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Tezin Bash@i: Salubrinalin In Vitro Is1 Stresi Olusturulmus Spermatogenik
Hiicrelerde ER Stres Yolagi Uzerine Etkisi

Ogrencinin Adi: Suna KARADENIZ SAYGILI

Damismani: Prof. Dr. M. Kemal OZBILGIN

Anabilim Dal: Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali

1.  OZET
Amag: Deneysel olarak in vitro 1s1 stresi modeli (ISM) olusturulmus Spermatogenik

hiicrelerde Salubrinalin (SAL) endoplazmik retikulum (ER) stresi {iizerinde
etkinliginin arastirilmas1 amaclanmustir.

Gerec ve Yontem: Calismada fare spermatogonyum (GC1) ve fare spermatosit (GC2)
hiicre hatlar1 kullanildi. SAL’ 1 IC50 dozu MTT yo6ntemi ile hesaplandi. Her bir hiicre
kontrol grubu (GCI1-K, GC2-K), SAL grubu (GC1-SAL, GC2-SAL), ISM grubu
(GCI1-ISM, GC2-ISM) ve hem ISM hem SAL grubu (GC1-ISMSAL, GC2-ISMSAL)
olmak iizere 4 alt gruba ayrildi. Kontrol grubu hiicreler standart kiiltiir kosullarinda
inkiibe edildi. ISM olusturulan gruplar 43°C sicaklikta 60 dk. inkiibe edildi. SAL
uygulamasi yapilan gruplarda 20 uM SAL igeren besiyerinde 24 saat inkiibasyon
gerceklestirildi. Deney sonrasinda tiim gruplarda p-PERK, ATF6, GRP78, p-IRE1a,
p-elF2a, HSP70 belirtecleri ile immiinfloresan boyama analizi yapildi. Ayrica tim
deney gruplarinda GRP78, PERK ve elF2a mRNA seviyeleri qRT- PCR yontemi ile
ol¢iildii.

Bulgular: ISM modelinin hiicreler iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu goriildii.
ISM olusturulmus gruplarda tiim belirteglerin immiinoreaktivitelerinin artmis oldugu,
bu hiicrelerde ER stresi meydana geldiginin bir gostergesi olarak kabul edildi. SAL
uygulamasinin ER stresini azaltmis oldugu tespit edildi. GRP78, PERK ve elF2a
mRNA seviyelerinin ISM uygulanan gruplarda artmis oldugu bulundu. SAL
uygulanan gruplarda mRNA seviyelerinde azalma olmasina ragmen istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmada.

Sonuglar: Bu bulgular 15181nda, spermatogenik hiicrelerde 1s1 stresinin, ER stresini
tetikledigi ve SAL’1n bu stres belirtegleri iizerinde etkin oldugu diistintildi. Yapilacak
ileri molekiiler analizlerle spermatogenik hiicrelerde 1s1 stresinde ER kaynakli stres
mekanizmalariin arastirilmasi terdpatik stratejiler agcisindan 6nem kazanacaktir.
Anahtar Kelimeler: Spermatogenez, GCI1, GC2, Salubrinal, hiicre kiiltiiri,

endoplazmik retikulum, Is1 Stresi.



Title: The Effect of Salubrinal On ER Stress Pathway in Heat-Stressed
Spermatogonial Cells in Vitro

Student’s Name: Suna KARADENIZ SAYGILI

Supervisor: Prof. Dr. M. Kemal OZBILGIN

Department: Histology and Embryology

2. ABSTRACT

Aim: It was aimed to investigate the effect of SAL on endoplasmic reticulum (ER)
stress on experimental in vitro heat stress model (HSM) of spermatogenic cells.
Materials and Methods: In the study Mouse spermatogonium (GCl) and
spermatocyte (GC2) cell lines were used. IC50 dose of SAL were calculated via MTT
assay. Each cell lines were separated into 4 different groups which are; control (GC1-
C, GC2-C), SAL treated (GCI-SAL, GC2-SAL), HSM experimental model (GC1-
HSM, GC2-HSM) and SAL treated HSM model (GC1-HSMSAL, GC2-HSMSAL).
Control cells were incubated under standard culture conditions. HSM model group
cells were incubated under 43°C for 60 minutes. In the SAL group, cells were
incubated with 20 pM SAL containing culture medium for 24 hours. After the
experiments, all groups were stained with immiinoflorescence probes of p-PERK,
ATF6, GRP78, p-IREla, p-elF2a, HSP70 antibodies. Moreover, mRNA levels of
GRP78, PERK, elF2a were evaluated with qRT-PCR.

Results: It was observed that HSM model has cytotoxicity. In the experimental model
of HSM cells, all the markers showed elevated levels of immiinoreactivity, that they
were agreed upon to have ER stress. With the treatment of SAL, decreased levels of
ER stress detected. GRP78, PERK and elF2o mRNA levels were upregulated in the
HSM model group. Even though there was a downregulation following SAL treatment,
the difference was not statistically significant.

Conclusions: In the view of such findings, it was thought that heat stress triggered ER
stress on spermatogenic cells, and SAL has effect on these markers. Studies of ER-
related stress mechanisms on spermatogenic cells will be important for the
therapeutical strategies with the forthcoming advanced molecular analyses.

Key words: Spermatogenesis, GC1, GC2, Salubrinal, Cell culture, Endoplasmic

Reticulum, Heat stress.



3. GIRIS ve AMAC

Spermatogenez, mitoz, mayoz ve spermiyogenez adi verilen proliferasyon ve
farklilagsma agamalarina i¢eren erkek germ hiicre gelisim siirecidir. Endojen ve ekzojen
biyolojik, fizyolojik ve cevresel faktorler bu siireci etkilemektedir (Kerr 2006).
Memelilerde testislerde meydana gelen spermatogenez siireci viicut 1sisindan daha
diistik bir 1s1da meydana gelmektedir (Danno ve ark. 2000). Erkeklerde, yiiksek 1s1ya
maruz kalma fertilite {izerinde ciddi zararlh bir etkiye sahip olmanin yani sira, infertilite
icin 6nemli bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (Thonneau ve ark. 1998).
Anormal bir 1s1 artigina maruz kalan spermatogenik hiicrelerde artmig DNA hasar,
apoptoz goriilmekle birlikte bu siire¢lerin altinda yatan molekiiler ve hiicresel olaylar
zinciri heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (Kim ve ark. 2013).

Endoplazmik retikulum (ER) hiicre metabolizmasi, canliginin devam ettirilmesi
ve gelisim asamalarinda 6nemli fonksiyonlara sahip organellerden birisidir (Kim ve
ark. 2008). Membran proteinleri ve hormon, biiylime faktorleri gibi salgilanan
proteinlerin sentezi, katlanmasi, uygun yapida katlanip katlanmadiginin kontroliiniin
yapilmasinda 6nemli rollere sahiptir (Burman ve ark 2018). ER fonksiyonlarinin
intraseliiler veya ekstraseliiler etkenler nedeniyle bozulmasi ER stresi olarak
adlandirilmaktadir (Mori 2000). Is1 yiiksekligi, hiicrede ER stresine sebep olan
cevresel faktorlerden birisidir ( Liu ve ark. 2012). ER stresi, endoplazmik retikulumda
katlanmamis veya yanlis katlanmis protein birikimine neden olur ve bu da hiicresel
aktivitenin bozulmasina neden olmaktadir.

Hiicreler, uzamig ER stres kosullarinda Yanlhis Katlanmis Protein Cevabi
(Unfolded Protein Response, UPR) ad1 verilen bir koruma mekanizmasini harekete
gecirir bu kosullar altinda hayatta kalma miicadelesi verir. Memelilerde UPR sinyal
yolagi, ER-membranina bagli 3 transmembran sensor proteini araciligiyla baslatilir.
Bunlar IRE1 alfa (inositol-requiring kinase 1 alfa), PERK (protein kinase-like ER
kinase) ve ATF6 (activating transcription factor 6) dir. Normal kosullar altinda sensor
proteinlerin luminal kisimlar1 bir ER saperon protein olan GRP78 bagli haldeyken,
stres kosullarinda ayrilma gergeklesir (Ron ve Walter 2007). Uzamis UPR cevabinda
ER homeostasisi bozulur, hiicre stres ile bag edemez ve 6liim mekanizmalar aktiflesir

(Tabas ve Ron 2011).



GRP78, HSP70 (1s1 sok protein 70) ailesinin iiyesi olan ATPaz’ dir. Saperon
protein GRP78 yeni sentezlenen polipeptitlerin ER membran1 boyunca
translokasyonu, yanlis katlanmis proteinleri hedef alan ER ile iligkilendirilmis
degredasyon (ERAD), kalsiyum homeostazisinin diizenlenmesi gibi birgok
hiicresel siirecte gorev almaktadir (Bertolotti ve ark. 2000; Liu ve ark. 2003).

ATF6, temel 16sin fermuar proteini (bZIP) iceren bir transkripsiyon faktorii
ve tip II ER transmembran proteinidir. Yanlis katlanmis proteinlerin birikimine
cevap olarak ER'de, glucose-regulated protein 78 (GRP78) olarak da bilinen bir
ER chaperonu olan immiinoglobulin baglayici protein (BiP), ATF6 den ayrilir ve
yanlis katlanmis proteinle ATF6 ile etkilesime girer. En son c¢ekirdege
translokalize olan ATF6 ERAD yolagmin ve UPR hedef genlerininin
transkripsiyonun indiiklenmesini saglar (Chen ve ark. 2002; Kadowaki ve
Nishitoh 2013; Yamamoto ve ark. 2007).

IREla, C-terminal sitosolik domaininde serin / treonin kinaz aktivitesi ve
endoriboniikleaz (RNase) aktivitesi olan tip I ER transmembran proteinidir.
Hiicrede meydana gelen ER stresi sonucunda oligomerizasyona ve
otofosforilasyona ugrayarak ERAD yolaginin ve UPR hedef genlerininin
transkripsiyonun diizenlenmesini saglar (Lee ve ark. 2005; Papa ve ark. 2003).

PERK, C-terminal sitosolik alaninda serin / treonin kinaz aktivitesine sahip
olan ve luminal domain N-terminalinde yanlis katlanmis proteinlerin birikimini
tantyan tip I ER transmembran proteinidir ve elF2a kinaz 3 (elF2aK3) geni
kodlamaktadir. ER stresi kosullarinda UPR sinyal yolaginda protein
translasyonunu azaltarak ER yeni girecek protein miktarinin diigmesini
saglamaktadir (Harding ve ark. 2000; Harding ve Ron 1999; Ron 2002).

elF2a insanda EIF2S1 geni tarafindan kodlanan eukaryotic Translational
Initiation Factor 2 subunit 1 (eIF2a) proteini, baslatic1 tRNA'nin (Met-tRNAiMet)
40S ribozomal alt birimlerine baglanmasini saglayarak, hiicrede gerceklesecek
olan protein sentezi baglama basamagini katalize eder (Cnop ve ark. 2007).

SAL protein fosfataz 1'i (PP1) inhibe ederek Okaryotik Translasyon Baslatma
Faktorii 2 Alfa (EIF2a). Fosforilasyonunu baskilamak i¢in kullanilan ve ER stres
baskilayici olarak bilinen kimyasal bir bilesiktir (Boyce ve ark. 2005; Fullwood
ve ark. 2012).

Bu ¢alismada SAL’1n in vitro ISM olusturulmus spermatogenik hiicrelerde

ER stress sensor proteinleri lizerine etkisinin incelemesi amaglanmustir.
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4. GENEL BILGILER

4.1. GAMETOGENEZ

Trilyonlarca hiicrenin sekronize bir sekilde uyum ig¢inde yasadigi organizma,
aslinda haploid yapida olan olgun disi lireme hiicresi ovumun; erkek lireme hiicresi
sperm tarafindan déllenmesi sonucu olusur. Iki haploid karakterdeki hiicrenin genetik
materyali birleserek son derecede 6zellesmis diploid yapidaki totipotent bir hiicre olan
zigotu meydana getirirler. Zigot hiicre béltinmesi, hiicre gogii, hiicre farklilagmasi ve
biiylime sonucunda organizma haline doniisiir (Moore ve Persaud 2004).

Gelismis bir organizmada meydana gelen ve tiirlin devamliligini saglamada kilit
rol oynayan gametogenez (Sekil 1) 6zellesmis tireme hiicreleri olan sperm ve oositin
olusum ve gelisim siirecidir. Bu olay sirasinda erkek ve disi bireyde bulunan
spermatogonyum ve oogonium (Ureme Kok Hiicreleri) mayoz boliinme gegirerek
kromozom setlerinin sayisin1 yaritya indirerek haploid yapida sperm ve ovumu

olustururlar (Moore ve Persaud 2004).
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4.1.1. Primordiyal Germ Hiicreleri



Spermatogonyumlar postnatal testiste Primordiyal Germ Hiicrelerinden
(PGH) farklanan gonositlerden kdken almaktadirlar. Embriyonik donem yaklasik
altt bucuk giinde farklanmaya baslayan bu hiicreler alkalen fosfataz pozitif
hiicrelerdir  (Ginsburg ve ark. 1990). PGH‘lerin farklilagma siireci
ekstraembriyonik ektodermden BMP4 ve BMP8b'nin ekspresyonuna baglidir
(Lawson ve ark. 1999). Embriyonik donem sekiz buguk ve 12. giinler arasinda
arka barsagin invaginasyonu ile pasif olarak farklilagmamis gonadlara dogru go¢
hareketi baslamaktadir (Bendel-Stenzel ve ark. 1998) (Sekil 2). Ilk olarak pasif
baslayan ve sonrasinda aktif olarak devam eden go¢ olayinda tirozin kinaz
reseptori olan c-kit ve ligand1 Kok Hiicre Faktorii (SCF) oldukga 6nemli bir role
sahiptir. Yaklasik embriyonik dénem 13,5 giinde erkek gonadina ulasan PGH
gonosit adim1 alir ve genital epitel prekiirsor hiicreleri tarafindan olusturulan
testikiiler kord ile g¢evrelenir. Gonositler mitotik- prospermatogonyum, T1-
prospermatogonyum ve T2-propsermatogonyum olmak iizere {i¢ alt popiilasyon
seklinde karakterizedir (McCarrey 1993). M-prospermatogonyumlar, testis
kordonlarinin merkezinde ve bazal membrandan uzakta lokalizedir. Embriyonik
16,5 giine kadar olan siirecte T1-prospermatogonyuma doniisiim asamasina kadar
prolifere olarak hizla ¢cogalirlar (T6honen ve ark 2003). Dogumdan yaklasik bir
hafta sonra silirece kadar proliferasyonlarini  devem ettirerek  T2-
prospermatogonyum adini alirlar ve bazal membran iizerine oturmus halde
bulunurlar (Clermont ve Perey 1957).

Bazal membran iizerinde bulunan T2-prospermatogonyumlar spermatogenez
stirecini baglatan hiicrelerdir ve ayni zamanda postpubertal yasam boyunca
spermatogenezinin devamliligini saglayan ilk Spermatogonyal Kok Hiicre (SKH)

havuzunu olustururlar (Clermont ve Perey 1957).
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4.2. SPERMATOGENEZ

Erkek iireme sistemi testislerden, genital bosaltim kanallarindan, aksesuar cinsiyet
bezlerinden ve penisten olugmaktadir. Bu sistemin gorevi haploid sperm iiretiminin
gerceklestirilmesi ve erkek seks hormonlarinin iiretiminin ve salgilanmasinin
yapilmasidir (Kierszenbaum ve Tres 2002).

Testislerde spermatogenez oldukca karmasik ve kompleks bir siire¢ olarak
meydana gelmektedir. Farelerde dogumla beraber gonadotropinlerin seviyelerinin
artmasinin etkisiyle baslar ve yagsam boyunca devam eder (Ross ve Pawlina 2017).

Spermatogenez erkek tireme kok hiicresi olan spermatogoniumlarin olgun sperme
donilismesi sirasinda meydana gelen siirectir. Fetal ve postnatal donemde primordial
germ hiicrelerinden kdken alan spermatogonyalar testis seminifer tiibiillerinde inaktif
olarak bulunur.

Spermatogenez tlireme fonksiyonunun devamliligini saglayacak spermatogenik
kok hiicre popiilasyonun mitozunun ger¢eklestirildigi spermatogonyal faz, dollenmeyi
saglayacak olan gametin olusturulmasim1  saglayan mayoz  bdliinmenin
gercgeklestirildigi spermatosit fazi ve mayoz sonucu olusmus olan spermatidin bir dizi
morfolojik degisikliler gecirdigi spermiyogenez adi verilen siiregleri kapsar. Bu

siirecin sonunda ise spermiasyon adi verilen bir islemle yiiksek diizeyde organize



olmus spermin sertoli hiicrelerinden ayrilarak seminifer tiibiil liimenine saliverilir

(Griswold 2015).

