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Ozet

Tunikamisin proteinlerdeki asparagin gruplarinin N-glikozilasyonunu inhibe etme yetenegi ve endoplazmik retikulum stresini
arttirmasi nedeniyle hicre biyolojisi calismalarinda yogun olarak kullanilan bir antibiyotiktir. Bu calismada tunikamisinin embriyonik
hayatin 17. giind ile 1. ve 3. postnatal giinlere ait fare dalak dokularindaki etkileri, 1) glikozaminoglikan molekiillerindeki degisiklikler,
2) apoptozis ve 3) laminin molekllerindeki degisiklikler olmak Uzere 3 yapisal ve fizyolojik parametre ile arastiriimigtir. Alcian blue-
periyodik asit-Schiff metodu ile kontrol grubuna ait dalak parankiminin karboksillenmis glikozaminoglikanlari icerdigi, ancak bu
molekillerin tunikamisin uygulanan tim gruplarda hafifge azaldigi belirlenmistir. Ote yandan, tunikamisin uygulanan gruplarda
hicreler arasi alanlarin genisledigi gérilmustur. EK olarak, immunoblotting analizler ile gelisen dalak dokularinda laminin
molekdllerinin ekspresyonlarinin tunikamisinin uygulamasiyla azaldigi belirlenmistir. Tunikamisinin apoptotik etkilerini belirlemek icin
TUNEL yéntemi kullaniimig ve gelisen dalak dokularinda apoptotik hiicre sayisinin tunikamisin uygulamasi ile buyuk 6lciide arttigi
gérulmustir. Bu bulgular, hiicre-ekstraselliler matriks etkilesimlerini dizenleyen hiicre digi proteinlerin (6rnegin lamininlerin)
glikozilasyon durumunun ve ekstraselliler matriksin glikozaminoglikan icerigindeki degisimlerin, dalak gelisimi strecinde hicre
fizyolajisini ve morfogenezini belirleyen son derece 6énemli faktérler oldugunu géstermistir.

Anahtar sézciikler: Tunikamisin, Glikozaminoglikan, Laminin, Apoptozis, Dalak
The Effect of Tunicamycin on Embryonic and Newborn Murine Spleen Tissues

Summary

Tunicamycin is an antibiotic that widely used in cell biology for its ability to inhibit N-linked glycosylation of asparagine residues on
proteins and to induce endoplasmic reticulum stress. In the present study, the effects of tunicamycin on murine splenic tissues at
17th embryonic day and 1st and 3rd postnatal days were evaluated with three structural and physiological parameters: 1) alterations
in glycosaminoglycan molecules, 2) apoptosis and 3) alterations in laminin molecules. It was shown that splenic microenvironments of
control groups contain carboxylated glycosaminoglycans, but their content slightly decreased in all tunicamycin treated groups by
alcian blue-periodic acid-Schiff method. On the other hand, there was an increase in the interstitial space among the cells of
tunicamycin treated groups. In addition, it was shown by immunoblotting analyses that expression levels of laminin molecules were
decreased by tunicamycin tratment in developing spleen tissues. In order to determine apoptotic effects of tunicamycin, TUNEL
assay was performed and it was found that the number of apoptotic cells in developing spleen was strongly increased with
tunicamycin treatments. These results suggest that, during the spleen development, the alterations of glycosaminoglycan contents
in the extracellular matrix and the glycosylation status of extracellular glycoproteins (e.g. laminins) that mediate cell-extracellular
matrix interactions are very important factors that seal the fate of cell physiology and morphogenesis.
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GiRisS

Normal morfogenez ve farklilasma sirasinda, sebeke olarak yer alan ECM, kendisi ile etkilesen
hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerinde ¢cok hiicrelerin morfogenezi disinda, hiicre yasami, gocu,

sayida ekstrasellliler matriks (ECM) bileseni rol proliferasyonu ve metabolik faaliyetlerinin diizenlen-
almaktadir *. Tum dokularda kompleks ve dinamik bir  mesinde aktif bir rol oynar . Bu kompleks sebekenin
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molekiiler mimarisini adezyon proteinleri, gesitli
glikoproteinler (6rn. laminin ve kollajen), blylime
faktorleri, kemokinler, sitokinler ve proteoglikanlar
olusturmaktadir 2°.

