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OZET

SH-SYSY Noroblastoma Hiicresinde Soguk Stresin Transkriptomik Etkilerinin

Arastirilmasi

Amag: Bu calismanin amaci soguk stresinin noroblastoma hiicreleri {izerine
etkilerinin transkriptomik ve protein seviyeleri diizeyinde aragtirmaktir.

Materyal ve Metot: Calismada SH-SYS5Y noroblastoma hiicre hatt1 kullanildi.
Soguk stres modelinde kullanilan hiicreler 37°C (Kontrol), 31°C ve 25°C sicakliklarinda
ve 3, 6, 12, 24 saat siirelerinde inkiibe edildi. Her siirenin sonunda RNA sekans verileri
ve gen ekpresyonu i¢cin RNA izolasyonu, western blot i¢in protein ekspresyonu, apoptoz
diizeyleri i¢in Annexin-V FITC yoOntemi, hiicre dongiisii i¢in PI analizi yapildi.
Istatistiksel veriler i¢in tek yonlii ANOVA testi uygulanip sonuglar degerlendirildi.

Bulgular: SH-SYSY hiicrelerinde diisiik sicakligin etkileri degerlendirildi ve
ozellikle 25 °C’de hiicre morfolojisinin belirgin sekilde bozuldugu goriildii. RNA-seq
analizleri, soguk stresinin 6zellikle 31 °C 3 saat ve 25 °C 24 saat kosullarinda anlamli gen
baskilanmasina neden oldugu saptandi. gPCR ve Western blot seviyeleri ATF6, HSP90
ve LIN28A’nin bazi1 kosullarda arttigini, CARHSP1, TP53, UBAS52 ve XBP1’in ise
cogunlukla azaldig1 saptandi. 25 °C’de inkiibasyon siiresi uzadik¢a apoptoz oranlarinin
arttig1 ve hiicre dongiisii fazlarinda belirgin degisimler meydana geldigi belirlendi.

Sonug¢: Calismamiz da diisiik sicaklik stresinin SH-SY5Y hiicrelerinde morfoloji,
gen/protein ifadesi, apoptoz ve hiicre dongiisii lizerinde belirgin etkiler olusturdugunu
ozellikle 25 °C’de hem hiicresel biitilinliik bozulmus hem de genetik yanitlar giiclii sekilde
degismis olup soguk stresinin SH-SY5Y hiicrelerinde hem molekiiler hem de fonksiyonel
diizeyde yeniden programladigini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Mikrocevre, Soguk stresi, SH-SY5Y
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ABSTRACT

Investigation of the Transcriptomic Effects of Cold Stress in SH-SYSY

Neuroblastoma Cells

Aim: The aim of this study is to investigate the effects of cold stress on
neuroblastoma cells at the transcriptomic and protein levels.

Materials and Methods: The SH-SY5Y neuroblastoma cell line was used in this
study. Cells were incubated at 37°C (Control), 31°C, and 25°C for 3, 6, 12, and 24 hours
under a cold stress model. At the end of each time point, RNA isolation was performed
for sequencing and gene expression analysis, protein expression was evaluated by
Western blot, apoptosis levels were measured using the Annexin-V FITC method, and
cell cycle distribution was assessed using PI analysis. Statistical evaluation was
conducted using one-way ANOVA.

Results: The effects of low temperature on SH-SYS5Y cells were evaluated, and
cell morphology was found to be markedly impaired, particularly at 25 °C. RNA-seq
analyses revealed that cold stress led to large-scale, significant gene suppression,
especially under the conditions of 31 °C for 3 hours and 25 °C for 24 hours. qPCR and
Western blot results showed that ATF6, HSP90, and LIN28A increased under certain
conditions, whereas CARHSP1, TP53, UBAS52, and XBP1 mostly decreased. It was
determined that the rate of apoptosis increased and significant alterations occurred in cell
cycle phases as the incubation time at 25 °C was extended.

Conclusion: This study demonstrates that cold stress induces notable changes in
morphology, gene/protein expression, apoptosis, and cell cycle dynamics in SH-SYSY
cells. Particularly at 25°C, both cellular integrity and genetic responses were markedly
affected, indicating that cold stress leads to molecular and functional reprogramming in
SH-SYSY cells.

Key Words: Cancer, Microenvironment, Cold stress, SH-SYSY
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1. GIRIS

Kanser, 20. ylizyilda en ¢ok korkulan hastaliklardan biri olmus ve 21. yiizyilda
goriilme sikligr giderek artarak kiiresel Olgekte ciddi bir halk sagligi sorunu haline
gelmistir. Yasam sliresinin uzamasi, c¢evresel faktorlerdeki degisim ve modern yasam
bi¢iminin getirdigi yeni aligkanliklar, kanser insidansinin endise verici diizeyde artmasina
neden olmaktadir. Giincel veriler, her dort bireyden birinin yasami boyunca kanser
gelisme riski tagidigini ve insanlarin giderek artan sekilde gesitli kanserojen bilesiklere
maruz kaldigin1 gostermektedir (1). Kanser hiicreleri; bagimsiz biiylime sinyalleri iiretme,
biliylime karsit1 sinyallere duyarsizlik, apoptozdan kaginma, siirsiz replikatif kapasite,
metastatik potansiyel ve bagisiklik sisteminden kagis gibi temel 6zellikler gostermektedir.
Ayrica giincel ¢alismalar, timor mikrogevresi ve ¢evresel faktorlerin de kanserin olusumu
ve ilerlemesinde belirleyici oldugunu gostermektedir (2).