4.2.1. Spermatogonyal Faz

Bu fazda bazal membran tabanina oturmus olan spermatogonyumlar ¢ok
sayida boliinme gegirirler ve histolojik kesitlerde niikleer farklilik sergileyen
spermatogonyal alt hiicre gruplarini olustururlar (Phillips ve ark. 2010).
Spermatogonyumlar Tip A, Intermediyet ve Tip B olmak iizere ii¢ smifa ayrilir.
Tip A spermatogonyum farklilasmamis spermatogonyumdur ve A single olarakta
isimlendirilir (De roo1j ve russell 2000). Tip A spermatogonyumlar mitotik
aktivite sonucunda kendilerini yenilerken bir taraftan sitoplazmik kopriiler ile
birbirleriyle baglant1 halinde bulunan A paired (Apr) ve A aligned (Aal) tip
spermatogonyum altsoylarni olusturmaktadirlar (Zhou ve Griswold 2008).
Hiicreler arasinda bulunan sitoplazmik kopriilerin mRNA ve protein hareketine
olanak sagladig bilinmektedir (Kerr 2006). Bu hiicrelerin tiimii “farklilagsmamis”
spermatogonyum olarak kabul edilirken, Apr ve Aal hiicreleri, germ hiicre
farklilagmasina giden yolda bulunur ve transit cogaltict progenitor hiicreler olarak
kabul edilir (De Rooij ve Griswold 2012). Aal hiicrelerin ¢ogu herhangi bir hiicre
boliinmesi olmadan farklilagmis spermatogonyum olan Al spermatogonyuma
dontsiir. Aal'in Al spermatogonyuma gecisine takiben A2, A3, A4, In ve B
spermatogonyum olusturmak {izere bes senkronize hiicre boliinmesi meydana
gelir ve son bir mitoz sonucunda ise preleptoten spermatositler olusur (de Rooij
2001). Olusan preleptoten primer spermatositler spermatosit fazi olarakta
adlandirilan mayoz boliinmenin gergeklestigi stirece dahil olur (L. Russell 1990).
Spermatogonyumlar bazal membran ile baglantihidir. Hiicresel farklilagma
stirecinde bu fiziksel baglant1 azalir ve preleptoten spermatogonyumlarin bazal

membranla baglantis1 tamamen kopar (Kerr 2006) (Sekil 3).
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4.2.2. Spermatosit fazi

Spermatosit fazinda primer spermatositler mayoz boliinme gegirerek kromozom
sayisini ve DNA miktarini yariya indirir. Bu faz sonucunda haploid sayida kromozom
tagtyan dort tane spermatid olusur (Ross ve Pawlina 2017). Mayotik profaz leptoten,
zigoten,pakiten, diploten ve diakinez olmak iizere bes sathadan meydana gelir.
Leptoten fazinda ipliksi halde gozlemlenen kromozomlar olugmaya baglar. Zigoten
fazina gecildiginde homolog kromozomlarin eslestigi ve kalinlastigi goriiliir ve
sineptonemal kompleks olusumunun basladigi gozlenir. Pakiten fazi homolog
kromozomlarin sinaps yapisini olusturdugu sineptonemal kompleks olusumunun

tamamlandig1 evredir. Rekombinasyonun meydana geldigi pakiten fazindan sonraki



evre olan diploten safhasi rekombinasyon varligi, kiazmata bolgelerinin
goriinebildigi, Sineptonemal kompleksin birbirinden ayrilmaya baglamasi ile
karakterizedir. Mayoz boliinme Profaz I agamasi diyakinezle son bulur, bu evrede
kromatin agin iist diizeyde kondanse oldugu ve kiazma bolgelerinin ayrilmaya
olanak saglamasi agisindan serbest hale gelmesi ile karakterizedir. Profaz
asamasinda takiben meydana gelen metafaz asamasinda homolog kromozomlar ig
ipliklerine tutunur, anafaz asamasinda zit kutuplara g¢ekilir. Telofaz evresinde
haploid kromozom seti igeren ve sitoplazmik koprii vasitasiyla birbiriyle baglanti
halinde olan iki kardes hiicre meydana gelir (Nunes ve ark. 2017). Birinci
mayozun tamamlanmasi sonucunda sekonder spermatositler olusur. Mayoz II
evresi ¢ok hizli meydana geldiginden olusan bu hiicreler histolojik kesitlerde ¢ok
fark edilmemekle birlikte kisa dmiirliidiir. Mayoz II tipik bir mitoz boliinme evresi
Ozelliklerini gostermekle birlikte boliinme sonucunda haploid kromozom setine

sahip 4 adet spermatid hiicresi meydana gelir (de Kretser ve ark. 1998) (Sekil 4).
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4.2.3. Spermiyogenez

Ikinci mayoz boliinme sonrasi olusan spermatidlerin morfolojik ve fonksiyonel
degisimler sonrasi oldukca 6zellesmis bir hiicre tipi olan spermatozoayi olusturma
siirecine spermiyogenez adi verilir. Spermiyogenez siireci essiz olmakla birlikte
oldukga sekronize bir sekilde meydana gelen siiregtir. Akrozom olusumu, ¢ekirdek
yogunlagmasi ve uzama, kuyruk (flagellum) gelisimi, sitoplazmanin yeniden
organizasyonu ve spermiyasyon spermiyogenezde meydana gelen olaylar zinciridir.
Akrozom olusumu esnasinda golgi kompleksinin sisternalar1 proakrozomal graniilleri
olustururlar. Proakrozomal graniiller birleserek akrozomal vezikiili meydana
getirirler. Sonugcta ¢ekirdegin apikaline gé¢ ederek cekirdegi ¢cevreleyen bir akrozom
sistemini olustururlar (Russell ve ark. 1993).

Cekirdegin yogunlagmasi ve uzamasi sirasinda kromatin kademeli bir sekilde
kondenze olur ve sekil degistirir. Bu degisim siirecinde histonlar, protaminler ve bu
iki protein arasinda gecisi saglayan transizyon proteinleri gorev almaktadir. Bu
degisim siireci sonrasinda sperm DNA’s1 normal bir somatik hiicrenin 1/20 ‘si kadar
sik1 bir sekilde paketlenir (Balhorn ve ark. 1999).

Kuyruk gelisimi sirasinda sentriyol ¢ifti akrozom kutbunun zit yonii olan
niikleusun arka kismina go¢ ederler. Sentriyollerden bir tanesi 1sinsal diizenleme ile
kuyrugun 9+2 mikrotiibiil yapisindaki aksonem kismini olustururken diger sentriyol
kuyrugu c¢ekirdege baglayan kismi meydana getirir. Kuyruk gelisimi aksesuar
kisimlarin katilimina takiben esas, orta ve son parca yapilarinin olusumuyla
tamamlanir (Fawcett 1975).

Spermatidlerin yeniden sekillenmesinin son fazinda fazla sitoplazmik kisimlarin
atilmasi ile olgun spermatozoon olusur. Rezidiiel cisimcik olarak adlandirilan fazla
sitoplazmik kisimlar sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilirler (Ross ve Pawlina
2017).

Spermiyogenez fazinin sonuna dogru uzamis spermatidler sertoli hiicreleri ile
yapmis oldugu hiicre-hiicre baglantilarin1 kaybeder ve seminifer tiibiil liimenine
salinmasi1 olayna spermiasyon adi verilir. Testisteki spermiasyon hizi ejekulatta

bulunan sperm sayisi ile dogru orantilidir (Kierszenbaum ve Tres 2002) (Sekil 5).
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4.2.4. Olgun Sperm Yapisi

Olgunlagmis olan sperm bas ve kuyruk olmak tizere iki kisitmdan meydana
gelmektedir. Bas kisminda ¢ekirdegin anteriyor tigte ikilik boliimiinii saran
akrozom ve sikica paketlenmis kromatine sahip yassi bir ¢ekirdek bulunur.
Kuyruk kismi boyun, orta parga, esas parca ve son parc¢a olmak iizere dort kisma
ayrilir. Boyun kismi bir ¢ift sentriyol ve kaba fiberlerin baslangi¢c kisimlarini
icerirken orta parca mitokondrionlar1 igermektedir. Orta parcada bulunan
mitokondriyonlar sarmal dizilim gdstermekte ve sperm hareketi sirasinda gerekli
enerjiyi saglamaktan sorumludur. Esas parca kalin fiber yapilar1 ve aksonemal
kompleks disindaki fibroz kilifi icerirken son kisim yalnizca aksonemal

kompleksi igermektedir (Ross ve Pawlina 2017) (sekil 6).
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4.3. GC1 HUCRE HATTI

10 giinliik balb/c Mus musculus farelerinin testislerinden izole edilmistir. Bu
hiicre hatt1 Tip B spermatogonyum ile primer spermatosit arasinda bulunan evre
karakteristigine sahiptir. Hiicreler sitokrom c ve laktat dehidrogenaz C4 adi verilen
testise ait iki spesifik izoproteini eksprese ederler. B tipi spermatogonia olarakta
isimlendirilen bu hiicreler, pSV3-neo (SV40 biiyiik T antijeni ve neomisin direnci i¢in
kodlama dizileri iceren bir plazmid) ile transfeksiyon yontemiyle immortalize
edilmistir. Hiicre dondurulmus bir sekilde ATCC firmasindan alinmistir. Hiicreler

morfolojik olarak epitelyal karakterde ve hiicre kiiltiirii tipi olarakta adherent tiptedir.

4.4. GC2 HUCRE HATTI

6 haftalik balb/c Mus musculus farelerinin testislerinden izole edilmistir. pSV3-
neo (SV40 biiylik T antijeni ve neomisin direnci i¢in kodlama dizileri igeren bir
plazmid) ve 1siya duyarli p53 tiimor baskilayici gen (LTRp53cG9) ile transfekte
edilmistir. Hiicreler G-418 ile segilip, 6 ay boyunca kiiltiire edilerek tek bir hiicre klonu
elde edilmistir. Yumusak agar kiiltiirlerinde klonal proliferasyon olusturdugu
gbézlemlenmemistir. Hiicre dondurulmus bir sekilde ATCC firmasindan alinmistir.
Hiicreler morfolojik olarak epitelyal karakterde ve hiicre kiiltiirii tipi olarakta adherent

tiptedir.

4.5. SPERMATOGENEZ UZERINE ISI HASARI ETKISI

Erkek bireylerde 1s1iya maruz kalmanin fertilite tizerinde ciddi zarar1 bulunmakla
birlikte infertilite i¢cin Onemli bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir.
Spermatogenik stirecler, sicakliga bagimlidir ve ideal olarak viicut sicakliginin en az
1-2 °C altinda bir sicaklikta gergeklesir (Thonneau ve ark. 1998). Germ hiicreleri
yuksek mitotik aktiviteye sahiptir ve bu da onlar1 1s1 stresine karst daha duyarli hale
getirmektedir (Shiraishi 2012). Pakiten ve diploten spermatositler ile erken donem
spermatidlerin 1siya karst olduk¢a duyarli oldugu hem insan hem hayvan
caligsmalarinda gosterilmistir (Carlsen ve ark. 2003; Lue ve ark. 1999). Is1 artisina bagh
olarak germinal epitel tabakada atrofi ve spermatogenik arreste bagli olarak total

sperm sayisinda azalma meydana gelmektedir (Munkelwitz ve Gilbert 1998). Isiya
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maruz kalmaya takiben testiste mitokondriyal dejenerasyon, diiz endoplazmik
retikulum dilatasyonu ve hiicreler arasinda genis bosluklar gibi ¢esitli histopatolojik
degisikliklerde gozlemlenmektedir (Kanter ve ark. 2013). Is1 hasarinda
spermatogenik hiicrelerde apoptotik mekanizmlarin tetiklendigi ve artmis DNA
hasarinin oldugu bilinmektedir ( Lue ve ark. 2002; Paul ve ark. 2008) (Sekil 7).
Giinliik yasamda bir¢ok eksternal ve internal faktor sebebiyle testislerin 1s1ya
maruziyeti meydana gelmektedir. Yasam kosullari, kiyafet se¢imi, bilgisayar
kullanimi, mesleki agidan maruziyet, sauna ve hamam kullanimi eksternal
faktorler arasinda degerlendirilirken, varikosel, inmemis testis gibi ¢esitli internal
faktorlerde 1s1 hasarinin olugsmasina sebep olmaktadir (Durairajanayagam ve ark.

2015).
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4.5.1. HSP70

HSPAI1A olarak da bilinen indiiklenebilir 70 kDa 1s1 soku proteini (HSP70),
hiicrede meydana gelen stres yanitinin 6nemli bir bileseni olan molekiiler bir
saperondur. Bir hiicrede yiiksek sicaklik, enflamasyon, toksik kimyasallar, oksidatif
stres, hipoksi gibi fizyolojik ortamini degistiren kosullar meydana geldiginde HSP70

sentezinin arttig1 bilinmektedir (Parsell ve Lindquist 1993).

4.6. ENDOPLAZMIK RETiKULUM

Endoplazmik retikulum hiicredeki en biiylik organeldir. Protein sentezi ve
tasinimi, Ca depolama, protein katlanmasi, lipit— steroid sentezi ve karbonhidrat
metabolizmasinda aktif gérev almaktadir (Schwarz ve Blower 2016). Hiicre icinde
meydana gelen sekretuvar yolaklarda ana organel gorevini iistlenmektedir. Sekretuvar
proteinler, integral membran proteinleri (Jan ve ark. 2014) ve sitozolik proteinlerin bir
kismi (Reid ve Nicchitta 2015) endoplazmik retikulumda sentezlenmektedir.
Organelin multifonksiyonel yapisi fiziki yapisinda yansimigtir. Periniikleer yerlesimli
olup diiz ve dallanmus tiibiil yapilardan olusan essiz bir mikro yapiya sahiptir. Bu ER
alanlarinin sekli ve dagiliminin yapisi integral membran proteinlerinin diger organeller
ve hiicre iskeleti etkilesimleri ile diizenlenmektedir. Proteinlerin islevlerini yerine
getirebilmeleri i¢in dogru bir sekilde katlanmasi gerekmektedir. Dogru bir sekilde
katlanmayan proteinler hiicrenin canlilig1 ve islevselligi i¢in bir tehdit olustururlar.
Bip, kalretukulin GRP94 gibi molekiiller ER liimeninde yer alarak protein
katlanmasinda yer alir ve bdylece protein birikimine engel olurlar (Zhang ve Kaufman
2006). ER igerisinde proteinin katlanmasi, post-translasyonel modifikasyonu ve trafigi
protein kalite kontrol sistemi tarafindan diizenlenir (Kadowaki ve Nishitoh 2013)

(Sekil 8).
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The Endoplasmic Reticulum

Sekil 8. Endoplazmik Retikulum

4.7. ER STRESI

ER fonksiyonlariin intraseliiler veya ekstraseliiler etkenler nedeniyle
bozulmasi ER stresi olarak adlandirilmaktadir (Sekil 9). ER stresi endoplazmik
retikulumda katlanmamais veya yanlis katlanmis protein birikimine neden olmakta
ve bu da hiicresel aktivitenin bozulmasimna neden olmaktadir. Bu kosullarda
hiicrenin cevabi, ya hayatta kalmak ya da apoptoza gitmek big¢iminde
gerceklesmektedir. Hiicreler yanlis katlanmis proteinler varliginda Yanlis
Katlanmis Protein Cevabi (Ulfolded Protein Response, UPR) adi verilen bir
koruma mekanizmasin1 harekete gecirir ve ER stres kosullar1 altinda hayatta
kalma miicadelesi verir. Okaryotik hiicrelerde UPR sistemi 3 mekanizma icerir.
Bunlar; daha fazla protein yiikiiniin olusmasin1 engellemek ig¢in translayonel
zayiflama, ER protein katlanmasi ve pargalanmasinda rol oynayan genlerin
transkripsiyonel aktivasyonunun saglanmasi ve ubikiitin —proteazom yoluyla
yanlis katlanmis veya katlanmamis proteinlerin ER’den sitozole gonderilerek
degredasyonunun saglandigi ERAD yoludur (Kadowaki ve Nishitoh 2013).

Memelilerde UPR sinyal yolagi ER-membranina baglhh 3 transmembran
sensOr proteini aracilifiyla baglatilir. Bunlar IRE1 alfa (inositol-requiring kinase
1 alfa), PERK (protein kinase-like ER kinase) ve ATF6 (activating transcription
factor 6)dir (Wang ve Kaufman 2012). Bu proteinler stres olmayan durumlarda

GRP78 ile birlikte inaktif haldedir (Bertolotti ve ark. 2000).
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Sekil 9. ER Stres Mekanizmasi.

4.7.1. GRP78

ER’nin hiicrede fonksiyonlarin1 yerine getirebilmeleri i¢in saperon molekiiller
oldukc¢a 6nemlidir. En iyi karakterize edilen ER saperonlarindan biri BiP veya HSPAS
olarakta bilinen GRP78’tir. GRP78, HSP70 (1s1 sok protein 70) ailesinin {iyesi olan
ATPaz’dir. Saperon protein GRP78 yeni sentezlenen polipeptitlerin ER membrani
boyunca translokasyonu, yanlis katlanmis proteinleri hedef alan ER ile
iliskilendirilmis degredasyon (ERAD), kalsiyum homeostazisinin diizenlenmesi gibi
bircok hiicresel siiregte gorev almaktadir. ER’da sentezi yeni gergeklestirilmis
proteinlere gecici olarak baglanirken, glikozillenme siirecinde ve hatali veya
katlanmamuis proteinlere ise kalici bir sekilde baglanmaktadir. Diger bir deyisle stres
kosullarinin olmadig: siiregte IREla , PERK ve ATF6’ ye baglanarak bu proteinlerin
inaktif halde kalmasina neden olmaktadir. UPR sinyal proteinlerinin aktif forma
gelmesini diizenleyerek ER stres siirecinde ana diizenleyici protein olarak gorev

almaktadir (Bertolotti ve ark. 2000; Lee 2005; Liu ve ark. 2003).
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4.7.2. ATF6 (Activation Transcription Factor 6)

ATF6, temel 16sin fermuar proteini (bZIP) iceren bir transkripsiyon faktorii
ve tip II ER transmembran proteinidir (Sekil 10). Memelilerde ATF6a ve ATF6b
olmak {izere iki ATF6 geni bulunmakta ve tiim hiicrelerden eksprese edilmektedir.
Yanlis katlanmis proteinlerin birikimine cevap olarak ER'de, glucose-regulated
protein 78 (GRP78) olarak da bilinen bir ER chaperonu olan immiinoglobulin
baglayict protein (BiP), ATF6 den ayrilir ve yanlis katlanmig proteinle ATF6 ile
etkilesime girer. ATF6 ER membranindan Golgiye translokalize olur. Bu siireg
sirastyla luminal alanda ve transmembran bolgede site-1 proteaz (S1P) ve site-2
proteaz (S2P) tarafindan kismen kesilerek transkripsiyon faktor alt birimi aktif
hale getirilir. En son ¢ekirdege translokalize olan ATF6 ERAD yolaginin ve UPR
hedef genlerininin transkripsiyonun indiiklenmesini saglar (Bertolotti ve ark.