Lamininler, bazal lamina gibi 6zellesmis ECM’lerin
organizasyonunda rol alan énemli bir glikoprotein
ailesidir °. Farkh doku ekspresyonlari gosterebilen
laminin, yapisal olarak 3 farkli polipeptid zincirinin (a,
B, vy) disilfit baglari ile baglanmasi sonucu olusan,
glikozillenmis bir molekiildiir 2. Bu protein ailesi, hiic-
re adezyonu, gocu ve farklilasmasi gibi cesitli hiicresel
davranislarda rol alirlar °. Lamininler, bu rollerini
basta integrinler olmak Uzere, tip IV kollajen, heparan
sllfat ve entaktin gibi cesitli ECM bilesenleri ile etkile-
serek gerceklestirir £°,

ECM’nin bir diger ana bileseni olan proteoglikanlar,
glikozaminoglikan (GAG) molekdilleri ile kovalent ola-
rak bag yapan ve ¢ok sayida protein ile etkileserek
matriks organizasyonunda, hlicre gocgiinde, hiicreler
arasi etkilesimlerde ve hiicre 6liminde rol alan
kompleks molekillerdir ', Bu molekiller, ECM
disinda, hiicre igi salgi granillerinde, hiicre yiizeyle-
rinde ve bazal membranlarda da bulunabilir 2%,

GAG’lar tekrarlayan disakkarit tnitelerinden olus-
mus dallanma géstermeyen polisakkarit dizileridir.
GAG yapisinda yer alan tekrarlayan disakkarit Gnitelerin-
den bir tanesi cogunlukla silfatlanmis olan bir amino
sekerdir (N-asetilglukozamin ya da N-asetilgalaktozamin).
ikinci seker ise genellikle bir tironik (glukronik ya da
iduronik) asittir. GAG zincirlerinin temel seker omur-
gasinda 6nemsiz farklar bulunurken, daha sonra ger-
ceklesen siilfatlanma, deasetilasyon ve epimerizasyon
modifikasyonlari GAG zincirlerinin farklilasmasini
saglar. Bu olaylar GAG zincirlerinin 6zel aktivitesi icin
onemlidir. Yapilarindaki seker molekillerinde siilfat ve
karboksil gruplari bulundugu icin GAG’lar, negatif yuk-
[G molekilleridir 2?2, GAG’lar yapisal olarak hyaluronik
asit, kondroitin siilfat ve dermatan siilfat, heparin ve
heparan siilfat ve keratan siilfat olmak tizere 4 gruba
ayrilir 2. Hyaluronik asit, diger GAG’larin tersine proteo-
glikan yapisindaki kor proteinine baglanmaz ve morfo-
genez sirasinda doku olusumu ve diizenlenmesi gibi
gorevler Ustlenir 2%,

Tunikamisinler, ¢esitli Streptomyces tirlerinden re-
tilen bir nukleotid antibiyotik grubudur. Bu antibiyo-
tikler kompleks karbohidratlarin sentezinde rol alan
lipid bagli seker ara Grunlerinin olusumunu inhibe
ederler . Okaryotik hiicrelerde tunikamisin,

oligosakkarit zincirlerinin proteinlerdeki asparagin

gruplarina baglanmasinda gerekli olan dolichyl N-
acetylglucosamine disiilfit sentezini inhibe ederek
proteinlerin N-glikozilasyonunu engeller Z*,

Bu calismada, ECM igerigi bakimindan zengin olan
ve hiicre gocu ile hiicreler arasi etkilesimlerin onemli
roller oynadigl dalak dokusunun gelisimsel siirecinde
bir glikozilasyon inhibitéri olan tunikamisinin glikoz-
aminoglikan molekiillerine, laminin glikoproteinlerine
ve apoptotik stirece etkileri arastirilmistir.

MATERYAL ve METOT

Dokularin Elde Edilmesi

Bu calismada Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi
Dekanhgi Deney Hayvanlari Arastirmalari Etik Kurulu'nun
izini (Protokol no: 2006/0038) cercevesinde Balb/c tipi
fareler kullanildi. Vaginal yaymalarinda kornifiye epitel
hiicre gorilen disi fareler 6strus evresinde olarak
degerlendirilip erkek farelerlerle ciftlestirildi. Ertesi
glin, vajinal plak belirlenen fareler hamileligin 0. glini
olarak degerlendirildi. Hamileligin 16. giinlinde ve
dogumdan 24 saat 6nce tunikamisin (Sigma) 150 mM
dekstrozda 0.05 mg/ml seklinde siispanse edilerek tek
doz (1pg/g vucut agirhg olacak sekilde) intraperitonal
olarak verildi. Kontrol amach olarak hamilelere ayni
oranda ve sekilde dekstroz uygulandi. Uygulamadan
24 saat sonra kontrol ve uygulama gruplarina ait Uger
adet 17 ginlik hamile fare ile 1 ve 3 ginlik dérder
adet yeni dogan fare servikal dislokasyon ile 6ldiri-
lerek embriyonik ve yenidogan dalak dokular gikar-
tildi. Cikartilan dokularin bir kismi %10 nétral formalin
ile tespit edildi. Dokular 1 giin fiksasyon sivisinda bek-
letildikten sonra %70’lik alkole alinarak parafine go-
miliinceye kadar 4°C’'de bekletildi. Diger bir kisim doku
ise total protein ekstraksiyonu ve immunoblotting uy-
gulamalari i¢in tartilarak -86°C’lik derin dondurucuya
alindi. 4°C’de bekletilen dokular artan alkol serilerin-
den gecirilerek sudan kurtarildi ve ksilol ile seffaflan-
dirilarak parafine gomildi. Parafin bloklardan mikro-
tom araciligi ile alinan 5 um’luk kesitler polilizin kapli
lamlara (Surgipath) yayildi.