Kanser mikrogevresi; tlimor hiicreleri, stromal hiicreler, bagisiklik sistemi
elemanlari, fibroblastlar, endotel hiicreleri, ekstraseliiler matriks (ECM) ve tiimoriin
metabolik—fiziksel kosullarini iceren karmasik bir yapidir. Bu mikrogevre timor gelisimi,
ilerlemesi, metastaz1 ve tedavi yanitim1 belirleyen en 6nemli unsurlardan biridir. Kanser
mikrocevresinin temel 6zelliklerinden biri, ¢esitli fiziksel ve kimyasal stres faktorlerine
maruz kalmasidir. Bu stres faktorleri arasinda hipoksi, asidik pH, oksidatif stres, mekanik
basing ve sicaklik degisimleri yer alir (3-6). Kanser, hiicrelerin normal biiyiime ve
boliinme mekanizmalarin1 kaybetmesi sonucunda ortaya ¢ikan anormal proliferasyonla
karakterizedir. Hiicrelerde olusan malign transformasyonunun yani sira, hiicrelerin
mikrocevresindeki fiziksel degisimler de kanserlesme prosesinde o©nemli rol

oynamaktadir (7,8).

Cevresel sicakliktaki dalgalanmalar, bakterilerden yiiksek organizma diizeyindeki
Okaryotlara kadar genis bir canli yelpazesinde goriilen temel stres faktorleri arasinda yer
almaktadir. Prokaryotik ve Okaryotik sistemlerin 1s1 soku stresine verdigi yanit, ¢cok
sayida organizma ve model hiicre sistemi iizerinde kapsamli sekilde arastirilmis ve 1s1
soku proteinlerin temel iglevleri, 1s1 stresi tarafindan hiicreye uygulanan yiikii azaltmaya
ve hiicrede olusan bu stresle basa ¢ikmaya yardimer olmaktir. Is1 soku proteinlerinin
hiicresel stres yiikiinii azaltma ve protein homeostazini koruma gibi islevlere sahip oldugu
bilinmektedir. Buna karsin, soguk stres yanit1 lizerine yapilan ¢aligmalar nispeten sinirh

olup, 6zellikle memeli hiicrelerinde soguk stresine adaptasyonu diizenleyen molekiiler

1



mekanizmalar hala tam olarak ¢o6zillememistir (9,10). Mevcut veriler, tiim
organizmalarda soguk soka karsi benzer hiicresel yanitlarin ortaya ¢iktigini; ozellikle
soguk sok proteinlerinin (CSP’ler) hizli ve giiclii sekilde indiiklenerek adaptif bir yanit
olusturdugunu gostermektedir. Diisiik sicaklik uygulamalari, son yillarda yalnizca hiicre
canlilif1 ve rekombinant proteinlerin iiretkenligini artirma amaciyla degil, ayn1 zamanda
soguk kosullarda gerceklesen biyolojik siireglerin molekiiler diizeyde anlasilmasina katki
saglamak amaciyla da kullanilmaktadir (11). Memeli hiicrelerinde soguk stresine bagl
olarak hiicre dongiisiiniin duraksamasi, apoptozun ertelenmesi, protein sentezindeki
degisiklikler, belirli mRNA’larin miktar ve stabilitesindeki artis ve transkripsiyon
faktorlerinin soguk-indiiklenmis promotdrlerle etkilesimleri gibi c¢esitli molekiiler

mekanizmalarin aktif oldugu bilinmektedir (11, 12).

Bu baglamda, soguk stresinin kanser hiicrelerinde olusturdugu transkriptomik
degisikliklerin anlagilmas1 hem kanser biyolojisine hem de stres fizyolojisine iliskin yeni
yaklasimlar gelistirilmesine katki saglayabilir. Ozellikle noroblastoma gibi agresif
timorlerde soguk stresinin hiicresel yanitlari tetikleme bi¢iminin aydinlatilmasi, yeni

tedavi stratejilerine yonelik potansiyel hedeflerin belirlenmesine de zemin hazirlayabilir.