2000; X. Chen ve ark. 2002; Kadowaki ve Nishitoh 2013).

Hatal Katlanmig Protein

\

GRP78

ER lOmeni

Sitozol

Gekirdek ER saperonlar

ERAD
Apoptoz

Sekil 10. ER stresinde ATF6.
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4.7.3. IRE1a (Inositol Requiring Kinase 1 alfa)

IRE1, C-terminal sitosolik domaininde serin / treonin kinaz aktivitesi ve
endoribontikleaz (RNase) aktivitesi olan tip I ER transmembran proteinidir (Sekil 11).
Memelilerde IREla ve IRE1f olmak iizere iki tipi bulunmaktadir. Irela tim
hiicrelerde bulunurken Irelf sadece intestinal epitel hiicrelerinde ifade edilmektedir.
Irela luminal bolgesi protein katlanmasina duyarl iken sitoplazmik kismi protein
kinaz aktivitesi gostermektedir. IRE1'in aktivasyonu, GRP78’in IRE1'in luminal
bolgesinden ayrilmast ile tetiklenir. Ayrilma sonrasinda kinaz kisminda
otofosforilasyon ve oligomerizasyon ger¢eklesmesi sonucunda endoriboniikleaz
fonksiyonu aktiflesir. Bunun sonucunda ERAD yolaginin ve UPR hedef genlerininin

transkripsiyonun diizenlenmesini saglar (Lee ve ark. 2005; Papa ve ark. 2003).

ER limeni

Sitozol Q

ERAD

G ER saperonlar ﬁ
Lipit biyosentezi

Sekil 11. ER stresinde IRE1a.

4.7.4. PERK ( Protein kinase-like ER Kkinase )
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PERK, C-terminal sitosolik alaninda serin / treonin kinaz aktivitesine sahip
olan ve luminal domain N-terminalinde yanlis katlanmis proteinlerin birikimini
taniyan tip I ER transmembran proteinidir ve elF2a kinaz 3 (e[F2aK3) geni
kodlamaktadir (Sekil 12). PERK'in aktivasyonu, GRP78'in PERK'in liimen
alanindan ayrilmasi ile tetiklenir. PERK otofosoforilasyon ve oligomerizasyona
ugrar. Aktive olmus PERK elF2a’nin fosforilasyonunu saglar. elF2a
fosforilasyonu Guanin niikleotid degistirme faktdriiniin engellenmesine neden
olarak elF2a aktif GTP’ ye bagli bir forma doniisiir. Translasyon baslama
kompleksinin (elF2a-GTP-tRNA met) aktivitesindeki diisiis translasyon
seviyesinde azamaya ve dolayisiyla yeni sentezlenen protein miktarinin
azalmasma sebep olur. PERK total protein sentezini azaltmasinin yaninda,
transkripsiyon faktor 4 (ATF4) translasyonunun aktiflesmesini saglayarak UPR
sinyal yolaginda aktif rol oynayan genlerin transkripsiyonunu indiikler. Sonug
olarak UPR sinyal yolaginda protein translasyonunu azaltarak ER yeni girecek
protein miktarinin diismesini saglamaktadir (Harding ve ark. 2000; Harding ve

ark. 1999; Ron 2002).

Hatal Katlanmag Protein
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CHOP (Apoptozis)

Sekil 12. ER Stresinde PERK.
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4.7.5. elF2a

Insanda EIF2S1 geni tarafindan kodlanan eukaryotic Translational Initiation
Factor 2 subunit 1 (elF2a) proteini, baslatict tRNA'min (Met-tRNAiMet) 40S
ribozomal alt birimlerine baglanmasini saglayarak, hiicrede gerceklesecek olan protein
sentezi baslama basamagini katalize eder (Cnop ve ark. 2007). Hiicreler, eksternal
veya internal stres ile karsi karsiya kaldiklarinda hiicresel islevi siirdlirmelerini
saglayan cesitli stres yanit mekanizmalarina sahiptir. Stres-aktif kinazlar tarafindan
baslatilan bir sinyal yolu olan ve eukaryotic Translational Initiation Factor (eIF2a.)’{in
forforile hale gelmesini saglayan siire¢ bu mekanizmalardan birisidir (Ryoo ve
Vasudevan 2017; Walter ve Ron 2011). e[F2a’nin fosforile halde kalmasi ile hiicresel
diizeyde translasyon baslama aktivitesi inhibe edilmekte bdylece ER stresi sirasinda
protein yiikiinliin azaltilmasina bagli olarak sitoprotektif etkiye sebep oldugu

bildirilmektedir (Hotamisligil 2010).

4.8. SALUBRINAL

Stres kosullarinda tiim 6karyotik hiicrelerde, eIF2a’nin fosforilasyonu araciligiyla
protein sentezinde azalma saglanmaktadir. Serin/treonin protein fosfataz 1 (PP1)
kofaktorii olan GADD34 serin/treonin PP1’e baglidir ve elF2a’nin defosforilasyonuna
sebep olmaktadir. SAL (SAL) (C21H17CI3N40S, (E)-3-phenyl-N-[2,2,2-trichloro-
1-(quinolin-8 ylcarbamothioylamino)ethyl]prop-2-enamide) PP1/GADD34
kompleksini inhibe ederek elF2a’nin defosforilasyonunu engelleyip fosforile halde
kalmasina neden olmaktadir (Sekil 13). elF2a fosforile halde kalmasi sayesinde total
protein translasyonunda azalmaya bagli olarak katlanmamis veya hatali katlanmis
protein sentezi azalmaktadir. SAL genel apoptoz inhibitorii olmamakla birlikte ER
stresini baskiladig1 yapilan birgok ¢aligma ile gdsterilmistir (Boyce ve ark. 2005; Choy
ve ark. 2015; Michalak ve Gye 2015; Sui ve ark. 2017).
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Sekil 13. SAL Kimyasal Formiili.
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5. GEREC ve YONTEM

Tez ¢aligmalarimizin tamami Manisa Celal Bayar Universitesi Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dali ve Kiitahya Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi
blinyesindeki Multidisipliner Hiicre Kiiltiiri ve Arastirma Laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.
5.1. KULLANILAN CiHAZLAR

Tezde kullanilan cihazlar markalari ile birlikte tabloda verilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Calismada kullanilan cihazlar.

Cihaz Ad Marka

Otomatik pipetler (0,5-10pl, 2- Eppendorf®
20ul, 20-200pl1, 100-1000ul)

Otomatik Pipet Tabancasi Eppendorf®

Biyogiivenlik kabini (Class II) Esco

CO2 inkiibatorii Esco

Sogutmal santrifiij Sigma

Floresan atacmanh inverted Zeiss
mikroskop

Multiplaka ELISA okuyucusu Thermo

Buzdolabi Vestel

Derin dondurucu (-86 °C) Thermo

Derin dondurucu (-20°C) Vestel

Vorteks Heidolph

Hassas terazi Kern

Su Banyosu Lauda

Sitosantrifiij Cihaz Thermo

5.2.KULLANILAN KiMYASAL VE SARF MALZEMELER

Kullanilan Kimyasal ve sarf malzemeler markalar1 ile birlikte tablo halinde

Ozetlenmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. Caligmada kullanilan malzemeler

Kimyasal- Sarf Malzeme Ad1 Marka

SAL Sigma SML0951

DMEM ATCC 30-2002

FBS PAN Biotech P30-
3302

Tripsin-EDTA Capricorn TRY-3B

DMSO PAN Biotech P60-
36720100

HBSS Gibco

PBS-Tween20 Thermo

%3 Hidrojen Peroksit Thermo

Kapama Medyumu Thermo Scientific TA-
125-UG

T25 Flask SUNUBIS/TCF-25V

T75 Flask SUNUBIS/TCF-75V

Falkon Tiip (15 ml) Tarsons 546021

Falkon Tiip (50 ml) Tarsons 546041-RK

Hiicre Kaziyici Sarstedt 83.1832

Mikroplaka (96’h, 24°lii) SUNUBIS/TCP-24,
SUNUBIS/TCP-96

Siringa Filtresi GVS

MTT toksitite Kiti Boster AR1156

Steril Pipet Uclar1 (0.1-10 pL, 10-100, fsolab TB010

100-1000 pL, 1-5 mL)

Serolojik Pipetler (2 ml, 5 ml, 10 ml) SDL 91001, SDL
91005, SDL 910010

Lam Laborant ANT-
MS90PCO1W

Lamel Citoglass 10212450C

DAPI Boster AR1177

Kryotiip Tarsons E523021
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Etanol Tekkim
TK.200655.05001

RNA izole Kiti Ambion, Kat no.,
12183018A

c¢DNA Sentez Kiti Applied
Biosystems, 4368814

Powerup Syber Green Applied Biosystems,
A25741

5.3. HUCRE KULTURU

5.3.1. Kullanilan Hiicre Hatlar1

GC1 (ATCC® CRL-2053™) ve GC2 (ATCC® CRL-2196™) hiicre hatlari
ATCC (USA) firmasindan ticari olarak satin alinmustir.

5.3.2. Hiicre Hatt1 Besiyeri Icerigi

Dulbecco'nun Modifiye Eagle's Medium DMEM (ATCC, 30-2002) igerisine %10
oraninda Fetal Sigir Serumu (FBS, Pan Biotech P30-3302) eklenerek kullanima hazir
besiyeri hazirlandi. Hazirlanan besiyeri uygulama yapilmadan 6nce 0.20 pm’lik

filtreden gecirilerek steril hale getirildi.

5.3.3. Hiicre inkiibasyon Kosullari

Hiicrelerin %5 CO2 37 °C’e sicakliktaki inkiibatorde steril sartlarda inkiibe

edilerek ¢cogalmalar1 saglandi.

5.3.4. Hiicre Hatlarimin Pasajlanmasi

inverted mikroskop altinda giinliik rutin olarak izlenen 25 cm? lik flasklarda
bulunan hiicreler %80 Konfluensi asamasina geldiginde besiyeri bosaltildi. Flask
igerisine 3 ml Tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek 37 °C’de 5 -10 dk arasinda degisen

stireler igerisinde inkiibasyonu saglandi. Flaskla ve birbirleriyle baglantisim
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kaybederek asili halde bulunan hiicreler 6 ml besiyeri eklenerek 15 ml falkon
tiiplerine aktarildi. 125 g de 6 dk santrifiij edildi. Santrifiij edilen hiicreler 1:6
oraninda boliinerek subkiiltiire edildi. Her 3 gilinde bir besiyeri degisimi

gerceklestirildi.

5.3.5. SAL Uygulama Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Ticari olarak alinan SAL’1n hiicre hatlarina uygulanacagi konsantrasyonlarin
tespiti, calisma Oncesi On deneylerden ve literatiir taramasi yapilarak
planlanmistir. {1k olarak 5 mg SAL DMSO igerisinde ¢ozdiiriilerek 1000 uM stok
soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan bu stok soliisyondan 1 puM, 5 uM, 10 uM, 25
uM, 50 uM, 75 uM ve 100 uM olacak sekilde DMEM ile diliie edilerek uygulama
besiyerleri hazirlandi. Hazir konsantrasyonlarin sterilizasyon filtresinden

gecirilerek steril edilmesi saglandi.

5.3.6. SAL’1n Toksitite Etkisinin Analizi

Bu ¢aligmada SAL’1n hiicre proliferasyonu ve biiylimesi lizerinde herhangi
bir toksik etkisinin olup olmadiginin arastirilmasit icin MTT (3-(4,5-
dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) testi kullanildi. MTT
ilk defa Wossman tarafindan yapilan radyoaktif izotoplar kullanilmadan hiicre
biiyiimesinin ve canlilifinin spektrofotometrik dl¢tim ile analizinin yapildig1 bir
testtir. Canli ve erken apoptotik evredeki hiicreler mitokondrileri i¢inde bulunan
dehidrogenaz enzimi vasitastyla MTT bileseni ile reaksiyona girer ve sonugta mor
renkli formazan kristalleri olusur. Formazan kristalleri o6li hiicrelerde
olugsmamaktadir. Olusan renk mitokondriyel aktiviteyle iligkili olup, olusan
formazan kristalleri izopropanol/HCl veya dimetilsiilfoksit (DMSO) igeren
coziiclilerde c¢oziilebilmektedir ve olusan mavi/mor renk spektrofotometrik
yontemle (mikroplaka okuyucuda) 570 nm’de Olgiilmektedir. Hiicreler 96
kuyucuklu mikroplakalara 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. Buna
takiben SAL hiicrelere 1 uM-100uM arasinda degisen oranlarda 24 saat boyunca
uygulanarak inkiibe edildi. Uygulama sonrasinda hiicreler PBS ile yikandi ve 1 dk
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bekletilip PBS uzaklastirildi. Daha sonra, her bir kuyucuga 100 pl taze kiiltiir vasati ve
tizerine 10 pul MTT stok soliisyonundan eklendi . Aliiminyum folyoya sarilarak
inkiibatorde 4 saat 37°C’de bekletildi. inkubasyon sonrasi solusyon c¢ikartildiktan
sonra MTT igeren kiiltiir vasati pipetle c¢ekilerek uzaklastirildi. Hiicrelere 100 pl
DMSO eklendi, oda 1sisinda 10 dk siireyle bekletildi. Mikroplaka okuyucu
spektrofotometrede 570 nm absorbans degerinde dl¢lim gergeklestirildi. Tiim deney

protokolii 3 kez tekrarlandi.

5.3.7. ISM olusturulmasi

In vitro 1s1 stresi modeli (ISM) uygulamasina ¢alisma dncesi 6n deneylerden ve
literatiir kaynaklarindan elde edilen bilgiler 1s181nda karar verildi. Hiicreler inkiibator
icersinde 43 °C igersinde 60 dk da 1s1 stresine maruz birakilarak ISM olusturuldu.
Maruziyet siiresinin sonunda inkiibatér 1sis1 tekrar 37 °C ye ayarlandi. ISM
gruplarinda besiyeri normal besiyeri ile degistirilirken, ISMSAL gruplarinda ise SAL
iceren besiyeri ile degistirilmesi saglandi. Sonrasinda hiicrelerin 24 saat inkiibasyonu
saglandi. 24 saat sonrasinda analizlerin yapilmasi i¢in hiicrelerin fiksasyonu

gerceklestirildi.

5.3.8. Deney gruplariin dizayni

SAL uygulama konsantrasyonu sonuglari sonrasinda diger analiz yontemleri i¢in
20 uM uygulama dozu olarak belirlendi. Kontrol grubunda herhangi bir 6n islem
olmadan ISM gruplarinda 60 dakika 1s1 stresi uygulmasinin sonrasinda eski besiyeri
igeriginin degistirilmesine takiben doz uygulamasinin 24 saat sonrasinda analizlerin
yapilmast i¢in hiicrelerin fiksasyonu gerceklestirildi. Gruplarm tasarimi GC1 ve GC2

hiicreleri i¢in tablo halinde 6zetlenmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. Deney Gruplari Kisaltmalari.

Grup Ad1 Grup Kisaltmasi

Kontrol Grubu GC1-K

Kontrol Grubu + 20 uM SAL GC1-SAL
GC1 Hiicre Hatt1 Is1 Stresi Modeli GC1-ISM

Is1 Stresi Modeli + 20 uM SAL ~ GC1-ISMSAL

Kontrol Grubu GC2-K

Kontrol Grubu + 20 uM SAL GC2-SAL
GC2 Hiicre Hatt1 Is1 Stresi Modeli GC2-ISM

Is1 Stresi Modeli + 20 uM SAL ~ GC2-ISMSAL

5.3.9. Birim alan basina diisen hiicre sayisinin hesaplanmasi

Deney sonunda tiim gruplara ait 6rnekler taze besiyeri eklenmesinin ardindan
inverted mikroskop altinda 20x biiytitmede 5 fotograf ¢ekilerek birim alana diisen

hiicre say1s1 image J yazilim programi kullanilarak hesaplandi.

5.4. IMMUNFLORESAN iNCELEME

5.4.1.Hiicrelerin Fiksasyonu

Hiicrelerin fiksasyonu i¢in siispanse hale getirilen hiicreleri santrifiij yolu ile
lam tizerinde tek tabaka halde yaymay1 saglayan Sitospin cihazi kullanildi. Deney
sonrasinda hiicreler kaziyict kullanilarak flasklardan toplandi. Elde edilen hiicre
siispansiyonu 1000 rpm’da 5 dk santrifiij edilip ardindan siipernatant kisim
uzaklagtirildi. Hiicreler Hanks’in Dengeli Tuz Cozeltisi (Hanks Balanced Salt
Solution, HBSS) ile tekrar resiispanse edildi. Lam ve sitofunnel sitoklip
araciligiyla sabitlendi ve sitospin cihazina yerlestirildi. Sitofunnel iizerinde

bulunan 6rnek haznesine stispansiyon eklenerek 1500 rpm 5 dk santrifiij islemi
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gerceklestirildi. Santrifiij islemi sonrasinda lama yayilan 6rnekler kurutulduktan sonra

%95°1ik etanolde 15 dk fikse edildi.

5.4.2 Immiinfloresan Boyama

Boyama nemli ortamda kapal1 bir sekilde gerceklestirildi. Lam yiizeyindeki hiicre
yaymasi hiicre sinirlama kalemi kullanilarak yuvarlak igine alindi. 1 dk distile su
uygulamasinin ardindan %3liik hidrojen peroksit 5 dk uygulandi. Tween 20 igeren
PBS ile 3 dk yikandi. Sonrasinda 30 dk Bloklama serumu ile inkiibe edildi. Bloklama
serumu sonrasinda HSP70 (Biorbyt,orb147550), p-elF2a (Bioss, BS-4842) p-PERK
(Bioss,bs-3330R), p- IREla (Biorbyt,orb157704), ATF6 (Bioss,bs-1634R) ve GRP78
(Bioss,bs-1219R) primer antikorlari ile bir gece +4 0C inkiibe edildi. PBS—tween 20
ile 3 dk yikanip, oda sicakliginda karanlik ortamda 1 saat siiresince 1:500 anti-rabbit
IgG Alexa Fluor 488 Conjugate (Thermo, CST #4412) ve Anti-mouse IgG Alexa
Fluor 555 Conjugate (Thermo, CST #4409) sekonder antikorlar ile inkiibe edildi.
Sonrasinda 1:1 oraninda hazirlanan 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ve kapama

medyumu ile kapatildi.