Kritik Elektrolit Konsantrasyonlarinda ve
Farkh pH’larda Alcian Blue (AB) Boyamalari

Alcian blue (AB), glukokonjugatlara 6zgii katyonik bir
boyadir. Bu boya dokular icindeki karboksil, fosfat ve
silfat gruplarina elektrostatik olarak baglanir. GAG'lar
polianyon ozellikteki silfat esterleri ve karboksilik asit
icerdiklerinden AB ile boyanirlar. Baglanma kapasitesi
substratin yiik kapasitesi ile boya sollisyonu icerisinde yer



alan diger bir katyonun (Mg") konsantrasyonu ve pH’si-
na gore degisir. Boya solusyonu igerisindeki elektrolit
konsantrasyonu degistirilerek (kritik elektrolit konsan-
trasyonlari olusturularak) glikozaminoglikanlar gibi
polianyonik bilesikleri belirlemek olasidir (Tablo 1) *.
Tablo 1. AB-PAS'in farkli pH ve elektrolit konsantrasyonlarindaki
boyama ézellikleri

Table 1. Staining patterns of AB-PAS sequences at different
electrolyte concentrations and pH values

Uygulama Reaksiyon Spesifisite Referans
AB pH 5.7 _ SuIEtliqlrlrw|§ G.P ler,
0.025 M MgCls Mavi Karboksillenmis ve 31

’ Silfatlanmis GAG'lar
AB pH 5.7 . . ,
0.3 M MgCl2 Mavi Sulfatlanmis GAG'lar 31
AB pH 2.5 Turkuaz  Asidik ve nétral GC'lar ~ 32-34

GP: glikoprotein, GC: glukokonjugat
GP: glycoprotein, GC: glycoconjugate

Deney ve kontrol gruplarina ait dalak dokularin-
daki glukokonjugatlari belirlemek icin, AB’nun (Alcian
Blue 8GX, Fluka) pH 2.5’daki %1’lik konsantrasyonu ve
sodyum asetat ile tamponlanmis pH 5.7’deki MgCl2’(in
2 farkh konsantrasyonu (%0.1 AB 0.025M MgCl: ve
0.3M MgCl2) kullanildi. Zit boya olarak ise periyodik
asit Schiff kompleksi (PAS) uygulandi (Tablo 1) %3,
Kisaca, rehidratasyon islemi uygulandiktan sonra ke-
sitlerin bir kismi AB’nun pH 5.7 deki 0.025M ve 0.3M
MgClz: konsantrasyonlarinda 18 saat, diger kismi ise
pH 2.5’daki konsantrasyonu ile 30 dak boyandi. Her iki
boyama isleminden sonra kesitler 5 dak periyodik asit
ve karsit boyama icinde 30 dak Schiff’s sollisyonunda
bekletildi. Ardindan kesitler yilikselen alkol serilerin-
den gegirilip, ksilol asamasindan sonra uygun bir ka-
patma malzemesiyle (Entellan®, Merck) kapatilarak
1stk mikroskobunda incelendi.

Dalak Dokularindan Total Protein Ekstraksiyonu

Kontrol ve deney gruplarina ait dalak proteinle-
rinin elektroforezi icin daha 6nceden disekte edilerek
-86°C’de tutulan dokular 3 ml/g olacak sekilde RIPA
Buffer [50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, %1
Nonidet P40 (NP40, Roche Applied Science Cat #
11754599001), %0.5 Na-deoxycholate (Sigma), %1
Sodyum Dodesil Sulfat (SDS, Fluka)] icine alindi ve
homojenize edildi. Homojenizasyondan sonra,
proteolitik enzimleri bloke etmek amaciyla her bir
gram dokuya 30 pl olacak sekilde 10 mg/ml fenil-
metilsulfonil florid (PMSF, Sigma) ve 30 ul proteaz
inhibitor kokteyli (Sigma, Cat # P8340) eklendi ve buz
izerinde 1 saat bekletildi. inkiibasyon isleminden
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sonra dokular 8.000 g’de ve 4°C’de 20 dak santrifij
edildi. Elde edilen sGipernatant tekrar ayni hizda ve
sicaklikta santrifijlendi. Proteinleri iceren ikinci stiper-
natant 20’ser pl'lik hacimlerde -86°C’lik derin dondu-
rucuya kondu.

Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid
Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE, Mini-Protean Il elektroforez sistemi
(Bio-Rad, Cat #165-3301) kullanilarak Laemmli *
yontemine gore yapildi. %4’lik Ust (stacking) ve
%7.5’luk alt (resolving-separating) jel iceren kasetlere
[10.1 cm (G) x 7.3 cm (Y)] her bir 6rnekten 15 ul total
protein ekstrakti yiklendi. Jeller 90 V ve 15 mA’'de 2
saat 5 dak yaratildi ve protein bantlarinin ayristiril-
masi saglandi. Elektroforez sonrasinda protein bant-
larinin yerlerini tespit etmek icin jeller, %0.25’lik
Coomassie Brillant Blue G (CBB) (Sigma) ile boyandi.

immunoblotting

Standart prosediire ¥ uygun olarak proteinler, blotting
nitesi (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell,
Bio-Rad) yardimi ile 0.2 um’lik poliviniliden diflorid
(PVDF) membranlara (Immun-Blot®, Bio-Rad) 100 V
350 mA’de 2 saat transfer edildi. Transferden sonra,
blotlanan proteinleri belirlemek icin membran %0.1’lik
Ponceau-S (Sigma) ile boyandi. Daha sonra membran
Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi-Tween 20 (TBST) tampo-
nunda %5’lik non-fat dried milk (NFDM, Sigma) ile 30
dak bloklandi. Oda sicakhginda iki kez TBST ile yikanan
membranlar TBST ile 1:1000 oraninda diliie edilmis
anti-laminin tavsan poliklonal antikor (Abcam, Cat #
30320) ile 2 saat oda sicakhginda inklbe edildi ve 3
kez 10’ar dak TBST ile yikandi. Ardindan TBST ile
1:1000 oraninda seyreltilmis biyotinlenmis kegi anti-
tavsan polivalan sekonder antikorla (LabVision, Cat #
TP-125-BN) oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Ug
kez 10’ar dak TBST ile yikanan membranlar TBST ile
1:500 oraninda diliie edilmis streptavidin peroksidaz
(LabVision, Cat # TP-125-HR) ile yarim saat oda sicakli-
ginda muamele edildi ve yaklasik 15 dak diaminobenzidin
tetrahidroklorit (DAB) substrat (Roche Applied Science,
Cat # 11718096001) ile inklbe edilerek reaksiyonun
gorunir hale gelmesi saglandi. Bant olusumu gozlen-
dikten sonra reaksiyon ultra saf su ile durduruldu ve
membranlar tarayici ile tarandi.

Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-
dUTP Nick End Labeling (TUNEL) Uygulamasi

TUNEL, apoptotik sirecte endonukleazlarin akti-
vasyonu sonucu meydana gelen yaklasik 180-200 baz
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ciftlik DNA kiriklarini belirlemek igin kullanilan bir
yontemdir. Bu teknik igin In situ Cell Death Detection
Kit (POD Roche Applied Science, Cat # 11684817910)
Uretici firmanin onerileri dogrultusunda kullanildi.
Deney ve kontrol gruplarindan hazirlanarak polilizinli
lamlara alinan kesitler parafinden kurtarmak icin bir
gece 60°C’lik etiivde tutulduktan sonra, 2 kez 30’ar dak
ksilol ile yikandi. Azalan etanol serileri ve rehidratas-
yondan sonra kesitler 2 kez 5 dak fosfat tamponlu tuz ¢6-
zeltisi (PBS) ile yikandi. Enzim ve isaretli nukleotidlerin
DNA kiriklarina ulasmasini kolaylastirmak igin kesitler
oda sicakhiginda proteinaz K (Roche Applied Science,
Cat # 03115836001) ile 20 dak inkiibe edildi ve PBS ile
yikandi. Ardindan, kesitler TUNEL reaksiyon karigimi
[isaretleme sollisyonu + terminal deoksinukleotidil
transferaz (TdT) enzim solGsyonu] (Roche Applied
Science, Cat # 03115836001) 37°C’de 1 saat nem oda-
sinda inklbe edildi ve PBS ile iki kez yikandi. Negatif
kontrol amagli olarak bazi kesitler sadece isaretleme
solusyonu ile muamele edildi. Bu asamadan sonra
tim kesitler converter-POD (Roche Applied Science,
Cat # 03115836001) ile 37°C’de 30 dak inklbe edildi
ve PBS ile iki kez yikandi. Ardindan kesitler DAB sub-
strat (Roche Applied Science, Cat # 11718096001) ile
reaksiyon gorilinceye kadar oda sicakliginda mua-
mele edildi ve PBS ile iki kez yikandi. Karsit boyama
olarak kesitler %0.5’lik metil yesili (Sigma) ile 10 dak
boyandi, distile su ile yikandi ve n-butanol (Riedel de
Haen) ile 30 saniye inkiibe edilerek ksilolden gecirildi.
Daha sonra kesitler uygun bir kapatma malzemesi
(Entellan® Merck) ile kapatilarak 15tk mikroskobunda
incelenmeye alind..