Bu tez calismasi, kanser mikrocevresi bilesenlerinden biri olan soguk stresinin
hiicrelerin transformasyonu, kanserin ilerlemesi ve yayilmasi siiregleinde baskilayici rol
oynayabilecegi hipotezi iizerine kurgulanmistir. Bu kapsamda ¢aligmamizda SH-SY5Y
noroblastoma hiicrelerinde soguk stresinin olusturdugu transkriptomik yanitlarin
kapsamli bir sekilde analiz edilmesi amaglanmistir. Elde edilen bulgularin hem soguk
stresinin molekiiler mekanizmalarinin hem de kanser hiicrelerinin ¢evresel streslere
verdigi adaptif yanitlarin anlasilmasina bilimsel ag¢idan oOnemli katkilar sunmasi

beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Noroblastoma ve SH-SYSY Hiicre Hatti

Sinir sistemi, elektriksel ve kimyasal sinyallere son derece duyarli olup viicut
islevlerinin ve tepkilerinin ¢ogunu diizenleyen kompleks bir yapidan olugsmaktadir. Sinir
sistemi, beyin ve omuriligi iceren merkezi sinir sistemi (MSS) ve gangliyonlart MSS’ne
baglayan periferik sinir sisteminden (PNS) olugmaktadir. Sinir sistemi hiicreleri,
elektrokimyasal sinyaller yoluyla bilginin iletilmesinden sorumlu olan ndéronlar ve ¢esitli
gorevlere sahip yardimer glial hiicreleridir (13).

SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicre hatt1 gelistirilen ilk in vitro modellerden biri
olup, ndrotoksisite deneylerinde yogun bir sekilde ¢alisilmistir. Hiicreler ndroblast olarak
uygun kosullarda muhafaza edilebilir ya da ndéron benzeri morfolojilere de
farklilastirilabilir. Bu 0Ozellige sahip olmalar1 in vitro kosullarda ¢ogalma ve
farklilagsmayla beraber hiicreler iizerinde toksisite gibi durumlarin incelemek igin bir
model haline getirir (14). SH-SYSY hiicre hatt1 1970 yilinda 4 yasindaki bir kiz
cocugundan metastatik kemik iligi alinan biyopsisinden elde edilmis olan SK-N-SH hiicre
hattinin 3 kez klonlanmis bir alt klonudur. SK-N-SH hiicre hatti, morfolojik olarak hem
noroblast benzeri hem de epitel benzeri fenotip icermektedir ve her iki hiicre grubuna da
doniisiim yetenegi vardir. SH-SYSY hiicreleri, 46 kromozom barindiran stabil bir
karyotipe sahiptir. Retinoik Asit, forbol esterleri ve norotrofik faktdr gibi bazi spesifik
norotrofinlerin  kullanimi yoluyla ndroblastik formdan olgun insan ndoronlarma
farklilastirilabilirler. Yapilan bazi ¢alismalarda, SH-SYS5Y hiicrelerinin ¢esitli yontemler
ile néronlara 6zgii kolinerjik, adrenerjik ve dopaminerjik fonksiyonlari kazanabilecekleri
gosterilmistir (15,16). SH-SYSY hiicrelerinin farklilasip ve farklilasmamasinin hiicre
morfolojisi ve fonksiyonlari {izerinde oldukca 6nemli oldugu ¢esitli ¢alismalarla rapor
edilmistir. SH-SYSY hiicreleri farklilagsmadiginda, hizla ¢ogalir ve kutuplasmamis
morfolojik 6zellik gosterirler. Genellikle kiimeler halinde biiyiirler ve olgunlasmamis
noron hiicresini gosteren belirtecleri sergilerler. Farklilastiklarinda ise bu hiicrelerin uzun
proliferasyonu diisiik olur ve uzun dallanmis uzantilar olustururlar, bazi durumlarda ise
polarize olurlar. Tamamen farklilasmis SH-SYSY hiicrelerinin biiylimeyle iliskili protein
(GAP-43), sinaptofizin (SYN), noron spesifik enolaz (NSE) ndronal ¢ekirdekler (NeuN),
sinaptik vezikiil proteini I (SV2) ve mikrotiibiil iliskili protein (MAP) dahil olmak iizere

olgun ndronlarin ¢esitli farkli markerlarin1 ifade ettigi ve glial fibriller asidik protein
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(GFAP) 4 gibi glial markerlarin ifadesinden yoksun oldugu ¢alismalarla gosterilmigtir
(17). Farklilagmig SH-SYS5Y hiicrelerinin homojen bir ndronal popiilasyonu temsil ettigi
yoniindeki bulgulara ek olarak, ndrotrofik faktoriin ortamdan uzaklastirilmasi hiicresel
apoptozla sonug¢lanmaktadir. Bu sayede SH-SY5Y hiicrelerinin farklilasmasi sonucunda
olgun noronlara benzer sekilde norotrofik faktorlere bagli oldugunu diisiindiirmektedir
(15,18,19).

SH-SYS5Y noérodejeneratif hastaliklar (Parkinson hastaligi, Alzheimer hastalig1)
basta olmak iizere viral enfeksiyonlarin (polioviriis, enteroviriis 71, varisella-zoster
viriisii) patogenezinin arastirilmasinda da kullanilmaktadir. Norovirolojik aragtirmalar
icin SH-SYS5Y hiicrelerinin hem farklilasmis hem de farklilasmamis formlari

kullanilmaktadir (20).