5.4.3. immiinfloresan Degerlendirme

Immiinfloresan ydéntemle boyanan preparatlarda kantitatif floresan yogunlugunun
olgiimii image J Goriintii Analiz Yazilimi (v1.48, National Institutes of Health)
kullanilarak yapildi. Floresan atagmanli inverted mikroskobu altinda her bir gruptan
rastgele 20x biiylitmede 10 farkli alanda tiff formatinda goriintii alindi. Goriintiiler
Image J analiz programma aktarildiktan sonra floresan &lgiimleri yapildi. Olgiim
sonrasinda CTCF (Corrected Total Cell Fluorescence ) degerleri CTCF= Biitiin
yogunluk — (Secilen Alan x Arka plan Floresan Okumasiin Ortalamasi) formiilii

kullanilarak hesaplandi (Piera-Velazquez ve ark 2015).
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5.5. qRT-PCR INCELEME

5.5.1. Total RNA izolasyonu

Tiim gruplardaki hiicreler deney bitimi sonrasinda 500 pl PBS ile yikandi.
Yikanmaya takiben 500 pl PBS igerisinde 1500 rpm’da 10 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda siipernatant kisim uzaklastirildi. RNA izolasyonu {iretici
firmanin 6nerdigi protokole gore yapilmistir (Ambion, Purelink RNA Mini Kit,
Kat no., 12183018A). RNA izolasyonunda asagida verilen basamaklar sirasiyla
uygulanmigtir.

1. Santrifiijle ¢oktirtilen hiicreler %1 2- merkaptoetanol igeren 600 pl Lizis
Tampon Cozeltisi ile siispanse edilerek vorteksle homojen bir sekilde karistirildi.

2. Olusan hiicre lizatina 600 pl %70 etanol eklenerek vortekslendi.

3. Toplama tiipiine yerlestirilen spin kolonu tizerine 700 pl 6rnek soliisyonu
eklenerek, 15 saniye 12.000 rpm’de santrifiij edildi. Ornek lizat1 bitene kadar bu
asama tekrar edildi.

4. Toplama tiipii bosaltild1 ve spin kolon iizerine 700 pl Yikama Soliisyonu I
(WBI) eklenerek 15 saniye 12.000 rpm’de santrifiij edildi.

5. Toplama tiipli tekrar bosaltildi ve spin kolon iizerine 500 pl Yikama
Soliisyonu II (WBII) eklenerekl 12.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Bu
asama 2 kez tekrarlandi.

6. Toplama tiipii bosaltild1 ve spin kolon kuru bir sekilde 12.000 rpm.’de 2
dk santrifiij edildi.

7. Toplama tiipii ¢ikarildi ve spin kolon recovery tiipiine yerlestirildi.

8. Spin kolon merkezine 100 ul RNAaz-free su ilave edilerek 1 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

9. 12.000 rpm.’de 2 dk. Santrifiij edildi ve RNA’nin membran recovery tiipe

aktarimi saglandi.
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5.5.2. RNAlarin Kalite Kontrolii

Elde edilen RNA o6rneklerinin Maestro NanoDrop cihazi kullanilarak kalitatif ve

kantitatif analizleri spektrofotometrik 6l¢timle yapildi.

5.5.3. Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Hiicrelerden elde edilen RNA hig bekletilmeden cDNA’ya ¢evrildi. cDNA sentezi
icin High Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti ( Applied Biosystems, Kat. No:
4368814) kullanildi. 2 pul 10X RT Buffer, 0,8 pul 25X dNTP mix, 2 ul Random Primer,
1 pl Multiscribe Reverse Transkriptaz, 4,2 ul ddH20 ve 10 pl elde edilen RNA
eklenerek RNA-primer karisimi olusturuldu (Tablo 4).

Tablo 4. Komplementer DNA sentezi i¢in gerekli madde ve miktar listesi.

Madde Miktar
10X RT Buffer 2 ul
25X dNTP mix 0,8 ul
Random Primer 2 ul
Multiscribe Reverse Transkriptaz 1 ul
ddH>O 4,2 ul
RNA 10 pl
Total Hacim 20 pl

Total hacmi 20 pl olan karisim 96 kuyucuklu mikroplakalara yiiklenerek
StepOnePlus Real Time PCR cihazina yiiklendi. Tabloda (Tablo 5) belirtilen islem
basamaklar takip edilerek cDNA sentezi gergeklestirildi. Elde edilen cDNAlar qRT-
PCR analizi yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.
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Tablo 5. cDNA sentez agsamalari.

1.Asama 2.Asa 3.Asam 4.Asama
ma a
Sicaklik (°C)
25 37 85 4
Siire (Dk)
10 120 5 00

5.5.4. qRT-PCR

cDNA sentezi sonrasinda hiicrelerde iiretilen PERK, GRP78 ve elF2a’nin
mRNA ekspresyon miktarlarinin 6l¢iilmesinin saglanmasi amaglanmigtir. qRT-
PCR’da kullanilacak primer problar hazir olarak {iretici firmadan (SentebioLab,
Ankara) alindi. qRT-PCR ¢alismasi icin PERK, GRP78 ve elF2a mRNA dizileri
icin uygun primerler literatiir taramas1 ve web tabanli yazilim programi primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) programi kullanilarak tasarlandi. Calismada
kullanilan mRNA dizileri tablo halinde verilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Kullanilan mRNA primer dizileri.

Gen Ismi Primer Dizisi Baz Kaynak
Cifti
F GGTATTTCAACGCCTGGCTG 20 Zanotto ve ark
PERK R GGCCAGTCTGTGCTTTCGTC 20 2016
F TTCGACCTCCCAAAAGCAGT 20 Kuang ve ark
elF2a. R TTGTAGGTTAGGCGTCCCAG 20 2016
F GGCGTGAGGTAGAAAAGG 18 Zhang ve ark
GRP78 R ATGGTAGAGCGGAACAGG 18 2017

gRT-PCR gen analizi i¢in PowerUp Syber Green Kiti kullanildi (Tablo 7).
Deneysel hatalart minumuma indirmek amaciyla tiim analizler steril sartlarda ve
ayn1 kosullarda 3 kez tekrarlandi. Tablo halinde verilen kosullarda (Tablo 8) ve
program siireleriyle reaksiyon kuruldu. Veriler analiz sonunda alindi ve her bir
ornek referans genin ifadesine gdre normalize edildi. Ornekler arasindaki ifade

farklar1 222t hesaplamasina gore yapildi.
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Tablo 7. qRT-PCR kullanilan bilesen madde ve miktarlart.

Bilesen Madde (her bir kuyucuk icin) Miktar
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (2X) Sul
Forward ve reverse primer mix 0,8 ul
c¢DNA (10ng) +Nuclease-Free Water 4,2 ul
Total 10 ul

Tablo 8. qRT-PCR asamalari.

Asama Sicakhik
cO) Siire Dongii

UDG aktivasyonu 50°C 2

dk
Dual-Lock™ DNA 95°C 2

polimeraz dk 40

Denatiirasyon 95°C 15

saniye
Amplifikasyon/Uzama 60°C 1

dk

5.6.ISTATISTIKSEL ANALIZ

Immiinfloresan boyamalar i¢in gruplar aras1 farkin istatistik kontrollerinde One-
Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) testi kullanildi. Coklu karsilagtirma igin
Post hoc testi olarak Sidak testi kullanildi. qRT-PCR ve birim alana diisen hiicre
sayisinin istatiksel analizi i¢in non parametrik istatistiksel analiz olan Kruskal Wallis
testi uygulandi. Coklu karsilagtirma i¢in Post hoc testi olarak Dunn testi kullanildi.
Istatistiksel degerlendirme sonuclarinda P<0,05 degeri anlaml1 olarak kabul edildi.
Elde edilen sayisal veriler Graphpad Prism 8.3.0 lisansh istatistik analiz programi

kullanilarak degerlendirildi.
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6. BULGULAR

6.1. MTT BULGULARI
6.1.1. GC1 Hiicre Hatti SAL MTT Bulgular

In vitro sartlarda gerceklestirilen deneyde MTT sonuglar1 ile SAL’1n artan
doz uygulamalarinda (1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 uM) GCI1 hiicre hattinda canlilik
tizerine etkileri degerlendirildi. Yapilan MTT analizi sonucu GC1 hiicre hattinda
SAL’1in IC50 degeri 46,5564 uM olarak bulundu (Sekil 14). Artan konsantrasyon

seviyelerine bagli olarak inhibisyon yilizdesinin arttig1 saptandi.

GC-11C50

120

y = 0,8949x + 8,3366
R?=0,9726

100

80

60

% inhibisyon

40

20

0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (uM)

Sekil 14. GC1 SAL Uygulamas1 Konsantrasyon ve % Inhibisyon Grafigi.
yg Y Y g

6.1.2. GC2 hiicre hatti SAL MTT bulgular

In vitro sartlarda gergeklestirilen deneyde MTT sonuglari ile SALin artan doz
uygulamalarinda (1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 uM) GC2 hiicre hattinda canlilik
tizerine etkileri degerlendirildi. Yapilan MTT analizi sonucu GC2 hiicre hattinda
SALin IC50 degeri 42,691 uM olarak bulundu (sekil 15). Artan konsantrasyon

degerleri ile orantili olarak inhibisyon yiizdesinin arttig1 bulundu.
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Sekil 15. GC2 SAL Uygulamas1 Konsantrasyon ve % Inhibisyon Grafigi.
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6.2 HUCRE KULTURU SAL UYGULAMA BULGULARI
6.2.1. GC1 Hiicre Hatti SAL Uygulama Bulgulari

GCl hiicre hattinin normal kosullar altinda herhangi bir uygulama yapilmadiginda
epiteloid karakter sergiledigi goriildii (Resim 1A). Deney uygulama dozu olarak
secilen 20 uM SAL uygulamasimin hiicreler iizerinde minimal seviyede inhibisyon
yaptig1 bulundu. Hiicrelerin epiteloid karakterlerini uygulama siiresince koruduklari
gozlemlendi (Resim 1B). IC50 dozunda yapilan uygulamada ise hiicreler iizerinde
ciddi oranda sitotoksitite ve sitopatik etki gosterdigi saptandi. Morfolojik olarak

hiicrelerin yuvarlaklastig1 ve hacim olarak kii¢iildiigii saptandi (Resim 1C).
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Resim 1. GC1 SAL Uygulamasi Hiicre Kiiltiirii Fotograflar1.GC1 normal besiyerinde olan
hiicrelerin epiteloid hiicre karakteri sergiledigi (A), 20uM SAL uygulanan hiicrelerde
inhibisyonun ¢ok az diizeyde oldugu (B), IC50 dozunda ise inhibisyonun daha yiiksek oranda
oldugu gozlendi (C). Siyah ok: Canli Hiicre. Beyaz Ok: Olii Hiicre.

6.2.2. GC2 hiicre hatti SAL uygulama bulgular1

GC2 hiicre hattinda herhangi bir uygulama yapilmadiginda hiicrelerin
epiteloid benzeri karakter sergiledigi ve hiicrelerin uzanti olusturdugu gézlendi
(Resim 2A). Hiicre besiyeri igerisine 20 uM SAL ilavesi yapilan hiicrelerde
inhibisyon seviyesinin az oldugu goriildii (Resim 2B). Bulunan IC50 degerinde

besiyerine SAL uygulamasi yapilmasimnin hiicrelerde yiiksek oranda sitotoksik ve

sitopatik etkinlige neden oldugu saptandi (Resim 2C).

Resim 2. GC2 SAL Uygulamasi Hiicre Kiiltiirii Fotograflart. GC2 hiicre hattinda kontrol
grubunda epiteloid benzeri karakter sergiledigi (A), 20 pM SAL ilavesi yapilan grupta hiicre
sayisinin normale yakin oldugu (B), IC50 degerinde besiyerine SAL uygulamasi yapildiginda ¢ok
sayida hiicre sayisinin azaldig1 goriilmektedir (C). Siyah Ok: Canli hiicre. Beyaz Ok: Olii hiicre.
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6.3.ISI STRESIi UYGULAMA BULGULARI
6.3.1. GC1 Is1 Stresi Uygulama Bulgular

Is1 uygulamasi yapilmayan GC1-K grubunda birim alan basina diisen hiicre sayisi
344,6 £36,81 bulundu. Hiicrelerin morfolojik 6zelliklerini korudugu ve konfluent
oldugu gozlendi (Resim 3A). GC1-SAL grubunda ise birim alan bagina diisen hiicre
sayist 322,8 £ 29,72 bulundu. Hiicrelerin morfolojik 6zelliklerini koruduklar
gbzlemlendi (Resim 3B). GC1-ISM grubunda birim alana diisen hiicre sayis1 230,2 +
23,72 bulundu. Hiicre sayisinda azalma ve hiicreler tizerinde sitopatik etkinin olustugu
saptand1 (Resim 3C). GCI-ISMSAL grubunda ise birim alana diisen hiicre sayisi
223,4+ 21,79 olarak hesaplandi. Hiicrelerin morfolojik olarak degisime ugradigi,
sitopatik etkinligin oldugu ve hiicrelerde sayisal azalmanin meydana geldigi saptandi.
(Resim 3D). Yapilan istatistiksel analiz sonrasinda gruplar arasinda anlamli fark

bulundu (p< 0,05) (Sekil 16).
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Resim 3. GC1 Deney Gruplar1 inverted Mikroskop Gériintiileri. (A) GC1-K, (B) GC1-SAL,
(C) GCI1-ISM, (D) GC1-ISMSAL. ISM uygulanan gruplarda (C,D) hiicre sayisindaki azalma
dikkat gekmektedir. Siyah Ok: Canl1 hiicre. Beyaz Ok: Olii hiicre
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Sekil 16. GC1 hiicre hatt1 birim alan hiicre sayis1 grafigi. Gruplar arasi karsilastirmada Kruskal
Wallis istatistiksel analizi yapildi. . Coklu karsilastirma i¢in Post hoc testi olarak Dunn testi kullanildi.

Istatistiksel degerlendirme sonuclarinda P<0,05 degeri anlaml olarak kabul edildi.

6.3.2. GC2 151 stresi uygulama bulgulari

Is1 uygulamasi yapilmayan GC2-K grubunda birim alan basina diisen hiicre sayisi
264 £25,16 bulundu. Hiicrelerin morfolojik 6zelliklerini korudugu ve herhangi bir
sitopatik bulgunun olmadig1 gézlendi (Resim 4A). GC2-SAL grubunda ise birim alan
basina diisen hiicre sayist 247,6 + 29,20 bulundu. Hiicrelerin morfolojik 6zelliklerini
koruduklar1 gézlemlendi (Resim 4B). GC2-ISM grubunda birim alana diisen hiicre
sayist 137,6 £ 29,36 bulundu. Hiicre sayisinda azalma ve hiicreler iizerinde sitopatik
etkinin olustugu saptandi (Resim 4C). GC2-ISMSAL grubunda ise birim alana diisen
hiicre sayis1 126,6+19,69 olarak hesaplandi. Hiicrelerin morfolojik olarak degisime
ugradigi, sitopatik etkinligin oldugu fakat GC2-ISM grubuna gore daha az oldugu ve
hiicrelerde sayisal azalmanin meydana geldigi saptandi. (Resim 4D). Yapilan
istatistiksel analiz sonrasinda gruplar arasinda anlamli fark bulundu (p< 0,05) (sekil

17).
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Resim 4. GC2 Deney Gruplar Inverted Mikroskop Gériintiileri. (A) GC2-K, (B) GC2-SAL,
(C) GC2-ISM, (D) GC2-ISMSAL. ISM modeli uygulanan hiicre gruplarinda (C,D) hiicre

sayisindaki azalma dikkat gekmektedir. Siyah Ok: Canli Hiicre. Beyaz ok: Olii hiicre.
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Sekil 17. GC2 hiicre hatt1 birim alan hiicre sayis1 grafigi. Gruplar arasi karsilagtirmada Kruskal
Wallis istatistiksel analizi yapildi. . Coklu karsilastirma i¢in Post hoc testi olarak Dunn testi kullanildi.