BULGULAR

pH 5.7 0.025 M MgCl2’de Alcian Blue Boyamalari

AB’nin pH 5.7’deki 0.025 M MgCl2 konsantrasyo-
nunda 17 ginlik embriyolarin kontrol gruplarina ait
dalak dokularindaki kirmizi ve beyaz pulpa, sinuzoid
duvarlari ve merkezi arterlerde yogun bir boyanma
gorulmastir (Tablo 2, Sekil 1 a). Yeni doganlara ait
kontrol gruplarinda dalak parankimasi benzer sekilde
yogun olarak boyanirken sinuzoid duvarlarinda boyan-
ma yogunlugu kismen azalmistir (Tablo 2, Sekil 1 b, c).
Uygulama gruplarinda ise hem embriyonik donemde
hem de yeni dogan gruplarinda (6zellikle sinuzoid
duvarlarinda ve merkezi arterlerde), reaksiyon hafif
bir sekilde azalmistir (Tablo 2, Sekil 1 d-f).

pH 5.7 0.3 M MgCl2’de Alcian Blue Boyamalari

Kontrol gruplarina ait dalak dokulari AB’nin pH

5.7’deki 0.3 M MgCl: konsantrasyonunda zayif bir
boyanma gosterirken PAS reaktivitesinde (6zellikle mer-
kezi arter ve sinuzoid duvarlarinda) belirgin bir artis
gozlenmistir (Tablo 2, Sekil 1 g-i). Uygulama grup-
larinda ise embriyonik ve yenidogan dalak dokulari AB
ile bir reaksiyon vermemistir (Tablo 2, Sekil 1 j-I). Bu-
nun yaninda, bu gruplarda goriilen PAS reaksiyonu da
kontrol grubuna goére azalmistir. Kontrol ve uygulama
gruplarina ait embriyonik ve yeni dogan dalak dokula-
rinda, kirmizi pulpada AB’nin bu konsantrasyonuyla
yogun olarak boyanan mast hiicrelerine rastlanmis
(Sekil 1 g-I) ve bu hiicrelerin sayisinin gelisimsel siireg
ile birlikte arttig1 belirlenmistir. Bu hiicreler histolojik
olarak 17 gunlik gruplarda kigilik baloncuklar seklin-
deyken yeni dogan gruplarda granilli yapilar seklinde
goriinmektedir.

pH 2.5’da Alcian Blue Boyamalari

AB’nin pH 2.5’teki konsantrasyonu, kontrol grupla-
rina ait embriyonik ve yeni dogan dalaklarinda oldukga
azalmis bir boyanma goérullrken (Tablo 2, Sekil 1 m-o)
uygulama gruplarinda bir reaksiyona rastlanmamustir.
Buna karsin, sinuzoid duvarlari ve merkezi arterler PAS
ile yogun bir reaksiyon vermistir (Tablo 2, Sekil 1 p-s).
Boyanin bu konsantrasyonunda mast hiicrelerinin bo-
yanmadigi (ya da ¢ok az boyandigi) da belirlenmistir.

Tablo 2. Kontrol ve uygulama gruplarinin embriyonik ve yeni
dogan dalak dokusundaki AB-PAS reaksiyonlart

Table 2. AB-PAS reactions in embriyonic and newborn spleen
tissues from control and application groups

pH5.70.025M pH5.70.3 M

H 2.5
E/YD yasi MgCl2 MgCl2 P
KP BP S KP BP S KP BP S
K ++ ++ T S L _k k%
o e U + + + -% _* % _* _* _*
17 glinlik E K o4 44 4+ g% pE ke Lk ke
U + + + _* _k _kk  _*% _x _*
K 4+ ++ ++  EF % *%  _% _* *%
T U + + + Kk _x % _x  _%
1 giunlik YD K o4 44 s+ sr gF ke Lk x ax
U + + + _* _* _* _* _* _*
K ++ ++ ++ i* i* *% _* _* *%
o U + + + _* _k _kk _% _* _*
3 glinlik YD K 44 4+ 44 4 4F ke ok a
U + + + _* _* _* _* _* _*

-: boyanma yok, +: zayif boyanma, ++: yogun boyanma, +++: ¢ok
yogun boyanma, K: kontrol grubu, U: uygulama grubu, KP: kurmizt
pulpa, BP: beyaz pulpa, S: sinuzoid, E: embriyonik dénem, YD: yeni
dogan, *: PAS reaksiyonu, **: gliclii PAS reaksiyonu