2.2.Hiicresel Stres

Hiicresel stres, normal hiicresel kosullarin disindaki bir degisimden dolayi,
hiicrenin i¢ yapisina ya da islevlerine zarar veren durum olarak tanimlanabilir. Stres hem
hiicre i¢ci hem de hiicre disindan kaynaklanabilir. Hiicresel stres tepkisi (HST), hiicrenin
kendi iizerinde olusabilen zarari 6nlemeyi, bunlarla basa ¢ikmay1 ve hasari onarmay1
hedef haline getiren fizyolojik bir tepki mekanizmasidir. HST hiicreleri veya organizmay1
olumsuz kosullarda korumakla birlikte sagkalim durumlar yetersiz olursa hasarl
hiicreleri apoptoza yonlendirir (21). Sonug olarak hiicresel stres durumu stres tepkisi ile
hiicresel sagkalim arasinda olugan denge belirler.

Okaryotik hiicreler, yasam boyunda farkl tiirdeki farkli fizyolojik streslere karsi
evrimlesmislerdir. Is1 Soku Protein (HSP) yolaklar1 ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)
savunma mekanizmalar1 gibi bazt HST yolaklar1 evrimsel olarak korunmustur. Bununla
beraber hiicresel stres tepkisi genellikle hiicrenin hayatta kalmasi veya hiicre Sliimii
arasinda ki homeostatik dengelenme siirecinde proteomik liriinlerde aktif degisiklikler
gerektirir. Hiicresel stres olusumu basladiginda belirli bir proteinin liretimindeki bu tiir
degisiklikler hiicresel boyutta siki bir sekilde diizenlenir ve olusan stresin seviyesine,
zamanlamasina ve tiirline bagli olarak kromatin yeniden sekillenmesi, mRNA sentezi,
translasyon, protein modifikasyonu ve protein degradasyonu gibi hiicresel diizeyde
fonksiyonel degisimler meydana gelebilir (22).

Gen ifadesinin translasyonel kontrolii, adaptasyon ve stres tepkisi i¢cin benzersiz
katkilar sunar (23). Protein sentezi, bir hiicrede en fazla enerji tiikketen siire¢ oldugundan

bu siirecin hizli ve stres altinda baskilanmasi hiicresel enerji rezervlerinin etkin sekilde
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kullanmasina neden olur. Bu ylizden elde edilen enerji kaynaklari, hiicrenin gerek
adaptasyonu gerekse hayatta kalmasi i¢in kullanilabilir hale gelir. Stres kosullarinda
hiicrenin transkriptomu ve proteomu arasinda sinirli bir sekilde korelasyon vardir.
Hiicresel streste hayatta kalma ve adaptif proteinleri kodlayan mRNA'larin translasyonu
artirtlirken, temel hiicresel proteinleri kodlayan mRNA'larin translasyonu giiglii bir
sekilde baskilanir buda stres altinda olan hiicrenin protein sentezi ic¢in yeniden
programlanmasini gerektirir.

Hiicresel stres yanitinin 6nemli bir diger yonii, stresin ortadan kalkmasi ya da
hafiflemesi durumunda hiicreyi yeniden bir denge durumuna dondiirebilme yetenegidir.
Hiicrenin normal fizyolojik araliga geri donememesi durumunda ortaya ¢ikan hiicresel
degisiklikler ¢esitli hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynar. Translasyonun yeniden
programlanmasi, stres adaptasyonu ya da stresin ¢oziilmesi sonrasinda olusan fizyolojik
durumlarda homeostatik kosullarin yeniden kurabilme kapasitesi hiicrenin translasyonel

kontroliinde ¢ok dnemli bir diger temel 6zelligini olusturur (24-26).

2.3. Kanser Mikrogevresi ve Bilesenleri

Kanser mikrogevresi 1s1, pH, hipoksi, besin diizeyi, bagisiklik hiicreleri, sitokinler
ve biiylime faktorleri gibi bir¢ok faktoriin etkilesimiyle olusan dinamik bir sistemdir. Bu
faktorlerde ki degisiklikler timor hiicreleri {izerinde proliferasyon, metabolizma,
apoptoza kars1 direng veya 0liim gibi durumlar1 belirler (27-29)