[statistiksel degerlendirme sonuglarinda P<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi

6.4. IMMUNFLORESAN iNCELEME BULGULARI
6.4.1. HSP70 bulgulan

Yapilan HSP70 immiinfloresan boyamasi sonrasinda her bir gruptan 20x
bliytitmede 10 farkli alanda CTCF degerleri hesaplandi. GC1 hiicre hatt1 i¢in CTCF
degerleri sirastyla GC1-K grubunda (Resim 5A) 7 269 + 1 428 GC1-SAL (Resim 5B)
grubunda 6 775 £ 1 476 GC1-ISM (Resim 5C) grubunda 123 156 £+ 20 129 ve GC1-
ISMSAL (Resim 5D) grubunda 39 058 + 8 737 bulundu. Istatistiksel degerlendirme
sonrasinda GC1-K ve GC1-SAL grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).
HSP70 CTCF degerlerinin GC1-ISM grubunda GC1-K grubuna goére anlamli bir
sekilde arttig1 bulundu (p<0,05). SAL uygulanan GC1-ISMSAL grubunda GC1-ISM
grubuna gore CTCF degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalis bulundu
(p<0,05). Gruplar arasinda farklarin degerlendirildigi istatistiksel veriler grafik halinde
Ozetlendi (Sekil 18).
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Resim 5. GC1 hiire hattit HSP70 immiinfloresan boyama goriintiileri. Anti-HSP70 primer

antikoru ile boyanan 6rneklerin immiinfloresan boyamasinda GC1-K (A) ve GC1-SAL (B) grubu
hiicrelerinin zayif immiinoreaktivite; GC1-ISM (C) grubunda siddetli immiinoreaktivite; GC1-
ISMSAL (D) grubunda orta immiinoreaktivite oldugu goriilmektedir. Cekirdek boyamas: DAPI
ile yapilmistir.
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Sekil 18. GCI1 Hiicre hattt HSP70 immiinfloresan Yogunluk Istatistiksel Analiz Sonuglari.
Gruplar arasi karsilastirmada One-Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) yapildi. Coklu
karsilastirma igin Post hoc testi olarak Sidak testi kullanildi. Istatistiksel degerlendirme sonuglarinda

P<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

GC2 hiicre hattt HSP70 immiinfloresan boyama CTCF degerleri sirasiyla GC2-K
grubunda (Resim 6A) 9 619 + 873,9 GC2-SAL (Resim 6B) grubunda 9 733 + 1 459
GC2-ISM (Resim 6C) grubunda 85983+ 9004 ve GC2-ISMSAL (Resim 6D)
grubunda 36 204+ 6 925 bulundu. Istatistiksel degerlendirme sonrasinda HSP70 CTCF
degerlerinin GC2-ISM grubunda GC2-K grubuna goére anlamli bir sekilde arttigi
bulundu (p<0,05). SAL uygulanan GC2-ISMSAL grubunda GC2-ISM grubuna gore
CTCF degerlerinde istatistiksel olarak anlamli degisim bulunamadi (p>0,05). Gruplar
arasinda farklarin degerlendirildigi istatistiksel veriler tablo halinde 6zetlendi (Sekil

19).
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Resim 6. GC2 hiire hatti HSP70 immiinfloresan boyama goriintiileri. Anti-HSP70 primer
antikoru ile boyanan 6rneklerin immiinfloresan boyamasinda GC2-K (A) ve GC2-SAL (B) grubu
hiicrelerinin zayif immiinoreaktivite; GC2-ISM (C) grubunda siddetli immiinoreaktivite; GC2-
ISMSAL (D) grubunda orta immiinoreaktivite oldugu goriilmektedir. Cekirdek boyamas: DAPI
ile yapilmistir.
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Sekil 19. GC2 Hiicre hattt HSP70 immiinfloresan Yogunluk Istatistiksel Analiz Sonuglari.
Gruplar arasi karsilastirmada One-Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) yapildi. Coklu
karsilastirma igin Post hoc testi olarak Sidak testi kullanildi. Istatistiksel degerlendirme sonuglarinda

P<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

6.4.2. GRP78 bulgular:

Yapilan GRP78 immiinfloresan boyamasi sonrasinda her bir gruptan 20x
bliyiitmede 10 farkli alanda CTCF degerleri hesaplandi. GC1 hiicre hatt1 i¢in CTCF
degerleri sirastyla GC1-K grubunda (Resim 7A) 7 609 + 1 887 GC1-SAL (Resim 7B)
grubunda 7 402 £ 1 432 GCI1-ISM (Resim 7C) grubunda 74 973+ 13 580 ve GCI1-
ISMSAL (Resim 7D) grubunda 28 627+ 8 342 bulundu. Istatistiksel degerlendirme
sonrasinda GC1-K ve GC1-SAL grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).
GRP78 CTCF degerlerinin GCI1-ISM grubunda GC1-K grubuna gore anlamli bir
sekilde arttig1 bulundu (p<0,05). SAL uygulanan GC1-ISMSAL grubunda GC1-ISM
grubuna gore CTCF degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalis bulundu
(p<0,05). Gruplar arasinda farklarin degerlendirildigi istatistiksel veriler tablo halinde

Ozetlendi (Sekil 20).
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Resim 7. GC1 hiire hattt GRP78 immiinfloresan boyama goriintiileri. Anti-GRP78 primer

antikoru ile boyanan 6rneklerin immiinfloresan boyamasinda GC1-K (A) ve GC1-SAL (B) grubu
hiicrelerinin zayif immiinoreaktivite; GC1-ISM (C) grubunda siddetli immiinoreaktivite; GC1-
ISMSAL (D) grubunda orta immiinoreaktivite oldugu goriilmektedir. Cekirdek boyamas: DAPI

ile yapilmigtir.
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Sekil 20. GC1 GRP78 Immiinfloresan Yogunluk Istatistiksel Analiz Sonuglari. Gruplar arasi
kargilagtirmada One-Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) yapildi. Coklu karsilagtirma igin Post
hoc testi olarak Sidak testi kullanildi. Istatistiksel degerlendirme sonuglarinda P<0,05 degeri anlamli

olarak kabul edildi.

GC2 hiicre hatt1 GRP78 immiinfloresan boyama CTCF degerleri sirasiyla GC2-K
grubunda (Resim 8A) 9 398 £ 1 078 GC2-SAL (Resim 8B) grubunda 9 905 + 1 107
GC2-ISM (Resim 8C) grubunda 140 999+ 20 984 ve GC2-ISMSAL (Resim 8D)
grubunda 68 190+ 7 192 bulundu. Istatistiksel degerlendirme sonrasinda GRP78
CTCF degerlerinin GC2-ISM grubunda GC2-K grubuna goére anlamhi bir sekilde
artt1g1 bulundu (p<0,05). SAL uygulanan GC2-ISMSAL grubunda GC2-ISM grubuna
gore CTCF degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalis bulundu (p<0,05).
Gruplar arasinda farklarin degerlendirildigi istatistiksel veriler tablo halinde 6zetlendi

(Sekil 21).
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Resim 8. GC2 hiire hattt GRP78 immiinfloresan boDyama goriintiileri. Anti-GRP78 primer
antikoru ile boyanan 6rneklerin immiinfloresan boyamasinda GC2-K (A) ve GC2-SAL (B) grubu
hiicrelerinin zayif immiinoreaktivite; GC2-ISM (C) grubunda siddetli immiinoreaktivite; GC2-
ISMSAL (D) grubunda orta immiinoreaktivite oldugu goriilmektedir. Cekirdek boyamas: DAPI

ile yapilmigtir.
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Sekil 21. GC2 GRP78 immiinfloresan Yogunluk Istatistiksel Analiz Sonuglari. Gruplar arasi
karsilagtirmada One-Way ANOVA (tek yonlil varyans analizi) yapildi. Coklu karsilastirma i¢in Post
hoc testi olarak Sidak testi kullanildi. Istatistiksel degerlendirme sonuglarinda P<0,05 degeri anlamli

olarak kabul edildi.

6.4.3.ATF6 Bulgulan

Yapilan ATF immiinfloresan boyamasi sonrasinda her bir gruptan 20x biiyiitmede
10 farkli alanda CTCF degerleri hesaplandi. GC1 hiicre hatt1 i¢cin CTCF degerleri
sirastyla GC1-K grubunda (Resim 9A) 13 844 +2 819 GC1-SAL (Resim 9B) grubunda
14 346 + 3 156 GC1-ISM (Resim 9C) grubunda 119862+ 14508 ve GC1-ISMSAL
(Resim 9D) grubunda 58 350 + 18 280 bulundu. Istatistiksel degerlendirme sonrasinda
GCI1-K ve GC1-SAL grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). ATF6 CTCF
degerlerinin GC1-ISM grubunda GC1-K grubuna goére anlamli bir sekilde arttigi
bulundu (p<0,05). SAL uygulanan GC1-ISMSAL grubunda GCI1-ISM grubuna gore
CTCEF degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalis bulundu (p<0,05). Gruplar
arasinda farklarin degerlendirildigi istatistiksel veriler grafik halinde 6zetlendi (sekil

22).
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Resim 9. GC1 hiire hattt ATF6 immiinfloresan boyama goriintiileri. Anti-ATF6 primer
antikoru ile boyanan 6rneklerin immiinfloresan boyamasinda GC1-K (A) ve GC1-SAL (B) grubu
hiicrelerinin zayif immiinoreaktivite; GC1-ISM (C) grubunda siddetli immiinoreaktivite; GC1-
ISMSAL (D) grubunda orta immiinoreaktivite oldugu gériilmektedir. Cekirdek boyamas: DAPI

ile yapilmigtir.
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Sekil 22. GC1 ATF6 Immiinfloresan Yogunluk Istatistiksel Analiz Sonuglar1. Gruplar arasi
karsilastirmada One-Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) yapildi. Coklu karsilagtirma igin Post
hoc testi olarak Sidak testi kullanildi. Istatistiksel degerlendirme sonuglarinda P<0,05 degeri anlamli

olarak kabul edildi.

GC2 hiicre hatt1 i¢in CTCF degerleri sirastyla GC2-K grubunda (Resim 10A) 12
027 £2 929 GC2-SAL (Resim 10B) grubunda 12 911 + 3 104 GC2-ISM (Resim 10C)
grubunda 132 177+ 19 944 ve GC2-ISMSAL (Resim 10D) grubunda 71 131+ 13 481
bulundu. Istatistiksel degerlendirme sonrasinda GC2-K ve GC2-SAL grubu arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). ATF6 CTCF degerlerinin GC2-ISM grubunda
GC2-K grubuna gore anlaml bir sekilde arttigi bulundu (p<0,05). SAL uygulanan
GC2-ISMSAL grubunda GC2-ISM grubuna goére CTCF degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalig bulundu (p<0,05). Gruplar arasinda farklarin degerlendirildigi

istatistiksel veriler grafik halinde gosterildi. (Sekil 23).
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Resim 10. GC2 hiire hatti ATF6 immiinfloresan boyama goriintiileri. Anti-ATF6 primer
antikoru ile boyanan 6rneklerin immiinfloresan boyamasinda GC2-K (A) ve GC2-SAL (B) grubu
hiicrelerinin zayif immiinoreaktivite; GC2-ISM (C) grubunda siddetli immiinoreaktivite; GC2-

ISMSAL (D) grubunda orta immiinoreaktivite oldugu goriilmektedir. Cekirdek boyamas: DAPI

ile yapilmistir.
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Sekil 23. GC2 ATF6 Immiinfloresan Yogunluk Istatistiksel Analiz Grafigi. Gruplar arasi
karsilagtirmada One-Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) yapildi. Coklu karsilastirma igin Post
hoc testi olarak Sidak testi kullanild:. Istatistiksel degerlendirme sonuglarinda P<0,05 degeri anlamli

olarak kabul edildi.

6.4.4. p-IRE1a Bulgular:

Yapilan p-IREla immiinfloresan boyamasi sonrasinda her bir gruptan 20x
biiylitmede 10 farkli alanda CTCF degerleri hesaplandi. GC1 hiicre hatti icin CTCF
degerleri sirastyla GC1-K grubunda (Resim 11A) 6 205 = 1 178 GC1-SAL (Resim
11B) grubunda 6 127 £ 1 113 GC1-ISM (Resim 11C) grubunda 62 732+ 14 894 ve
GC1-ISMSAL (Resim 11D) grubunda 42 262+ 9 287 bulundu. Istatistiksel
degerlendirme sonrasinda GC1-K ve GCI1-SAL grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmadi (p>0,05). p-IREla CTCF degerlerinin GCI1-ISM grubunda GC1-K
grubuna goére anlamh bir sekilde arttigi bulundu (p<0,05). SAL uygulanan GCI-
ISMSAL grubunda GC1-ISM grubuna gére CTCF degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalis bulundu (p<0,05). Gruplar arasinda farklarin degerlendirildigi

istatistiksel veriler tablo halinde 6zetlendi (Sekil 24).
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Resim 11. GC1 hiire hatt1 p-IRElo immiinfloresan boyama goriintiileri. Anti-p-IREla
primer antikoru ile boyanan 6rneklerin immiinfloresan boyamasinda GC1-K (A) ve GC1-SAL (B)
grubu hiicrelerinin zayif immiinoreaktivite; GC1-ISM (C) grubunda siddetli immiinoreaktivite;
GCI1-ISMSAL (D) grubunda orta immiinoreaktivite oldugu goriilmektedir. Cekirdek boyamasi
DAPI ile yapilmistir.
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Sekil 24. GC1 Hiicre hatt: p-IREla Immiinfloresan Yogunluk Istatistiksel Analiz Sonuglari.
Gruplar arasi karsilastirmada One-Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) yapildi. Coklu
karsilastirma igin Post hoc testi olarak Sidak testi kullanildi. Istatistiksel degerlendirme sonuglarinda

P<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

GC2 hiicre hatt1 p-IRE1a immiinfloresan boyama CTCF degerleri sirastyla GC2-
K grubunda (Resim 12A) 8517 + 951,9 GC2-SAL (Resim 12B) grubunda 8056 +
945,2 GC2-ISM (Resim 12C) grubunda 21720+4805 ve GC2-ISMSAL (Resim 12D)
grubunda 22328+ 4205 bulundu. Istatistiksel degerlendirme sonrasinda p-IREla
CTCF degerlerinin GC2-ISM grubunda GC2-K grubuna gore anlamli bir sekilde
arttig1 bulundu (p<0,05). SAL uygulanan GC2-ISMSAL grubunda GC2-ISM grubuna
gore CTCF degerlerinde istatistiksel olarak anlamli degigim bulunamadi (p>0,05).
Gruplar arasinda farklarin degerlendirildigi istatistiksel veriler tablo halinde 6zetlendi

(Sekil 25).
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Resim 12. GC2 hiire hatti p-IRElo immiinfloresan boyama goriintiileri. Anti-p-IREla
primer antikoru ile boyanan 6rneklerin immiinfloresan boyamasinda GC2-K (A) ve GC2-SAL (B)
grubu hiicrelerinin zayif immiinoreaktivite; GC2-ISM (C) ve GC2-ISMSAL (D) grubunda orta

immiinoreaktivite oldugu goriilmektedir. Cekirdek boyamasi DAPI ile yapilmustir.
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Sekil 25. GC2 Hiicre hatt: p-IREla Immiinfloresan Yogunluk Istatistiksel Analiz Sonuglari.
Gruplar arasi karsilastirmada One-Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) yapildi. Coklu
karsilastirma igin Post hoc testi olarak Sidak testi kullanildi. Istatistiksel degerlendirme sonuglarinda

P<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

6.4.5. p-PERK bulgulan

Yapilan p-PERK immiinfloresan boyamasi sonrasinda her bir gruptan 20x
biiylitmede 10 farkli alanda CTCF degerleri hesaplandi. GC1 hiicre hatt1 icin CTCF
degerleri sirastyla GC1-K grubunda (Resim 13A) 7 439 + 1 375 GC1-SAL (Resim
13B) grubunda 7 144+ 1 994 GC1-ISM (Resim 13C) grubunda 77 309+ 18 317 ve
GC1-ISMSAL (Resim 13D) grubunda 43 064+ 10 698 bulundu. Istatistiksel
degerlendirme sonrasinda GC1-K ve GCI1-SAL grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmadi (p>0,05). p-PERK CTCF degerlerinin GC1-ISM grubunda GC1-K grubuna
gore anlamhi bir sekilde arttigi bulundu (p<0,05). SAL uygulanan GC1-ISMSAL
grubunda GC1-ISM grubuna gore CTCF degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalis bulundu (p<0,05). Gruplar arasinda farklarin degerlendirildigi istatistiksel
veriler tablo halinde 6zetlendi (Sekil 26).
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Resim 13. GC1 hiire hatt1 p-PERK immiinfloresan boyama goriintiileri. Anti-p-PERK primer

antikoru ile boyanan 6rneklerin immiinfloresan boyamasinda GC1-K (A) ve GC1-SAL (B) grubu
hiicrelerinin zayif immiinoreaktivite; GC1-ISM (C) grubunda siddetli immiinoreaktivite; GC1-
ISMSAL (D) grubunda orta immiinoreaktivite oldugu goriilmektedir. Cekirdek boyamas: DAPI
ile yapilmigtir.
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Sekil 26. GC1 Hiicre hatti p-PERK Immiinfloresan Yogunluk Istatistiksel Analiz Sonuglari.
Gruplar aras1 karsilastirmada One-Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) yapildi. Coklu
karsilastirma igin Post hoc testi olarak Sidak testi kullanildi. Istatistiksel degerlendirme sonuglarinda

P<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

GC2 hiicre hatt1 p-PERK immiinfloresan boyama CTCF degerleri sirasiyla GC2-
K grubunda (Resim 14A) 10 013 + 957,7 GC2-SAL (Resim 14B) grubunda 9 8§90+ 1
107 GC2-ISM (Resim 14C) grubunda 104 139+ 14 482 ve GC2-ISMSAL (Resim
14D) grubunda 47 714+ 8 578 bulundu. Istatistiksel degerlendirme sonrasinda p-
PERK CTCF degerlerinin GC2-ISM grubunda GC2-K grubuna goére anlamli bir
sekilde arttig1 bulundu (p<0,05). SAL uygulanan GC2-ISMSAL grubunda GC2-ISM
grubuna gore CTCF degerlerinde istatistiksel olarak anlamli degisim bulundu
(p<0,05). Gruplar arasinda farklarin degerlendirildigi istatistiksel veriler tablo halinde

Ozetlendi ( Sekil 27).
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Resim 14. GC2 hiire hatti p-PERK immiinfloresan boyama goriintiileri. Anti-p-PERK

primer antikoru ile boyanan 6rneklerin immiinfloresan boyamasinda GC2-K (A) ve GC2-SAL (B)
grubu hiicrelerinin zayif immiinoreaktivite; GC2-ISM (C) grubunda siddetli immiinoreaktivite;

GC2-ISMSAL (D) grubunda orta immiinoreaktivite oldugu goriilmektedir. Cekirdek boyamasi
DAPI ile yapilmistir.
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Sekil 27. GC2 Hiicre hatti p-PERK Immiinfloresan Yogunluk Istatistiksel Analiz Sonuglari.
Gruplar arasi karsilagtirmada One-Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) yapildi. . Coklu
karsilastirma igin Post hoc testi olarak SIDAK’S TESTI kullanildi. Istatistiksel degerlendirme

sonuglarinda P<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

6.4.6. p-eIF20 Immiinfloresan Bulgulari

Yapilan p-elF20 immiinfloresan boyamasi sonrasinda her bir gruptan 20x
bliyiitmede 10 farkli alanda CTCF degerleri hesaplandi. GC1 hiicre hatt1 i¢in CTCF
degerleri sirastyla GC1-K grubunda (Resim 15A) 14 807 + 3 012 GC1-SAL (Resim
15B) grubunda 13 670 + 2 874 GC1-ISM (Resim 15C) grubunda 147 385+ 32 023 ve
GCI1-ISMSAL (Resim 15D) grubunda 65 891+ 13 255 bulundu. Istatistiksel
degerlendirme sonrasinda GC1-K ve GCI-SAL grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmadi (p=0,05). p-elF2a CTCF degerlerinin GC1-ISM grubunda GC1-K grubuna
gore anlamli bir sekilde arttigi bulundu (p<0,05). SAL uygulanan GCI-ISMSAL
grubunda GC1-ISM grubuna gore CTCF degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalis bulundu (p<0,05). Gruplar arasinda farklarin degerlendirildigi istatistiksel

veriler tablo halinde 6zetlendi (Sekil 28).
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Resim 15. GC1 hiire hatt1 p-eIF20 immiinfloresan boyama goriintiileri. Anti-p-elF2a primer

antikoru ile boyanan 6rneklerin immiinfloresan boyamasinda GC1-K (A) ve GC1-SAL (B) grubu
hiicrelerinin zayif immiinoreaktivite; GC1-ISM (C) grubunda siddetli immiinoreaktivite; GC1-
ISMSAL (D) grubunda orta immiinoreaktivite oldugu goriilmektedir. Cekirdek boyamas: DAPI

ile yapilmustir.
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Sekil 28. GC1 p-elF20 Immiinfloresan Yogunluk Istatistiksel Analiz Sonuglari. Gruplar arasi
kargilagtirmada One-Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) yapildi. Coklu karsilagtirma igin Post
hoc testi olarak SIDAK’S TESTI kullanild:. istatistiksel degerlendirme sonuglarinda P<0,05 degeri

anlamli olarak kabul edildi.