-2 no staining, *: weak staining, +: moderate staining, ++: intense
staining, K: control group, U: application group, KP: red pulp, BP:
white pulp, S: sinusoid, E: embryonic period, YD: newborn, *: PAS
reaction, **: strong PAS reaction
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Sekil 2. Dalak ekstraktlarinda laminin zincirinin immunoblotting
analizleri, kontrol gruplarinda poliklonal anti-laminin antikorunun,
laminin-Blalt lnitesini betimleyen ~ 215 kDa'da reaksiyon verdigini
gostermistir (a, ¢ ve e sttunlari). Buna karsin laminin-B1 alt Gnitesine
karsi olusan reaksiyon, tunikamisin uygulanmis doku ekstraklarinda
buyuk 6lcude azalmistir (b, d ve f sttunlari). a ve b sirasiyla 17
glinlik kontrol ve uygulama gruplari. c: 1 ginlik yeni dogan
kontrol, d: 1 guinlik uygulama, e ve f sirasiyla 3 glinliik yeni dogan
kontrol ve uygulama doku ekstraktlari. Genis spektrumlu molekdiler
kitle protein standardi (Benchmark Broad Range Protein Marker,
Invitrogen Cat # 10747012) sol kisimda yer almaktadir (M)

Fig 2. Inmunoblotting analyses of laminin chain in spleen extracts
indicated that polyclonal antibody against laminin were reacted at
~215 kDa which represents laminin-B1 subunit in control groups
(lanes a, ¢ and e). By contrast, reactivity of laminin-B1 subunit was
strongly decreased in tunicamycin treated tissue extracts (b, d and
f). a and b indicate control and tunicamycin treated embryos from
17" gestational day, respectively. c: control from first post natal day,
d: application tissue from first postnatal day, e and f describe
control and application tissue extracts from 3™ post natal day,
respectively. A set of broad range molecular mass protein standard
(Benchmark Broad Range Protein Marker, Invitrogen Cat #
10747012) indicated on the left (M)

17 giinliik embriyo

Sekil 3. Kontrol (a,c,e) ve uygulama (b,d,f)
gruplarinda TUNEL uygulamalari tunikamisinin
apoptotik hicre (oklar) sayisini arttirdigini
goOstermistir. KP: kirmizi pulpa, BP: beyaz
pulpa. Barlar 30 um. g: negatif kontrol, bar
50 um

1 giinliik YD

Fig 3. TUNEL assays in control (a,c.e) and
application (b,d,f) groups indicated that
tunicamycin induce an increment in
apoptotic cell number (arrows). KP: red pulp,
BP: white pulp. Bars 30 um. g: negative
control, bar 50 um

3 giinliik YD

Negatif kontrol



Laminin immunoblotting Analizi

Yapilan immunoblotting ¢alismalarinda kontrol grup-
larina ait dalak ekstraktlarinda yaklasik 220 kDa’luk
bblgede anti-laminin poliklonal antikoru ile reaksiyon
veren bir bant belirlenmistir (Sekil 2 _a,c ve e siitun-
lari). Biyik olasilikla laminin molekdliiniin 215 kDa’luk
B1 zinciri olan bu bant, 17 giinlik embriyo ve 1 ve 3
glnlik yeni dogan donemlerine ait tunikamisin uygu-
lanmis dokularda biyiik olglide azalmistir (Sekil 2 b,d
ve f siitunlari).

TUNEL Uygulamasi

Apoptotik hiicreleri belirlemek igin yapilan TUNEL
uygulamalarinda embriyolara ait kontrol gruplarinda
az sayida apoptotik hiicreye rastlanirken bu sayinin yeni
dogan gruplarinda 6zellikle 3 giinlik yeni dogan gru-
bunda arttig1 gozlenmistir (Sekil 3 a, ¢, e). Uygulama
grubunda ise apoptotik hiicre sayisinda énemli bir ar-
tis goralmustar. Bu artisin ozellikle yeni dogan grupla-
rinda daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 3 b, d, f).

TARTISMA ve SONUC

Periferal bir lenfoid organ olarak dalak immunolojik
yanitta onemli gorevler Ustlenmektedir. Dalak cesitli
ECM molekullerinden olusmus zengin bir retikller ag
yapisi icerir. ECM, dokularin ve htcrelerin yapisal
batinligind, hiicrelerin morfogenezini, goclni, pro-
liferasyonunu, yasayabilirligini ve metabolik fonk-
siyonlarini diizenleyen dinamik bir ortamdir *. ECM,
bu fonksiyonlarini yapisal bilesenleri (glikoproteinler,
proteoglikanlar, bazi diizenleyici molekdller) ile gercek-
lestirir . Bu calismada bir N-glikozilasyon inhibitori
olan tunikamisinin ECM bilesenlerinden glikozamino-
glikanlar ve laminin molekdilleri tizerine etkileri embri-
yonik ve yeni dogan fare dalak dokularinda arastiriimistir.