2.3.1. Soguk stresi

Organizmalar ortam sicaklifindaki degisimlere yanit olarak cesitli fizyolojik
modifikasyonlar gelistirmislerdir. Bu konuda ilk olarak Drosophila'da bir dizi protein
olan, 1s1 soku proteinlerinin (HSP) ¢evresel sicaklik degisimlerine bagli olarak hiicresel
tepki mekanizmasini indiikledigi ortaya kondu (30). Sonraki donemlerde diger
prokaryotik ve dkaryotik organizmalarda cesitli HSP’ler kesfedildi. HSP indiiksiyonunu
saglayan sicaklik araliklar1 organizmalar arasinda degismekle birlikte genellikle
organizmanin fizyolojik sicaklik araligiyla iliskili oldugu gériilmektedir. Ornegin memeli
ve kuslar icin bu deger 40-50 °C, maya hiicreleri i¢in 35-37 °C ve bitki hiicreleri i¢in de
35-40 °C olarak belirlenmistir (31). HSP indiikleyen sicaklik degerleri sadece
organizmalar arasinda degil ayn1 zamanda ayn1 organizmanin hiicre tiplerinde de farklilik
gosterebilmektedir (32). HSP’ler sicaklik stres degisim kosullarinin yani sira normal
sicaklik kosullarinda da protein katlanmasi, par¢alanmasi ve taginmasi gibi siireglerde de

fonksiyon goriirler (33).



Is1 Sok Proteinleri

Hem oOkaryotik hem de prokaryotik canlilarda iyi bir sekilde korunmus 1s1 soku
proteinleri (HSP) proeostazin diizenlenmesinde gorev alan biiyiik bir protein ailesidir.
Yeni sentezlenen polipeptit zincirlerin diizgiin katlanmasi, metastabil olan proteinlerin
yeniden katlanmasi, protein agregatlarinin ¢6ziilmesi, yanlis katlanan proteinlerin
pargalanmasi gibi bircok siiregte aktif olarak rol oynarlar (34,35). Normal fizyolojik
sartlarda HSP’ler, hiicrede bulunan toplam proteinin yaklasik %5—10’unu olusturur ve
proteostazi hiicrenin islevi i¢in koordineli bir sekilde calisirlar. Ancak asir1 stres altinda,
1s1 soku transkripsiyon faktorleri (HSF) aktive olur ve bu durum strese yanit olarak
hiicreyi korumak amaciyla HSP genlerinin yiiksek diizeyde transkripsiyonuna neden olur
(36,37). Bununla birlikte kiiciik molekiiller agirliga sahip saperon proteinleri HSP’lerle
beraber okaryotik organizmada hiicresel pek c¢ok siirece katilirlar ve pek ¢ok hastalikta
HSP’lerin iglevsel bozukluklari ile iliskilendirilmistir (38). HSP’ler yalnizca konstitutif
diizenlemede degil DNA hasari, oksidatif stres, 1s1, hipoksi gibi durumlarda da hiicresel
homeostaziyi korumak i¢in gerek hiicresel yap1 gerekse hiicresel islevlerde de 6nemli
roller iistlenir (39).

HSP90; farkl hiicre yiizey reseptorleri ve sinyal yollart sayesinde hem bagisiklik
yaniti i¢in diizenleyici hem de uyarici etkiler gosterebilen ¢cok yonlii fonksiyona sahip bir
saperondur. Antijen sunan hiicrelerde (APC), HSP9O belirli reseptorlerle 6rnegin; CD36,
CD91 ve TLR2/4 etkilesime girdiginde, sitotoksik T lenfositlerin (CD8" T hiicreleri)
proliferasyonunu baskilayarak T hiicresi yanitlarin1 diizenler. Ayrica hsp90 diger bazi

reseptorlere baglandiginda otoimmiin otoimmiin yanitlarin olugmasini da saglar (40, 41).

Soguk Sok Proteinleri

Ortam sicakliginin diisiik olmasi durumunda soguk stresine maruz kalan
mikroorganizmalarda, baz1 soguk soku proteinlerinin sentezlendigi gosterilmistir (42).
Soguk stresine yanit olarak bitkilerde de soguk sok proteinlerinin aktive oldugu
bilinmektedir (43). Memeli hiicrelerinde ise soguk stresine yanit olarak soguk toleransi,
adaptif termojenez gibi kisitli alanlarda yapilmis bazi smirli sayida arastirmaya
ulasabildik. Memeliler gibi ¢ok hiicreli organizmalarin soguk stresi ile basa ¢ikmak i¢in
bakteri ve bitkilerden farklt savunma mekanizmalar1 gelistirdikleri gosterilmistir.
Bununla beraber kiiltiir hiicrelerinin ek hiicreli organizmalarla benzer molekiiler

mekanizmalara sahip oldugu bildirilmistir (31).