GC2 hiicrre hatt1 icin CTCF degerleri sirasiyla GC2-K grubunda (Resim 12A) 12
092 +2 131 GC2-SAL (Resim 16B) grubunda 14 106 + 2 799 GC2-ISM (Resim 16C)
grubunda 130 595+ 20 895 ve GC2-ISMSAL (Resim 16D) grubunda 75 093 + 10 726
bulundu. istatistiksel degerlendirme sonrasinda p-eIF2a CTCF degerlerinin GC2-ISM
grubunda GC2-K grubuna gore anlamli bir sekilde arttigi bulundu (p<0,05). SAL
uygulanan GC2-ISMSAL grubunda GC2-ISM grubuna goére CTCF degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalis bulundu (p<0,05). Gruplar arasinda farklarin

degerlendirildigi istatistiksel veriler tablo halinde 6zetlendi (Sekil 29).
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Resim 16. GC2 hiire hatt1 p-eIF20 immiinfloresan boyama goriintiileri. Anti-p-elF2a primer

antikoru ile boyanan 6rneklerin immiinfloresan boyamasinda GC2-K (A) ve GC2-SAL (B) grubu
hiicrelerinin zayif immiinoreaktivite; GC2-ISM (C) grubunda siddetli immiinoreaktivite; GC2-
ISMSAL (D) grubunda orta immiinoreaktivite oldugu goriilmektedir. Cekirdek boyamas: DAPI

ile yapilmustir.
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Sekil 29. GC2 p-elF2a Immiinfloresan Yogunluk Istatistiksel Analiz Sonuglari. Gruplar arasi
karsilagtirmada One-Way ANOVA (tek yonlil varyans analizi) yapildi. Coklu karsilastirma i¢in Post
hoc testi olarak SIDAK’S TESTI kullanild:. istatistiksel degerlendirme sonuclarinda P<0,05 degeri

anlaml1 olarak kabul edildi.

6.5. qRT-PCR BULGULARI

6.5.1. GRP78 Bulgular:

Is1 stresinin ve SAL uygulamasinin GRP78 mRNA ifade diizeylerinde etkinligi
olup olmadigint belirlemek amaciyla qRT-PCR analizi yapildi. GC1 hiicre hatt1 igin
bakildiginda GC1-ISM modelinde GC1-K grubuna gére GRP78 geninin ifadesinin
yaklasik olarak 2.5 kat artmis oldugu gozlendi. GCI1-ISMSAL modelinde GRP78
relatif mRNA ifadesinde GC1-ISM grubuna oranla bir azalma oldugu fakat bu

azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig: saptandi (p>0,05) (Sekil 30 ).
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Sekil 30. GC1 igin GRP78 geni ifadesinin qRT-PCR sonuglarinin gruplara gore degisimi
Gruplar aras1 kargilagtirmada Kruskal Wallis istatistiksel analizi yapildi. . Coklu karsilastirma igin
Post hoc testi olarak Dunn testi kullanild:. Istatistiksel degerlendirme sonuclarinda P<0,05 degeri

anlaml olarak kabul edildi.

GC2 hiicre hatti i¢in bakildiginda GC2-ISM modelinde GC2-K grubuna gore
GRP78 geninin ifadesinin 2 kat artmis oldugu gézlendi. GC2-ISMSAL modelinde
GRP78 relatif mRNA ifadesinde GC2-ISM grubuna oranla bir azalma oldugu
fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulundu (p>0,05) (Sekil

31).
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Sekil 31. GC2 i¢cin GRP78 geni ifadesinin qRT-PCR sonug¢larmin gruplara gére degisimi.
Gruplar aras1 karsilastirmada Kruskal Wallis istatistiksel analizi yapildi. Coklu karsilagtirma i¢in Post
hoc testi olarak Dunn testi kullanildi. istatistiksel degerlendirme sonuglarinda P<0,05 degeri anlamli

olarak kabul edildi

6.5.3.PERK bulgular

Is1 stresinin ve SAL uygulamasinin PERK mRNA ifade diizeylerinde etkinligi
olup olmadigini belirlemek amaciyla qRT-PCR analizi yapildi. GC1 hiicre hatti i¢in
bakildiginda GC1-ISM modelinde GC1-K grubuna goére PERK geninin ifadesinin
yaklasik olarak 4 kat artmis oldugu gozlendi. GC1-ISMSAL modelinde PERK relatif
mRNA ifadesinde GC1-ISM grubuna oranla bir azalma oldugu fakat bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptand1 (p>0,05) (Sekil 32).
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Sekil 32. GCI i¢in PERK geni ifadesinin qRT-PCR sonuglarinin gruplara gore degisimi.
Gruplar aras1 karsilastirmada Kruskal Wallis istatistiksel analizi yapildi. . Coklu karsilastirma
i¢in Post hoc testi olarak Dunn testi kullanildi. Istatistiksel degerlendirme sonuglarinda P<0,05

degeri anlamli olarak kabul edildi

GC2 hiicre hatt1 i¢in bakildiginda GC2-ISM modelinde GC2-K grubuna gore
PERK geninin ifadesinin yaklasik 4 kat artmis oldugu gozlendi. GC2-ISMSAL
modelinde PERK relatif mRNA ifadesinde GC2-ISM grubuna oranla bir azalma
oldugu fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi (p>0,05)

(Sekil 33).
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Sekil 33. GC2 i¢in PERK geni ifadesinin qRT-PCR sonuglarinin gruplara gore degisimi. Gruplar
arasi karsilastirmada Kruskal Wallis istatistiksel analizi yapildi. . Coklu karsilastirma i¢in Post hoc testi
olarak Dunn testi kullanildu. Istatistiksel degerlendirme sonuglarinda P<0,05 degeri anlaml1 olarak kabul

edildi.

6.5.3. eIF2a bulgular:

Is1 stresinin ve SAL uygulamasinin elF2a mRNA ifade diizeylerinde etkinligi
olup olmadigint belirlemek amaciyla qRT-PCR analizi yapildi. GC1 hiicre hatt1 igin
bakildiginda GC1-ISM modelinde GC1-K grubuna goére elF2a geninin ifadesinin
yaklagik olarak 2 kat artmis oldugu gozlendi. GC1-ISMSAL modelinde elF2a relatif
mRNA ifadesinde GC1-ISM grubuna oranla bir azalma oldugu fakat bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi (p>0,05) (Sekil 34).
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Sekil 34. GC1 icin elF2a geni ifadesinin qRT-PCR sonuglarmin gruplara gore degisimi.
Gruplar arasi karsilastirmada Kruskal Wallis istatistiksel analizi yapildi. . Coklu karsilastirma i¢in

Post hoc testi olarak Dunn testi kullanildi. Istatistiksel degerlendirme sonuglarinda P<0,05 degeri

anlamli olarak kabul edildi

GC2 hiicre hatt1 i¢in bakildiginda GC2-ISM modelinde GC2-K grubuna gore
elF2a geninin ifadesinin yaklagik olarak 2 kat artmis oldugu gozlendi. GC2-
ISMSAL modelinde elF2a relatif mRNA ifadesinde GC2-ISM grubuna oranla bir

azalma oldugu fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulundu

(p>0,05) (Sekil 35 ).
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Sekil 35. GC2 i¢in elF2a geni ifadesinin qRT-PCR sonuglarinin gruplara gore degisimi. Gruplar
arasi karsilastirmada Kruskal Wallis istatistiksel analizi yapildi. . Coklu karsilastirma i¢in Post hoc testi

olarak Dunn testi kullanildu. Istatistiksel degerlendirme sonuglarinda P<0,05 degeri anlaml1 olarak kabul

edildi
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7.TARTISMA

Memelilerde testislerde meydana gelen spermatogenez siireci, viicut 1sisindan
daha diisiik bir 1s1da meydana gelmektedir (Danno ve ark. 2000). Erkeklerde, 1s1ya
maruz kalma fertilite lizerinde ciddi zararli bir etkiye sahip olmanin yani sira,
infertilite icin 6nemli bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (Thonneau ve ark.
1998). Anormal bir 1s1 artisina maruz kalan spermatogenik hiicrelerde artmis DNA
hasar1, apoptoz goriilmekle birlikte bu siireglerin altinda yatan molekiiler ve
hiicresel olaylar zinciri heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (J.-H. Kim ve ark.
2013). Endoplazmik retikulum hiicre metabolizmasi, canliginin devam ettirilmesi
ve gelisim asamalarinda 6nemli fonksiyonlara sahip organellerden birisidir ( Kim
ve ark. 2008).ER fonksiyonlarinin intraselliiler veya ekstraselliiler etkenler
nedeniyle bozulmast ER stresi olarak adlandirilmaktadir (Mori 2000). Artmis 1s1
miktar1 hiicrede ER stresine sebep olan ¢evresel faktorlerden birisidir (Liu ve ark.
2012). ER stresi endoplazmik retikulumda katlanmamis veya yanhs katlanmig
protein birikimi meydana gelir ve bu da hiicresel aktivitenin bozulmasina neden
olur. Hiicre uzamis ER stres kosullarinda UPR adi verilen bir koruma
mekanizmasini harekete gecirir ve bu kosullar altinda hayatta kalma miicadelesi
verir. Memelilerde UPR sinyal yolagi ER-membranina bagli 3 transmembran
sensOr proteini araciliiyla baslatilir. Bunlar IRE1a, PERK ve ATF6’dir. Normal
kosullar altinda sensor proteinlerin luminal kisimlar1 bir ER saperon protein olan
GRP78 bagli haldeyken stres kosullarinda ayrilma gerceklesir (Ron ve Walter
2007). Uzamis UPR cevabinda ER homeostasisi bozulur, hiicre stres ile bas
edemez ve 6liim mekanizmalar aktiflesir (Tabas ve Ron 2011). SAL, PP1 inhibe
ederek elF2a defosforilasyonunu baskilamak icin kullanilan ve ER stres
baskilayici olarak bilinen kimyasal bir bilesiktir (Boyce ve ark. 2005; Fullwood
ve ark. 2012). Bu ¢alismada SALm in vitro ISM olusturulmus spermatogenik
hiicrelerde ER stress sensdr proteinleri iizerine etkisinin incelemesi
amaglanmustir.

SALin sitotoksik konsantrasyon degerinin hesaplanmasi sonucunda GClI

hiicre hatt1 i¢in IC50 doz degeri 46,5564 uM; GC2 hiicre hatt1 i¢in 42,691 uM
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bulundu. Uygulama dozu olarak se¢ilen 20 pM doz degerinin her iki hiicre iginde
oldukga diisiik seviyede sitotoksik ve sitopatik bir etki olusturdugu bulundu. Bu
sonuclar 1g1ginda ISM uygulamasi ve diger hiicresel teropatik yaklagimlar i¢in bu
hiicrelere uygulanmasi gereken en uygun dozun 20 puM olabilecegi diisiiniildii. Ilag
tedavi potansiyellerinin arastirilmasinda onemli bir belirteg olan IC50 degeri
farmakolojik bir ajanin hiicredeki bazal ve maksimum seviyeler arasindaki
aktivitesinin % 50'sini engelledigi konsantrasyonu ifade etmektedir (Cortés ve ark.
2001). SAL"in genel hiicresel serin/treonin fosfataz PPI ve enzimatik olmayan kofaktor
GADD34'den olusan protein kompleksi GADD34 / PP1 inhibe ederek elF2a
defosforilasyonunu 6nledigi bilinmektedir (Boyce ve ark. 2005; Long ve ark. 2005).
Chen ve arkadaglari tarafindan 2016°da fare kolon hiicre hattinda yapilan bir calismada
SAL’1n hiicreler iizerinde 40 uM ve 80 pM uygulama dozlarinda sitotoksik etkiye
sahip oldugu; 5 uM, 10 uM ve 20 uM doz uygulamalarinda ise diisiik veya sitotoksik
olmayan bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir(Chen ve ark. 2017). Ji ve arkadaglarinin
insan deri fibroblast hiicreleri lizerinde yapmis oldugu ¢aligmada SAL’1in degisik
konsantrasyonlardaki uygulamalarinin (5 uM, 10 uM, 15 uM, 20 uM) hiicre canlilig1
ve proliferasyonu iizerinde herhangi bir negatif etkiye sahip olmadigi bulunmustur (Ji
ve ark. 2017). Insan umblikal kord ven endotel hiicrelerinin kullanildig1 bir
aragtirmada SAL IC50 dozu 42 pM olarak hesaplanirken 20 uM uygulamada hiicreler
tizerinde mindr inhibitér etki gosterdigi belirtilmistir (Sylvest ve ark. 2010).
Farmakolojik ajanlarin IC50 degerleri ve sitotoksik etkileri kullanilan hiicre hattina ve
uygulama bi¢imine gore degisiklik gosterebilmektedir (Cortés ve ark. 2001). Bu
sonugclar 15181inda uygulama dozu olarak se¢ilen 20 uM doz degerinin, hiicre tipine ve
uygulama sartlarina bagli olarak degisebileceginin bir gdstergesi olarak

degerlendirildi.

Bu c¢alismada hiicreler inkiibator icerisinde 43 °C de 60 dk tutularak
spermatogenik hiicrelere ISM uygulandi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, ISM
uygulanan gruplarda hiicre canliliginin anlamli bir sekilde azaldig: tespit edildi. Bu
bulgular 15181nda 151 stresi kaynakli hasarin hiicrelerde sayisal olarak azalmaya neden
olmast nedeni ile uygulamanin 6liim mekanizmalarint aktiflestirdigi diistiniildi.
Organizmada bulunan tiim hiicreler biyolojik aktivitelerini yerine getirmek igin
optimal bir sicaklik ortamina gereksinim duymaktadir (Baeuerle 2013). Eksternal bir

stimulus olan 1s1 stresi bir¢ok sebepten kaynaklanabilir ve yliksek 1s1 hiicrelerde
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apoptoza neden olmasi sebebiyle lethal bir etkiye sahiptir (Matsuki ve ark. 2003).
Yapilan bir¢ok in vitro ¢aligmada 1s1 stresinin hiicre canliligi tizerine ciddi yan etkileri
oldugu gosterilmistir (Bhardwaj ve ark 2015; Homma ve Fujii 2016; Yang ve ark.
2018). Yang ve arkadaslar tarafindan domuz sertoli hiicrelerinde yapilan ISM
calismasinda, hiicre canliliginin anlaml bir sekilde azaldig1 ve apoptotik hiicre
sayisinin artti1 gosterilmistir (Yang ve ark. 2018). Homma ve Fujii’nin 2016°da
icerisinde GC2 hiicre hattininda bulundugu birgok hiicre hattinin kullanildig:
caligsmada, 1s1 stresinin hiicre canliligini anlamli bir sekilde azalttigi bulunmustur
(Homma ve Fujii 2016). Bhardwaj ve arkadaglari tarafindan insan akciger
epitelyal karsinoma hiicre hattinda (A549 cell line) 1s1 stresi modeli olusturulmus
ve hiicrelerde canliligin anlamli1 bir sekilde azaldigi gosterilmistir (Bhardwaj ve
ark. 2015). Bu ¢alismada da GC1 ve GC2 hiicre hatlarinda hiicre sayisinindaki
azalmaya 1s1 stresi modelinin uygulanmasinin neden oldugu diisiiniildii.
Calismamizda GC1 ve GC2 hiicre hatlarinda kontrol grubu ile
kiyaslandiginda ISM gruplarinda HSP70 immiinfloresan CTCF degerlerinin
anlamli bir sekilde artmis oldugu bulundu. Artmig HSP70 immiinoreaktivitesi
sebebiyle HSP70‘in 1s1 stresini belirteci olarak kullanilabilecegi diisiiniildii.
HSPAI1A olarak da bilinen indiiklenebilir 70 kDa 1s1 soku proteini (HSP70),
hiicrede meydana gelen stres yanitinin 6nemli bir bileseni olan molekiiler bir
saperondur. Bir hiicrede yliksek sicaklik, enflamasyon, toksik kimyasallar,
oksidatif stres, hipoksi gibi fizyolojik ortamini degistiren kosullar meydana
geldiginde HSP70 sentezinin arttig1 bilinmektedir (Parsell ve Lindquist 1993).
Erkek iireme sisteminde hiicresel ve dokusal diizeyde 1s1 stresi sonucu HSP70
immiinoreaktivitesinde artis meydana geldigi ¢esitli calismalarla gosterilmistir
(Chan ve Wu 2013; Kim ve ark. 2013). Kim ve arkadaslar tarafindan yapilan
calismada, fare testislerinin 43°C ile olusturulan hipertermik kosullarda kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir sekilde artmis HSP70 ekspresyonuna sahip oldugu
bulunmustur ve 1s1 stres belirteci olarak ifade edilmistir (Kim ve ark. 2013). Hsp70
spesifik olarak spermatosit apoptozu ile iligkili oldugu ve artmis Hsp70
ekspresyonunun artan TUNEL pozitif hiicre sayisi ile korelasyona sahip oldugu
bilinmektedir (Rockett ve ark. 2001). Bu bulgular 1s18inda ¢aligmamiz sonucunda
1s1 stresinin HSP70 ekspresyon seviyelerinde anlamli bir artiga sebep oldugu ve

151 stres belirteci olarak kullanilabilecegi diistiniildii.
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SAL uygulamasi sonrasinda GC1 ve GC2 hiicre hatlarinda ISM gruplarina gére
HSP70 CTCF degerlerinde anlamli bir azalma bulundu. Gao ve arkadaslari tarafindan
2013’te sigan beyinlerinde iskemik model olusturduklari ¢alismada western blot
analizleri sonucunda SAL uygulanan gruplarda HSP70 ekspresyonun azaldigi
gosterilmistir (Gao ve ark. 2013). Bu bulgular 15181inda SAL’1n 1s1 stres belirteci olan
HSP70 immiinoreaktivitesindeki azaltici etkisi nedeniyle 1s1 kaynakli hasar1 azalttig1
ileri siiriilebilir. Ayrica ER stres inhibitorii olan SAL’1n hiicrede total diizeyde protein
translasyonunu diisiirdiigii ve ER giren protein yiikiinii azalttigi icin HSP70
ekspresyon seviyelerinde de azalmaya neden olabilecegi diisiiniildi.

