CHOP arasindaki ilisiki arastirilmistir (53).
LPS tek basina kullanildiginda UPR aktive olmakta ancak daha ¢ok ER fonksiyonunu
korumaya yonelik molekiillerin 6zellikle de Grp78’in miktar1 artirilmaktadir. Aksine
pro-apoptotik transkripsiyon faktorii olan CHOP’un diisiik miktarda eksprese edildigi
ancak apoptozise neden olmadigi ayn1 ¢alismanin sonuglarindan biridir. Ayni ¢calismada
TG’nin, ER stresoér, CHOP {izerinden apoptozise yol agtig1 belirtilmistir. LPS ile 6n
muamele edilen hiicrelerde ise Grp78 miktar1 CHOP’a gore daha Once artmaya
baslamaktadir ve TG’nin indiiklendigi apotozisisin LPS ile engellendigi calismanin
diger sonuglarindan biri olarak rapor edilmistir (53).

1 uM Deksametazon LPS PBA beraber kullanildiginda ise 1 uM Dex ve PBA
‘nin kullanildig1 gruba gore Grp78, Grp94, MTJ1 ekspresyonlarinda artis gézlenmistir.

HMOX1 ekspresyonu en fazle BRFA ve BRFA + LPS uygulanan gruplarda 24
ve 48 saatte tesbit edilmistir.

Calisilan biitiin gruplarda Grp78 ve MTJ1 gen ekspresyonlarinin birbirine
paralel seyrettigi gézlenmistir. Ancak bu paralellik yiizey Grp 78 ile her zaman paralel
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gitmemigtir. Yiizey Grp78 ekspresyonlar1 genel olarak ¢alisma boyunca kontrole yakin
seyretmigtir. Muhtemelen transkripsiyonel diizeydeki artiglarin protein miktarina
yansimasi es zamanli olmamaktadir.

Bu calisma ile HEp2 hiicre kiiltiir ortaminda farkli deksametazon dozlarinin
kullanilmast sonucu UPR gen ekspresyonlarinin negatif yonde etkilendigi gosterilmistir.
Bu durumda HEp2 hiicre modelinde deksametazonun apoptotik etkili olmadig
anlagilmistir. Yiizey Grp78 ekspresyonlar1 ise kontrole gore artmis bulunmustur.
Yapilan ¢alismalarda yiizey Grp78 varligi ile apoptozis arasinda ters iliski oldugu rapor
edilse bile etkilestigi ligand daha fazla 6nem arz etmektedir. Calisma sonucunda
deksametazonun etkisi kimyasal saperon PBA ile geri ¢evrilmistir. Ancak yilizey Grp78
ekspresyonu tek basina deksametazon kullanilan gruba gore anlamli degisiklik
gostermemistir. Ayrica brefeldin A’nin UPR gen ekspresyonu iizerine olan pozitif

etkilerinin LPS ile azaltilabilecegi anlagilmistir.
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SONUCLAR

1)

2)

3)

4)

5)
6)

Gen ekspresyon analizleri i¢in uygun primer-prob dizayni i¢in biyoinformatik
analizler tarafimizca gerceklestirilmistir.

Biyoinformatik analizi yapilan primer-problarla Kantitatif RT-PCR yontemi
kullanilarak gen ekspresyonlari basari ile analiz edilmistir.

Cell ELISA protokolii tarafimizca calismamiza uygun sekilde hazirlanarak
yiizey Grp78 protein ekspresyonu degerlendirilmistir.

Calismada apoptotik etkili olacagt ve UPR gen ekspresyonunu artiracagi
diisiiniilen deksametazonun aksine UPR gen ekspresyonunu azalttigi tespit
edilmistir.

BRFA ile LPS tek basina ve ayn1 anda HEp?2 hiicrelerinde ¢alisilmistir.
Kimyasal saperon olarak kullanilan PBA’nin deksametazonun olusturdugu

etkileri geri ¢evirebildigi gosterilmistir.
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