Soguk sok proteinleri soguk stresi maruziyetinde spesifik olarak sentezlenen ve
evrimsel olarak korunan proteinlerdir. Bu proteinler bir veya birka¢ soguk domain alani
icerirler ve DNA’ya baglanabilirler. Soguk sok proteinleri ilk olarak bakterilerde
tanimlanmistir. Ani sicaklik diismelerine kars: hizli bir sekilde sentezlenirler. Ornek
olarak sicakligin 37 °C’den 10 °C’ye diislisli, yalnizca birka¢ dakika i¢inde soguk sok
proteini A (CspA) ekspresyonunun yaklasik 200 kat artmasina sebep olur (44). Bu ani
artis transkripsiyonel aktiviteden bagimsiz olarak gerceklesir ve bu hizla gergeklesen
indiiklenebilirlik 6zellik farkli tiirlerde korunmustur. Son yapilan calismalar genom
capinda analiz sonucunda RNase R ve CspA’nin soguk stres yanitinda baslica roller
istlendigi ortaya konmustur. Hatali katlanmig RNA’lar1 parcalayarak hiicresel
homeostasiyi saglayan RNase R, ¢ift sarmalli RNA molekiillerinin yapisini ¢dzerek
translasyon islevini kolaylastiran CspA ¢ok dnemli yapilara sahiptir. RNase R, yanlig
katlanmis RNA'lar1 parcalamaktan sorumlu gibi goriiniirken CspA, translasyonu
etkinlestirmek icin ¢ift sarmallt RNA'lar eritir (45-49). Y-kutusu protein ailesi, insanlarda
soguk sok domaini (CSD) iceren proteinlerin en belirgin grubunu olusturmaktadir. YBX1
geni tarafindan kodlanan ve DNA baglayici protein B (DbpB) olarak da tanian Y-kutusu
baglayic1 protein-1, bu ailenin temel iiyesidir. Ayn1 zamanda YBX3 geni tarafindan
kodlanan DNA baglayict protein A (DbpA) ve YBX2 geni tarafindan kodlanan DNA
baglayic1 protein C (DbpC) de bu ailede bilinen iki iiye arasinda yer alir (50-53).
Gelisimsel agidan 6nemli olan ve insanlarda ifade edilen bir diger soguk sok proteini
Caenorhabditis elegans’ta gelisimsel diizenleyici olan 1in28’dir. Bu proteini 6ne ¢ikaran
Ozellik hiicresel yeniden programlama kapasitesine sahip olmasidir. Nanog, Oct3, Soc2
gibi pluripotent durumu diizenleyen faktorlerle beraber 1in28, farklilagmis hiicrelerin
pluripotent duruma geri dondiiriilmesinde rol alabilir. Bunun yan1 sira en dikkat ¢ekici
ozelliklerinden biri let-7 ailesine ait miRNA’lar1 baskilayabilmesidir. Bu 6zellik glikoz
metabolizmas1 gibi temel hiicresel islevlerin diizenlenmesinde rol oynar. Let-7
miRNA’lar da 1in28’1 hedef alarak iki yonlii negatif geri bildirim dongiisiinii olusturur.
Lin 28 proteini sadece miRNA’larla degil ayn1 zamanda mRNA’larla da etkilesime girer.
Bu etkilesim dogrultusunda translasyonel durumlari diizenleme amaciyla stres graniilleri
ve P-cisimcikleri gibi riboniikleoprotein komplekslerine katilarak mRNA’lara baglanir
(53-58). Insanlara ait soguk sok protein ailesinin bir diger iiyesi ise kalsiyumla
diizenlenen 1siya dayanikli protein 1 (CARHSP1)’dir. CRHSP-24 olarak da tanimlanan
bu protein, yaklastk 24 kDa molekiill agirligmma sahiptir.  Baslangicta,

kalsiyum/kalmodulin yoluyla diizenlenen protein fosfataz kalsindrinin bir substrati olarak
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tanimlanmistir. Yapisal olarak, beyne 6zgii bir soguk sok proteini olan PIPPin’in paralogu
olarak kabul edilmektedir. CARHSP1’in fonksiyonel olarak 6nemi, 6zellikle tiimor
nekroz faktorii (TNF) mRNA’s1 ile olan etkilesiminde ortaya cikar. Bu protein P-
cisimcikleri ve ekzosomlar igerisinde tiimér nekroz faktorii (TNF) mRNA’sina
baglanarak onun hiicresel stabilitesini artirir. Bu 6zelligi sayesinde CARHSP1°1 post-
transkripsiyonel gen ifadesinin diizenlemesinde dnemli bir yap1 haline getirmektedir (59-

61).

2.4. Endoplazmik Retikulum Stresi

Proteostaz hiicrenin yasamint devam ettirebilmesi agisindan temel bir
mekanizmadir. Bu dengenin bozulmasi durumunda kardiyovaskiiler, norodejeneratif ve
onkolojik hastaliklar olmak iizere gesitli patolojik durumlara yol agabilir. Bu siirecin
islenmesinde Endoplazmik Retikulum (ER), sentezlenen protein polipeptitleri i¢in kalite
kontrol birimi olarak 6nemli bir rol oynar (62,63).