AB-PAS uygulamalarinda incelenen tiim kontrol
donemlerine ait dalak dokularinda AB’nun 0.025 M
MgCl2 konsantrasyonu ile yogun olarak boyandigi,
buna karsin, boyanin 0.3 M’lik konsantrasyonu ile pH
2.5’luk solusyonda zayif bir reaksiyon gbéze carpmak-
tadir. AB’nin farkli konsantrasyonlari ve pH aralikla-
rinda kontrol gruplarindaki farkli boyanma ozellikleri,
dalak parankimasinda 6zellikle karboksillenmis
GAG’larin (6rnegin hyaluronik asit) yogun olarak
bulundugunu, bunun yaninda sulfatlanmis ve/veya
asidik GAG’larin ya da diger glukokonjugatlarin da
zayIf olarak yer alabilecegini géstermistir. Tunikamisin
uygulanan grupta ise incelenen tim dénemlerde AB
0.025 M MgClz reaksiyonu oOzellikle merkezi arterlerde
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ve sinuzoid duvarlarinda hafif bir azalma gosterirken
0.3 M’lik ve pH 2.5’luk konsantrasyonlarda boya reak-
siyonu tamamen kaybolmustur. Bu sonug, tunikamisi-
nin dalak parankimasinda karboksillenmis GAG’larin
hafif bir sekilde azalmasina neden olurken silfatlan-
mis ve/veya karboksillenmis GAG’larin ya da gluko-
konjugatlarin ekspresyonlarini blylk 6l¢iide azalt-
tigin1 dislindtrmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda
tunikamisinin epidermal hiicre yizeyi ile iliskili gluko-
konjugatlarin sentezinin etkiledigi ® ve glikozamino-
glikan zincirlerinin uzamasini ve siilfatlanmasini inhibe
ettigi ¥ belirlenmistir. Ote yandan, tunikamisinin siil-
fatlanmis korneal ¥ ve epidermal ¥ GAG'larin sente-
zini inhibe ederken hyaluronik asit lizerine bir etkisi
olmadigi rapor edilmistir. Stilfatlanmis GAG sentezinin
tunikamisin araciligi ile inhibisyonu konusundaki bil-
giler yeterli degildir. Tunikamisinin bu inhibitor etki-
sinin N-bagh oligosakkarit sentezi inhibisyonu yoluyla
proteoglikan kor protein “havuzunu” azalttig1 diisu-
nilmektedir ¥. Yapilan bu galismalar, tunikamisinin
etkisi ile ozellikle bazal tabakalar iceren (sinuzoid ve
damar duvarlari gibi) kisimlarda bir azalma olmasi
mevcut literatir bulgularini desteklemektedir. Fotal
gelisim sirasinda sulfatlanmis bir GAG olan heparin
iceren mast hiicrelerinin dalak, karaciger ve deride
bulundugu bilinmektedir *. Uygulama gruplarina ait
dalak dokularinda mast hiicrelerinin 0.3 M MgCl: kon-
satrasyonlarindaki AB ile reaksiyon vermesi tunika-
misinin heparin biyosentezi lizerine inhibitor bir etki-
sinin olmadigini distiindlrmustar.

Dalak, lenf diigimi ve bademcikler gibi immuno-
lojik savunma merkezleri olarak gorev yapan lenfoid
organlarda laminin, kollajen ve fibronektin gibi cesitli
ECM bilesenlerinin bulundugu bilinmektedir *. Yapi-
lan ¢alismalarla laminin zincirlerinin gelisimsel slrecte
temel bir rol oynadigi ve bu zincirlerden bazilarinin
eksikliginde bazal membranin sekillenemedigi **, kas
gelisiminin tam olarak saglanamadigi ¥, iskelet, kas ve
sinir sisteminde, deride, mukozada, kan damarlarinda
cesitli hasarlarin ortaya ciktigi gériilmustir. Ote yan-
dan, laminin molekillnin lenfositler ile antijen sunan
hiicreler arasindaki hiicre-hiicre etkilesimlerini diizen-
ledigi ve bu nedenle lenfoid organlarda immunolojik
fonksiyonlarin gerceklesmesinde 6nemli bir rol stlen-
digi 6ne strilmistir ¥. Dalak dokusunda laminin sen-
tezine bazal laminada, beyaz pulpanin retikiler fibril-
leri ve marjinal sinisln retikiler matriksinde, damar
benzeri yapilarin cevresinde diiz kas hiicrelerinde ve
kirmizi pulpanin retikiiler aginda rastlanmigstir 2,
Yogun olarak glikozillenmis bir molekil olan lamininin
karbohidrat igeriginin biyolojik 6nemi henliz tam anla-
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silabilmis degildir. Tunikamisinin N-bagl glikozilasyonu
bloke etmesinin %2 disinda laminin sentezini ve gliko-
zilasyonunu, bu nedenle laminin sekresyonunu énem-
li oranlarda azalttigi belirtilmistir ***. Benzer sekilde
bizim laminin blotting ¢alismalarimizda tunikamisinin
dalak dokularinda laminin miktarini azalttigi goral-
mektedir. Daha onceki bulgulara #2 uygun olarak Tuni-
kamisinin protein glikozilasyonu tizerine inhibitor bir
etki gostermesi sonucu hiicreler arasi alanda bir genis-
leme ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum, laminin sentez ya
da glikozilasyonunda belirledigimiz bu degisikliklerin
hiicre-hiicre ya da hiicre-ECM etkilesimlerinde gliko-
proteinlerin 6nemini bir kez daha ortaya koymaktadir.