Bu c¢alismada her iki hiicre hattinda yapilan GRP78 immiinfloresan
degerlendirmede kontrol grubuna goére ISM uygulanan gruplarda CTCF degerleri
anlaml1 bir sekilde daha yiiksek bulundu. Yapilan qRT-PCR analiz sonuglarinda ise
immiinfloresan degerlendirme sonuglartyla uyumlu olarak her 2 hiicre hattinda da
GRP78 mRNA ekspresyon miktarlarinda artig meydana geldigi saptandi. Bu sonuglara
gore 1s1 stresinin ER stresine sebep oldugu diisiiniildii. ER’in hiicrede fonksiyonlarini
yerine getirebilmeleri i¢in saperon molekiiller olduk¢a 6nemlidir. En iyi karakterize
edilen ER saperonlarindan biri BiP veya HSPAS olarakta bilinen GRP78’tir. Saperon
protein GRP78 yeni sentezlenen polipeptitlerin ER membrant boyunca
translokasyonu, yanlis katlanmis proteinleri hedef alan ER ile iliskilendirilmis
degredasyon (ERAD), kalsiyum homeostazisinin diizenlenmesi gibi bir¢ok hiicresel
siirecte gorev almaktadir. UPR sinyal proteinlerinin aktif forma gelmesini
diizenleyerek ER stres siirecinde ana diizenleyici protein olarak gorev almaktadir (Lee
2005). GRP78'in homozigot knock-out fare modeli uygulamasinda embriyonik hiicre
proliferasyonun oldukca azaldigy, i¢ hiicre kitlesinde apoptotik hiicre miktarinin arttig1
ve sonugta embriyonik ii¢iincii glinde 6liim meydana geldigi gosterilmistir (Luo ve atk.
2006). Kim ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada, fare testislerinde GRP78
ekspresyonun oldugu gosterilmistir. 43°C 15 dk 1 kez 1s1 uygulamasi sonrasinda ise
GRP78’in ekspresyon miktarinin arttig1 3 ve 5 kez uygulama sonrasinda ise giderek
azaldig1 western blot yontemiyle gosterilmistir (Kim ve ark. 2013). Uzun stireli 1s1
uygulamas1 sonucunda apoptotik hiicre Oliimiinlin artigina bagli olarak GRP78
ekspresyonunun azalmasi meydana gelebilir. Insan akciger kanser hiicre hattinda
(A549) yapilan bir ¢alismada 30, 60, 90 dk siire ile 1s1 stresi uygulanmis ve ER stres
yolaklar1 incelenmistir. Bu ¢alismada hiicrelerde siireyle dogru orantili bir sekilde

GRP78 ekspresyonunun arttig1 immiinblotlama yontemiyle gosterilmistir (Xie ve Ran
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2016). Sonug olarak spermatogenik hiicrelerde ER stresi ana diizenleyici saperon
protein olan GRP78’in ekspreyonun artmis olmasi bu hiicrelerde ER stresinin varligini
gostermektedir.

ISMSAL uygulama gruplarinda ISM gruplarinda gére GRP78 CTCF
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmanin gergeklestigi
bulundu. Bu bulgularin elde edilen GRP78 mRNA qRT-PCR sonuglar1 ile uyumlu
oldugu goriildi. SAL’in GRP78 seviyelerinde azalmaya neden olmasi bu
hiicrelerde ER stresine karsi tedavi amagli kullanilabilecek etkili bir molekiil
olabilecegi diisliniildii. Oositlerin partenogenetik aktivasyonun gergeklestirildigi
bir c¢alismada, SAL’in ER stresi lizerine etkileri incelenmis ve -elektrik
stimiilasyonuna bagli artan GRP78 ekspresyonun SAL uygulamasi sonrasinda
azaldig1 tespit edilmistir (Park ve ark. 2018). Yoshida ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan caligmada Retinitis Pigmentoza hastalarindan alinan deri hiicreleri
indiiklenebilir pluripotent kok hiicreye doniistiiriilmiis ve sonrasinda bu hiicreler
retinal farklilagtirma ile fotoreseptor hiicrelere farklilagtirilmistir. Farklilagtiran
hiicrelere SAL uygulamasi sonrasinda kontrol grubuna kiyasla GRP78 mRNA
seviyelerinde anlamli bir azalis bulundugu tespit edilmistir (Yoshida ve ark.
2014). In vitro ortamda vaskiiler diiz kas hiicreleri {izerinde arsenik trioksit
uygulamasinin yapildigi bir ¢alismada hiicreler 10 ve 20 uM SAL ile 16 saat
inkiibe edilmistir. Deney sonrasinda yapilan western blot analiz sonuglarina gore
SAL uygulamasimin yapildigi gruplarda GRP78 protein seviyesi anlamli bir
sekilde arttigi gosterilmistir (Weng ve ark. 2014). Ratlarda iskemik beyin
hasarinin olusturuldugu bir ¢alismada 150 pmol SAL tedavisi yapilmig ve hasar
olusturulan gruba nazaran uygulama gruplarinda GRP78 protein miktarinin
anlaml bir sekilde azaldig1 bulunmustur (Gao ve ark. 2013).

GC1 ve GC2 hiicre hatlarinda ISM gruplarinda ATF6 CTCF degerlerinin
anlamli bir sekilde arttigi bulundu. Bu veriler dogrultusunda spermatogenik
hiicrelerde ER stresinde ATF6 yolaginin aktif rol oynadigi diisliniildii. ER
liimeninde yanhs katlanmis protein birikimi ER stres kosullarinin olugmasina
neden olmaktadir. Bu kosullar altinda hiicre kendini korumak i¢in UPR ad1 verilen
bir cevap olusturur (S. Wang ve Kaufman 2012). Memelilerde, UPR sinyal yolu
tic ER membranla iligkili sensor tarafindan baglatilmaktadir (Ron ve Walter 2007).
Bu ii¢ ER stress sensoriinden biri olan ATF6, temel 16sin fermuar proteini (bZIP)

iceren bir transkripsiyon faktorii ve tip II ER transmembran proteinidir.
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Memelilerde ATF6a ve ATF6b olmak iizere iki ATF6 geni bulunmakta ve tiim
hiicrelerden eksprese edilmektedir (Haze ve ark. 2001). ATF6’nin fare testis
hiicrelerinde eksprese edildigi bir¢ok calisma ile gosterilmistir (Du ve ark. 2017;
Homma ve Fujii 2016; Kim ve ark. 2013). Kim ve arkadaglar1 tarafindan yapilan
farelerde olusturulan testikiiler hipertermi modelinde ATF6’nin ER stresine kars1 UPR
cevabinda aktif rol aldig1 western blot analiz yontemi ile gosterilmistir (Kim ve ark.
2013). Fare testislerinde vazektomi sonrasinda ER stres analizinin yapildig1 bir
calismada ATF6 mRNA seviyelerinin artmis oldugu bulunmustur (Du ve ark. 2017).
GC2 hiicre hatt1 {izerinde 43 °C 6 saatlik 1s1 stresi uygulamasi sonrasinda ATF6 protein
seviyesinin kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde arttig1 immiinblotlama
yontemiyle gosterilmistir(Homma ve Fujii 2016). Insan akciger kanser hiicre hattinda
uygulanan ISM sonrasinda ise ATF6 protein seviyelerinde anlamli bir degisiklik
olmadigimmin goriildigli bildirilmistir (Xie ve ark. 2016). Bu sonuglar 1s1ginda
spermatogenik hiicrelerde 1s1 stresinin ER stres sensorlerinden olan ATF6 ekspresyon
seviyelerini degistirdigi ve ER stres yolaginda etkin bir belirte¢ olarak

degerlendirilebilecegi diisiiniildii.

SAL uygulanan gruplarda ise ISM gruplarina goére ATF6 CTCF degerlerinin
anlaml bir sekilde azaldigir bulundu. Yeagar ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada monokrotalin ile pulmoner hipertansiyon modeli olusturulan ratlara, SAL
uygulamasi yapilmis ve sonugta ATF6 protein seviyelerinin SAL uygulanan gruplarda
anlamli bir sekilde azaldig1r bulunmustur (Yeager ve ark. 2012). Baska bir ¢calismada
fare kiimiiliis oosit kompleksi (COC) iizerine in vitro ortamda ER stres indiikleyici 16
saat 100 nm thapsigargin ve 100 nm SAL uygulamasi yapilmistir. Caligma sonucunda
ATF6 mRNA ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda SAL uygulanan grupta
ATF6’nin anlamli bir sekilde azaldig1 tespit edilmistir (Wu ve ark. 2012). Bu veriler
dogrultusunda SAL uygulamasinda ER stresini baskiladigi ve ATF6 seviyelerinde

anlamli bir azalma meydana getirdigi goriildii.

GC1 ve GC2 hiicre hatlariin her ikisi iginde kontrol gruplari ile ISM gruplari
arasinda karsilastirma yapildiginda p-IREla CTCF degerlerinin ISM gruplarinda
anlamli bir sekilde artmis oldugu bulundu. Artmis p-Irelo immiinfloresan yogunlugu
bu hiicre serilerinde 1s1 stresinin endoplazmik retikulum stresine sebep oldugunun bir

gostergesi olarak kabul edildi. ER membraninda bulunan ve stres sensorii olarak
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adlandirilan Irela sitozolik kinaz ve endoriboniikleaz (RNaz) aktivitesine sahip
Tip 1 transmembran proteindir. IREla ve IRE1f olarak adlandirilan iki izoformu
bulunmaktadir (Ron 2002). IREla, tim hiicrelerde eksprese olur ve gebelik
doneminde embriyoda bu gen bolgesinde meydana gelecek olasi bir DNA
hasarinin 6liimle sonuglandig bildirilmistir (Iwawaki ve ark. 2009). ER membran
tizerinde bulunan IREla strese karsi duyarhidir ve stresle iliskili yolaklari aktive
etme kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir (Bertolotti ve ark. 2001). IREla
diger UPR sensorleri gibi stres olmadigr durumlarda GRP78 ile bagli durumda
inaktif formdadir. ER stresi meydana geldiginde GRP78’den ayrilarak dimerize
olur ve fosforillenir (Bertolotti ve ark. 2001). Kim ve arkadaslar1 tarafindan
testikiiler hipertermi modeli olusturan farelerden alinan testis 6rneklerinde artmig
p-IREla ekspresyonu western blot yontemiyle gosterilmistir (Kim ve ark. 2013).
Baska bir ¢alismada ise GC2 hiicre hattinda 3 ve 6 saatlik 43 °C’de olusturulan 1s1
stresi uygulamasinda IRElo’nin inaktif formunun siireyle korele bir sekilde
azaldiginin bulundugu bildirilmistir (Homma ve Fujii 2016). Bu sonuclar 15181inda
spermatogenik hiicrelerde IREla’nin ER stres yolaginda aktif bir rol aldig:
bulunmustur.

GCl ISM ve ISMSAL gruplannt karsilastinldiginda p-IREla CTCF
degerlerinin anlaml1 bir sekilde azaldig1 bulundu. SAL uygulamasinin hiicrelerde
ER stresini baskilayici bir ajan olarak sensor protein olan p-IREla seviyelerini
etkileyerek azalmaya sebep oldugu gosterildi. GC2 hiicre hattinda ise ISM ve
ISMSAL gruplar: arasinda anlamli bir fark bulunmadi. SAL’1n bu hiicre tipinde
p-IREla iizerinde etkin olmadigi sonucuna varildi. Thapsigargin ile ER stresi
olusturulmus COC {lizerine yapilan bir ¢alismada uygulamasi sonrasinda p-IREla
seviyelerinin kontrol grubuna gore arttig1 fakat SAL uygulanan tedavi grubunda
anlamli bir degisiklik olmadig1 gosterilmistir (Wu ve ark. 2012). Ji ve arkadaslar
tarafindan yapilan in vitro ortamda insan deri fibroblast hiicrelerinde UVB
kaynakli hiicre 6liimii iizerine SAL’1n etkisinin incelendigi ¢aligmada, 20 uM
SAL uygulamasi sonrasinda p-IREla seviyelerinin anlamli bir sekilde azaldigi
gosterilmistir (Ji ve ark. 2017). Rani ve arkadaslari tarafindan farelerde Transvers
Aort Daraltma yapilarak olusturulmus kardiyak hipertrofi modelinde SAL
uygulamasi sonrasinda tedavi gruplarinda p-IREla seviyelerinin anlamli bir

sekilde azaldig1 immiinblotlama yontemiyle gosterilmistir (Rani ve ark. 2017). Bu
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veriler 1s1ginda hiicreler lizerine SAL uygulamasinin p-IREla seviyeleri iizerine
etkilerinin spesifik olabilecegi diistintildii.

GC1 ve GC2 hiicrelerinde yapmis oldugumuz bu c¢alismada, p-PERK CTCF
degerleri incelendiginde kontrol grubuna goére ISM gruplarinda istatistiksel olarak
anlaml bir artis bulundu. Yapilan qRT-PCR degerlendirmesinde ise immiinfloresan
boyama sonuglar1 ile uyumlu olarak PERK mRNA ekspresyon seviyelerinde ISM
uygulamalarinda kontrol grubuna gore artis oldugu saptandi. Is1 stresi modelinin
hiicrelerde ER stresine yol ag¢tigi ve UPR sinyal yolaginda PERK aktivasyonunun
gerceklestigi diisiiniildii. elF kinaz ailesi hiicresel strese cevaben genel translasyonun
azaltilmasinda ve stresle indiiklenebilir gen ekspresyonlarin diizenlenmesinde
gorevli olan protein ailesidir. Tanimlanmis en 1iyi fonksiyonlarmin eIF2a
fosforilasyonun saglanmasina karsin farkli substratlara etki ettikleri bilinmekte ve hala
kesfedilmektedir (Donnelly ve ark. 2013). elF kinaz ailesinin iiyesi olan PERK, C-
terminal sitosolik alaninda serin / treonin kinaz aktivitesine sahip olan ve luminal
domain N-terminalinde yanlis katlanmig proteinlerin birikimini tantyan tip I ER
transmembran proteinidir (Harding ve ark. 1999). PERK'in aktivasyonu, GRP78'in
PERK!'in liimen alanindan ayrigmasi ile tetiklenir ve sonucta PERK otofosoforilasyon
ve oligomerizasyona ugrar (Bertolotti ve ark. 2000). Xie ve arkadaslar1 akciger kanser
hiicre hatlarinda yapmis olduklar1 ¢aligmada 1s1 stresiyle hiicrelerde p-PERK protein
ekspresyon seviyelerinin artmis oldugunu western blot analizi ile gostermislerdir (Xie
ve ark. 2016). Ursolik asitin 1s1 stresi olusturulmus fare kalp kasi hiicreleri {izerine
etkisinin incelendigi ¢alismada 1s1 artis1 olan gruplarda p-PERK seviyelerinin artmis
oldugu bulunmustur (Yang ve ark. 2014). Paraquat ile apoptozun indiiklendigi A549
hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada p-PERK protein miktarinin kontrol grubuna gore
anlaml bir sekilde arttig1 belirtilmistir (Wang ve ark. 2018). Bu sonuglar 1518inda
spermatogenik hiicrelerde 1s1 artisinin PERK fosforilasyonun artisina sebep oldugu ve
bu durumun ER stres yolaklarmin tetiklendiginin belirteci oldugu diistiniildii.