Stres kosullar altinda sentezlenen yanlis katlanmis olan proteinler, ER igindeki
katlanma isleyisinden ¢ikarilarak sitozole tasinir ve bu sitozolde ubikuitin-proteazom
sistemi lizerinden cesitli yollarla parcalanir. Bu isleyis, genel olarak ER ile iliskili protein
yikimi (ER-associated degradation, ERAD) olarak tanimlanir. Fakat yanlis katlanmis
proteinlerin hiicrede kalic1 olarak birikmesi sonucunda ER stresi olusur ve bu strese bagh
olarak katlanmamis protein yanit1 (Unfolded Protein Response, UPR) ad1 verilen bir
adaptif yanit baglatilir. UPR aktivasyonu ile genel hiicresel translasyonun baskilanmasi,
stresle iligkili gen ifadelerinin diizenlenmesi ve hiicresel protein homeostazisi i¢in
dengelenemeyen durumlarda programli hiicre 6liimii (Apoptozis) kararlarin alinmasi bu
sistemde yer alir (64,65,66,67).

Katlanmamis protein yanitt (UPR), ER’de yer alan {i¢ sensor araciligiyla; PKR-
benzeri ER kinaz (PERK), aktive edici transkripsiyon faktérii 6 (ATF6) ve inozitol
gerektiren enzim 1 (IRE1) hiicresel diizenleme saglar. Protein katlanmasi, oksidatif stres
yaniti, otofaji, mitokondriyal disfoksiyon, ERAD, cesitli metabolik yollarinda bulunan
stireclerde UPR nin hedef genleri ile iligkilidir. Bu hedef proteinlerin ekspresyon diizeyi,
hiicrenin bulundugu dokuya tipik farkliliklar gdsterebilir (68-70). Normal kosullarda bu
sensorler, saperon protein olan Binding Immunoglobulin Protein (BiP)’e bagl halde
inaktif durumda bulunurlar (71). Yanhs katlanmig proteinlerin ER liimeninde birikmesi,

bu proteinlerin BIP ile rekabete girerek sensorlere baglandigi diisiiniilmektedir PERK,



ATF6 ve IRE1 aktif hale gelmesi icin BIP’in reseptorlerden ayrilmasi gerekir ve bu ayirim
sonrasinda UPR aktivasyonu gergeklesir.

IRE1-XBP1 yolagi; Hiicrede olusan ER stresine karsi ortaya ¢ikan katlanmamis
protein yanitinin (UPR) temel mekanizmalarindan biridir. IRE1 (inositol-requiring
enzyme 1), hem riboniikleaz hem de protein kinaz aktivitesine sahip bir transmembran
proteindir. IREI1, aktive edildiginde dimerize ya da oligomerize olur ve bu yapi
degisikliginden dolay1 protein kinaz domainindeki pozitif diizenleyici bolgelerin trans-
fosforilasyonunu uyarir. Bu fosforilasyondan olayindan sonra, IRE1’in aktif formu olan
IRE1p’nin olusumunu saglar. Adenozin niikleotidleri (ATP/ADP) gibi yardimci etkenler
aracilifiyla riboniikleaz aktivitesi meydana gelir. IRE1'in niikleaz aktivasyonundan
sonra, metazoanlarda UPR’ye 6zgli bir transkripsiyon faktorii olan XBP1’in (X-box
binding protein 1) mRNA'sinda bulunan 26 niikleotidlik bir intron bdlgesi kesilerek
cikarilir. Bu 6zgii olan bolgedeki kesimin sonucunda, translasyonel olarak aktif olmayan
eklenmemis XBP1 (XBPlu) formu, aktif izoform olan eklenmis XBP1 (XBPls)’e
doniisiir. Bu doniisiim neticesinde, UPR’nin transkripsiyonel diizenleyici kolunun
etkinlesmesinde Onemli bir rol oynar (72-74). ATF6-ATF6f-bZip yolagi;, ATF6
(Activating Transcription Factor 6), 90 kDa molekiiler agirliginda siirekli olarak ifade
edilen bir proteindir. ATF6, tip II transmembran protein yapisinda olup, ER liimeninde
ve sitozolik kisimda NH,-terminal bolgesi ile karakterize yapiya sahiptir. Bazik-16sin
fermuar (bZIP) ailesine ait bir transkripsiyon faktorii islevi gorebilecek yapidadir. Atf6,
normal fizyolojik sartlarda inaktif halde iken, ER stresi olustugunda Site-1 proteaz ve
Site-2 proteaz’lar1 tarafindan kesilirler, bu kesim isleminden sonra, XBP1’in
transkripsiyonunu kontrol eden olarak aktif olan sitozolik par¢ca (ATF6f) halinde serbest
olurlar (75-77).