Apoptozis, yetiskin dokularinda ve fotal hayat sira-
sinda, embriyonik donemde organ sekillenmesi, hiicre
sayisinin kontroll, uygun olmayan ya da hasar gérmus
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi, immun sistemin geli-
simi ve fonksiyon gostermesi gibi ¢ok farkli fizyolojik
islemlerin gerceklestirilmesinde blyik énem tasiyan
bir 6lum cesididir 2, Hicresel olarak, endoplazmik
retikulum (ER), apoptotik sinyallerin strdirilmesinde
anahtar role sahip bir organeldir ¥. ER, serbest Ca*
iyonlarin deposu olarak Ca™ homeostazisinde énemli
rol oynar. Programlanmis hiicre 6liminde Ca*un
ER’dan mitokondriye transferi icin bazi apoptotik uya-
rilar gerekirken, bazi apoptotik sinyallerde ER’'un Ca*
kapilari Gizerine etki etmektedir *. Daha 6nce yapilan
calismalarda kaspaz 12'nin ER-baskilanmasi aracilig
ile gerceklesen apoptoziste 6nemli bir mediator ol-
dugu vurgulanmistir *%, Tunikamisinin N-bagh gliko-
zilasyonu bloke ederek ER baskilanmasini arttirdigi &
ve uzun slreli tunikamisin uygulamalarinin ER-memb-
ranindaki kaspaz-12’nin aktivasyonunu uyararak apo-
ptozisi indlkledigi # ve glikozilasyon inhibisyonu ile
apoptozis arasinda direkt bir iliski oldugu rapor edil-
mistir %, TUNEL ile yaptigimiz ¢alismalarda, tunika-
misin uygulanan gruplarda apoptotik hiicre sayilarin-
da blylik oranda artis gézlemlenmistir. Tunikamisinin
dalak dokularindaki hiicrelerde ER baskilanmasini art-
tirmalarinin yaninda laminin molekillerinin glikozilas-
yonunu ortadan kaldirarak ECM bilesiminde degisiklik
yaptigi ve hiicreleri apoptozise gonderdigi dustnile-
bilir. Ornegin, epitelyal hiicreler ECM ile kontaktlarini
yitirdiklerinde apoptozise gitmektedirler *%. Boyle
ECM ile hiicre arasinda eksik yada uygunsuz adez-
yon sonucu ortaya ¢ikan apoptozise anoikis (Antik
Yunanca’da evsizlik) adi verilmistir ®. Anoikis mekaniz-
masinin ECM en 6nemli reseptorleri olan integrinlerin
olusturdugu sinyaller tarafindan yonlendirildigi 6ne
siirtilmektedir . integrinlere baglanabilen laminin
molekdillerinin hicreleri anoikis’ten korudugu % ve

laminin molektllerinin baskilanmasinin € ya da
laminince zengin matriksin haraplanmasinin hiicreleri
anoikis’e gétlrdigi saptanmistir &7,

Genel sonuc olarak, gelisimsel strecte ECM bile-
senlerinin glikozilasyon durumu hicre-hicre ve
hiicre-ECM etkilesimlerinin diizenlenmesinde biyuk
dnem tagimaktadir. Ote yandan, glikozilasyon degi-
simlerinin ve/veya eksikliklerinin dalak dokusu lze-
rinde apoptotik etkiler yaptigi ve bu apoptotik etkinin
olusumunda hiicreler ile laminin ve GAG'lar gibi ECM
bilesenleri arasindaki etkilesimlerin dizenleyici bir rol
oynadigi sdylenebilir.
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