SAL uygulamasi sonrasinda hem GC1 hemde GC2 hiicrelerinde p-PERK CTCF
degerlerinin anlamhi bir sekilde azaldigi bulundu. Bu bulgular qRT-PCR PERK
mRNA seviyelerinin analizi ile uyumlu idi. SAL uygulamasinin p-PERK
seviyelerindeki degisimi degerlendirildiginde uygulamanin ER stresini azalttig
diisiiniildii. Wang ve arkadaslar1 tarafindan yapilmis ¢alismada SAL’in paraquat ile
apoptoz indiiklenmis A549 hiicre hattinda p-PERK protein miktarlar1 iizerinde anlamli

bir degisiklik yapmadigi bulunmustur (Wang ve ark. 2018). UV-B uygulamasi yapilan
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insan dermal fibroblast hiicreleri iizerine SAL uygulamasinin etkisinin incelendigi
bir calismada deney sonrasinda p-PERK miktarinin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaldig1 western blot analizi ile gosterilmistir (Ji ve ark. 2017). Beyin
Oliimii modeli olustutulmus ratlarda karaciger hasarina karst SALin protektif
etkilerinin incelendigi bir ¢alisjmada SAL’mn p-PERK seviyesini anlamli bir
sekilde azalttig1 gosterilmistir (Wang ve ark. 2015). SAL’mn spermatogenik
hiicrelerde p-PERK seviyesinde azalmaya sebep vererek 1s1 stresi uygulamasinda

ER stresinin azalmasinda rol oynadig: diisiiniillmektedir.

Calismamizda  p-elF2a  CTCF  degerlerinin  istatistiksel ~ olarak
degerlendirilmesi sonrasinda ISM gruplarinda kontrol gruplarina gére degerlerin
anlaml bir artis gosterdigi saptandi. Alinan immiinfloresan sonuglart yapilan
gRT-PCR analizi ile uyumlu oldugu goriildii. Artmis ER stresinin elF2a’nin
fosforile hale getirerek UPR sinyal yolaklarmin aktiviteye ge¢mesine sebep
oldugu diisiiniildii. Insanda EIF2S1 geni tarafindan kodlanan elF20. proteini,
baslatict tRNA'nin (Met-tRNAiMet) 40S ribozomal alt birimlerine baglanmasini
saglayarak, hiicrede ger¢eklesecek olan protein sentezi baglama basamagini
katalize eder (Spilka ve ark. 2013). Hiicreler, eksternal veya internal stres ile kars1
karsiya kaldiklarinda hiicresel islevi siirdiirmelerini saglayan cesitli stres yanit
mekanizmalarina sahiptir. Stres-aktif kinazlar tarafindan baglatilan bir sinyal yolu
olan ve elF20’nin forforile hale gelmesini saglayan siire¢ bu mekanizmalardan
birisidir (Ryoo ve Vasudevan 2017; Walter ve Ron 2011). elF2a’nin fosforile
halde kalmasi ile hiicresel diizeyde translasyon baglama aktivitesi inhibe
edilmekte boylece ER stresi sirasinda protein yiikiiniin azaltilmasina bagli olarak
sitoprotektif etkiye sebep oldugu bildirilmektedir (Hotamisligil 2010). Fare
testikiiler hipertermi modeli olusturulan galigmada 43°C uygulama sonrasinda p-
elF2a protein seviyelerinin kontrol grubuna goére artmis oldugu gdsterilmistir
(Kim ve ark. 2013). Yapilan baska bir calismada ise A549 hiicre hatlarina
uygulanan ISM’de deney sonunda yapilan analizde 1s1 artistyla dogru orantili bir
sekilde p-elF2a protein ekspresyon seviyelerinin artmis oldugu bulunmustur (Xie
ve ark. 2016). Homma ve Fujii tarafindan yapilan ¢alismada, HELA hiicrelerinde
3 ve 6 saat 1s1 stresi olusturuldugunda p-elF2a protein ekspresyonunun arttigi

belirtilmistir (Homma ve Fujii 2016). Calismamizin sonuglarinin literatiir
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bilgisiyle uyumlu oldugu ve spermatogenik hiicrelerde ER stres yolaginin aktif olarak
calistig1 gorildi.

Immiinfloresan boyama sonugclar1 degerlendirildiginde SAL uygulamasi yapilan
ISMSAL gruplarinda ISM gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
CTCEF degerlerinin azaldigi bulundu. qRT-PCR ile mRNA ekspresyon seviyelerinde
de her iki hiicre hatt1 i¢in ISMSAL gruplarinda azalma saptandi. SAL uygulamasinin
hiicrede meydana gelen ER stresin baskilanmasinda gorev aldigi diisiiniildii. Erkek
Sprague-Dawley ratlarda yapilan bir ¢alismada 150 pmol SAL uygulamasina takiben
beyin iskemik model olusturulmus ve 6, 12, 24 saat sakrifikasyon sonrasi beyin
orneklerinden western blot analizi yapilmistir. 6. saat Orneklerinde p-elF2a’nin
anlamli bir artis gosterdigi, 12. ve 24. saat 6rneklerinde ise uygulamanin ekspresyon
seviyeleri tizerinde anlamli bir degisiklige sebep olmadig1 gosterilmistir (Gao ve ark.
2013). Paraquat ile hiicre hasar1 olusturulmus A549 akciger hiicre hatlarinda SAL
uygulamasi sonrasinda p-elF2a degerlerinin anlamli bir sekilde arttig1 immiinblotlama
yontemi ile gosterilmistir (Wang ve ark. 2018). Okazaki ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ¢aligmada C57BL/6 wild-tip farelerde deneysel kolit modeli olusturulmus ve
SAL uygulamas1 yapilmistir. Deney sonunda SAL uygulanan gruplarda p-elF2a

protein degerleri anlamli bir sekilde artmis oldugu bildirilmistir (Okazaki ve ark.

2014). Norotoksin B-N-methylamino-L-alanine uygulanan noranal hiicrelerde ER

stres sinyal yolaginin analizinin yapildig1 ¢alismada 30 uM SAL ilavesi sonrasinda p-
elF2a protein miktarmin sadece norotoksin uygulanan gruplara gore anlamli bir
sekilde azalmis oldugu gosterildi (Shen ve ark. 2016). Pek ¢ok kosulda hiicreye
sagladig1 faydaya ragmen, elF2a'nin fosforilasyonunun kendisinin pro-apoptotik mi
yoksa anti-apoptotik sinyal olup olmadigi konusu halen tartismalidir (Perkins ve
Barber 2004; Scheuner ve ark. 2006). Bu sonuglar 1s1g1nda ER stresinin baskilanmasi
nedeniyle p-elF2a seviyelerinde azalma meydana gelebilecegi goriildii. Literatiir
taramasinda c¢ikan farkli sonucglar degerlendirildiginde ER stres yolaklarinda aktif
gbrev yapan diger mekanizmalarin (pro-apoptotik veya antiapoptotik mekanizmalar)

analizinin yapilmasinin gerekli oldugu diistintildi.
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8.SONUC ve ONERILER

Tez ¢aligmamizda GC1 spermatogonyum ve GC2 spermatosit hiicre hatti olan
spermatogeneik hiicrelerde ISM olusturuldu. Kiiltiir ortaminda SAL etken
maddesinin IC50 degeri MTT yontemi ile hesaplanarak bulundu. Bu hiicrelerde
SAL uygulamasiin ER stres yolaginda rol oynayan PERK, elF2a, ATF6, GRP78,
HSP70, IREla molekiilleri iizerine etkisi immiinfloresan boyama ve qRT-PCR
teknigi ile analiz edildi.

SALin GC1 hiicre hatt1 i¢cin IC50 doz degeri 46,5 uM ; GC2 hiicre hatti igin
42,6 uM bulundu. Uygulama dozu olarak secilen 20 uM doz degerinin her iki
hiicre i¢inde oldukga diisiik seviyede sitotoksik ve sitopatik bir etki olusturdugu
bulundu.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda ISM uygulanan gruplarda hiicre
canliligimin anlaml bir sekilde azaldig1 ve 6lii hiicre sayisinin arttig1 bulundu.

Calismamizda GC1 ve GC2 hiicre hatlarinda kontrol grubu ile
kiyaslandiginda ISM gruplarinda HSP70 immiinfloresan CTCF degerlerinin
anlamli bir sekilde artmig oldugu bulundu. Bununla birlikte SAL uygulamasi
sonrasinda GC1 ve GC2 hiicre hatlarinda ISM gruplarina gére HSP70 CTCF
degerlerinde anlamli bir azalma bulundu.

GC1 ve GC2 hiicre hatlarinda ISM gruplarinda ATF6 CTCF degerlerinin
anlamli bir sekilde arttig1 bulundu. SAL uygulanan gruplarda ise ISM gruplarina
gore ATF6 CTCF degerlerinin anlamli bir sekilde azaldigi bulundu.

GC1 ve GC2 hiicre hatlarinin her ikisi i¢inde kontrol gruplari ile ISM gruplari
arasinda karsilagtirma yapildiginda p-IRE1a CTCF degerlerinin ISM gruplarinda
anlamli bir sekilde artmis oldugu bulundu. GC1 ISM ve ISMSAL gruplar
karsilastirildiginda p-IREla CTCF degerlerinin anlamli bir sekilde azaldigi
bulundu. GC2 ISM ve ISMSAL gruplar karsilastirildiginda ise p-IREla CTCF
degerleri arasinda anlamli bir farkliligin olmadigi bulundu.

Bu calismada her iki hiicre hattinda yapilan GRP78 immiinfloresan

degerlendirmede kontrol grubuna gére ISM uygulanan gruplarda CTCF degerleri
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anlamhi bir sekilde daha yiiksek bulundu. ISMSAL uygulama gruplarinda ISM
gruplarinda gére GRP78 CTCF degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmanin gercgeklestigi bulundu. Bu bulgularin elde edilen GRP78 mRNA qRT-PCR
sonuglari ile uyumlu oldugu goriildii.

p-elF2a CTCF degerlerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi sonrasinda ISM
gruplarinda kontrol gruplarina gore degerlerin anlamli bir artis gdsterdigi saptandi.
Alinan immiinfloresan sonuglar1 yapilan qRT-PCR analizi ile uyumlu oldugu goriildii.
Immiinfloresan boyama sonuglar1 degerlendirildiginde SAL uygulamasi yapilan
ISMSAL gruplarinda ISM gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
CTCEF degerlerinin azaldigi bulundu. qRT-PCR ile mRNA ekspresyon seviyelerinde
de her iki hiicre hatt1 icin ISMSAL gruplarinda azalma saptandi.

GC1 ve GC2 hiicrelerinde yaptis oldugumuz bu c¢alismada p-PERK CTCF
degerleri incelendiginde kontrol grubuna gore ISM gruplarinda istatistiksel olarak
anlamli bir artis bulundu. Yapilan gqRT-PCR degerlendirmesinde ise immiinfloresan
boyama sonuglar1 ile uyumlu olarak PERK mRNA ekspresyon seviyelerinde ISM
uygulamalarinda kontrol grubuna gore artis oldugu saptandi. SAL uygulamasi
sonrasinda hem GC1 hemde GC2 hiicrelerinde p-PERK CTCF degerlerinin anlamh
bir sekilde azaldigi bulundu. Bu bulgular qRT-PCR PERK mRNA seviyelerinin

analizi ile uyumlu idi.

Sonug olarak bu ¢aligmada 1s1 stresi uygulamasi ile spermatogenik hiicrelerde ER
stres yolagi molekiillerinin aktive oldugu goriilmiistiir. Buna paralel olarak SAL
uygulamasinin ER stres belirteglerinin aktivitesini azalttig1 bulunmustur. Daha ileride
yapilacak ¢aligmalarla bu yolak ve belirtegleri ile diger hiicre sinyal mekanizmalarinin
etkilesimi ve iletisimi daha detayl1 olarak ¢alisilmalidir. Elde edilen verilerle 1s1 stresi
hasar1 sonucu olusmus erkek infertilitesi olgularinda tedavi ve terapi potansiyelleri

arastirilmalidir.
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T.C EK-1
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
Saglik Bilimleri Enstitiisti Miidiirliigii
MANISA
Ci iv lIR !f 1\1\1\3{!

Say1 :28233352-302.14.01-
Konu :Suna SAYGILI'nin Tez Konusu
Degisikligi Hk.

SBE HiSTOLOJI-EMBRIYOLOJi ANABILIM DALI BASKANLIGINA

Enstitiimiiz 18.01.2019 tarih ve 2/10 sayili yonetim kurulu toplantisinda Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Doktora Programi 151348009 numarali grencisi Suna SAYGILI'nin
07.02.2018 tarih ve 05/03 sayili Yénetim Kurulu Toplantisinda "Isi Stresi Olusturulmus
Testislerden Alnan Testikiiler Hiicrelerin U¢ Boyutlu Hiicre Kiiltiirii Ortaminda
Karakterizasyonu" olarak belirlenen tez konusunun, etik kurul onayi alinmasi kayd ile
"Salubrinalin In Vitro Is1 Stresi Olusturulmus Spermatogenik Hiicrelerde ER Stres Yolag:
Uzerine Etkisi" degistirilmesine OY BIRLIGI ile karar verildi.

Geregini ve bilgilerinizi rica ederim.

e-imzalidir
Prof. Dr. Bilal-i Habes GUMUS
Enstitii Miidiirii V.

Adres:Tip Fakiiltesi Dekanlig1 Zemin Kat Uncubozkéy Kampiisii Manisa Bilgi I¢in:Cisem Tutan (Ayse Ertik
Telefon:(0 236) 2360989 Faks(0 236) 2382158 Vekaletiyle)
E-Posta:saglik.sekreterlik@cbu.edu.tr Elektronik Ag:saglikbe.cbu.edu.tr Unvant: Bilgisayar Isletmeni
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Histoloji ve Embriyoloji Ana Bifim Dah Baskanhgrna

Tez Ad1 SALUBRINALIN iN VITRO ISI STRESI OLUSTURULMUS SPERMATOGENIK HUCRELERDE ER
STRES YOLAGI UZERINE ETKiSi

Tezime iligkin...16/12/2019. tarihinde yapilan Turnitin adh intihal tespit
programindan asagida belirtilen filtrelemeler uyguianarak alinmis olan orijinallik
raporuna gore, tezimin benzerlik orani % 9'tiir.

Belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez ¢alismamin herhangi bir intihal
icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki
sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum biigilerin dogru oldugunu
beyan ederim.

Tarih ve/imza
Adi Soyadi : Suna Karadeniz Saygili
Ogrenci No 1151348009
Anabilim Dali : Histoloji ve Embriyoioji

Programi :Doktora
DANISMAN I
UYGU
Prof. Dr. K ILGIN
Agiklamalar

1-Tez Calismas Orjinallik Raporu (TCOR}, TURNITIN intihal Tespit Programi kullanimi icin kisisel hesap alma hakki bulunan tez danismanlari,
Enstitliferde goreviendirilen personefier, Kiitliphane ve Dokilimantasyon Daire Bagkanhigi'nda goreviendiriien kitUphaneciier tarafindan
alinir.

2-Sayfa sayisi 400°den az olan tezler igin tez savunmasindan nce ve basarih olmasi durumunda diizeltmelerden sonra olmak iizere 2 kez
TCOR ahnir.{400 sayfadan fazla olan tezler 400 ve katlar seklinde bdllnerek Turnitin veri tabanina yiiklenmesi gerekmektedir. Bu gibi
durumlarda benzerlik oraninin hesaplanmasina iliskin detayl forma, kiitiphane web sayfasinda bulunan Turnitin kullanim kilavuzlarinin
altindan erigilebilir.)

3-TCOR, tezin yalnizca Kapak Sayfasi, Giris, Ana Bdlimler ve Sonug bdlimlerinden olusan kisminin tek bir dosya olarak intihal tespit
programina ylklenmesi ile alinir.

Programa yiikileme yapilirken Dosya Bashg! {(document title) olarak tez basliginin tamami, Yazar Adi {author’s first name] olarak 6grencinin
adi, Yazar Soyadi (author’s last name) olarak 8grencinin soyadi bilgisi yazilir,

4- TURNITIN intihal tespit programina ylklenen dosyanin siireclenmesinde, ilgili programdaki filtreleme segenekleri agagidaki sekilde
ayarlanir: - Kaynakga haric, - Alintilar haric, - 5 kelimeden daha az ortlisme iceren metin kisimlar: harig {Limit match size to 5 words)
S-Istede badh ayariar lasmindan; “Odevieri suraya génder?” segenegi mutlaka DEPO YOK seklinde isaretienmesi gerekmektedir; aksi
durumda ayni tezin ikinci kez yiikienmesi durumunda benzerlik %100 gikacakiir ve depodan tezi silmek cok uzun siirec gerektirecektir.

6- Raporlama islemi tamamiandiktan sonra, kaydedilmis olan ekranin gorlintlslini sag Ust kdgesinde yiizdelik sayi olarak belirtilen
“benzerlik orani,” raporlamaya tabi tutulmus olan dosyanin “toplam sayfa sayisi” ve raporlama igleminin yapildigi “tarih” bilgisi, “Yiiksek
Lisans/Doktora Tez Galismasi Orjinallik Raporu” formuna islenir.

7- Benzerlik oraninda tiim sorumiuluk égrenciye aittir.

8-Tez savunma sinavi sonrasinda basarili bufunan 6grenci, tez savunma sinavi tarihi sonrasinda tezde vapilmis muhtemel degisiklikleri
igeren dosya kullanilarak ainmis ikinci bir intihal raporundaki bilgiler kullanilarak hazirlanmis ve tez damsmani tarafindan onaylanarak
imzalanms ikinci bir “Yiksek Lisans/Doktora Tez Calismas: Orjinaliik Raporu’nu Enstitliye teslim etmekle yakiimiudir.

S-Turnitin Hakkinda Bilgiler: http://kutuphane.cbu.edu.tr/turnitin.9370.tr.htmi
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