ATF6a (Activating Transcription Factor 6 alpha); Memelilerdeki katlanmamus
protein yaniti (UPR) mekanizmasini yoneten temel bir diizenleyici ve transmembran
proteinidir. Ayn1 zamanda ATF6p, OASIS, CREBH, LUMAN ve BBF2H7 gibi tiyeleri
barindiran bir transmembran ER stres sensorleri ailesinin de tipik model 6rnegidir. IRE1a
ve PERK gibi UPR bilesenlerinin genis doku ifadesinden farkli olarak, bu gelismekte
olan stres yanit protein ailesinin ¢ogu hiicre tipi ya da dokuya 06zgii olarak ifade
edilmektedir. Hiicresel ER stresi altinda, ATF6a ER’den golgi aparatina tasinir. Bu
boliimde, spesifik golgi aygitinda islev géren proteazlar tarafindan transmembran
bolgesinden kesilerek sitozolik kismi (ATF6af) serbest birakilir. Bu aktif yapi, daha sonra
cekirdege transloke olup burada XBP1 ve ATF4 tarafindan diizenlenen UPR hedef
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genlerinin ifadelerini artirarak bir transkripsiyon faktorii olarak gorev yapar. Bu siirecte,
hiicrenin ER stresine kars1 adaptif bir yanit gelistirmesine olanak saglar ve hiicreyi
proteotoksik hasara karsi korudugu da ayrica disiiniilmektedir. Bununla beraber,
ATF6a'nin islevi sadece koruyucu mekanizmalarla sinirli kalmamaktadir. Ayni1 zamanda
bazi ¢alismalar diferansiyasyona yonlendirilmis bir miyoblast hiicre hattinda, ATF6a
aktivasyonunun sadece oOlmeye egilimli hiicrelerde secici olarak gergeklestigi
gosterilmistir. Bu da ATF6a’nin proapoptotik bir rol iistlenebilecegini one siirmektedir.
Ayrica buna takiben, ATF6a aktivitesinin inhibisyonu bu hiicrelerin hayatta kalma
oranini artirmistir. Yine benzer sekilde, bir makrofaj hiicre hattinda, lipopolisakkarit
(LPS) ve interferon-y (IFN-y) ile tetiklenen hiicre 6limii esnasinda ATF6a aktivitesi
artmig, ancak ATF6a'nin dominant negatif formunun ekspresyonu, bu dis etkenlerle
indiiklenen hiicre 6liimiinii baskilamustir (76,78-83).

ATF4; PERK aracil1 yolakta ve mRNA yapis1 bakimindan 6zgiinliige sahip en iyi
tanimlanmig protein iiyesidir. Bu mRNA zinciri, ATF4 agik okuma g¢ergevesinden (ORF)
once konumlanmis pek ¢ok yukari akis agik okuma gergevesi (upstream ORF, uORF)
icerir. Bu alisilmadik molekiiler organizasyon yapisi, normal fizyolojik sartlarda
ribozomal yeniden birlestirmenin etkili ve verimli olmasi halinde ATF4'lin
translasyonunu baskilar; bundan dolayr ribozomlar uORF'lar1 taniyarak ana ORF'ye
ulagmadan translasyon islemini baglatir. Bununla beraber, Endoplazmik Retikulum stresi
olustugunda PERK aktivasyonu ile birlikte mRNA iizerindeki ribozomal birlestirme
etkinligi azalir. Bu durumla birlikte, ribozomlarin uORF'leri g6z ardi edilmesi ve boylece
ATF4’tin baslangic kodonuna ulagmasina olanak tanir. Bunun sonucunda ise stres
sartlarinda ATF4 protein diizeyleri artar. Proapoptotik transkripsiyon faktorlerinden biri
olan CHOP geninin transkripsiyonunu da ayni zamanda ATF4 artirir. Bu sebeple
ATF4'in sadece hiicre i¢in bir koruyucu mekanizmanin olmanin yani sira, programli
hiicre 6liimiinii destekleyen (apoptoz) bir uyarici faktor olarak ta bir rol tistlenebilecegini
gostermektedir (66,84).

2.5. Ubikitin

Ubiquitin-proteazom sistemi (UPS), hiicresel metabolizmanin gerek fizyolojik
gerekse patolojik siireglerle iliskili tiim yonlerine dogrudan veya dolayli olarak dahil olan
merkezi bir diizenleyici agdir. UPS’yi olusturan ¢ok sayida bilesenin yiiksek diizeyde
diizenlenmis ve koordineli etkilesimi, sistemin isleyisine dair heniiz tam olarak

aydinlatilamamis diizenleyici mekanizmalarin anlagilmasini giiglestirmektedir. Bununla
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birlikte, bu yapisal ve islevsel karmasiklik, sistemin farkli bilesenlerinin cevresel ve
hiicresel kosullara bagli olarak secici sekilde hedeflenmesine olanak tanir. Bu durum,

UPS'nin tamamu tizerinde hassas ve 6zgiil dlizenlemelerin gerceklestirilmesini miimkiin

kilmaktadir (85).

2.5.1. The Ubikitin-Proteozom Sistemi

Okaryotik hiicrelerde hiicre icindeki proteinlerin biiyiik bir kismi, ubikitin-
proteazom sistemi (UPS) araciligiyla dilizenli protein yikimini ve proteostazin
siirdliriilmesini saglayarak parcalanmaktadir. Bu sistem iki temel asamadan ile
gerceklesmektedir. Bunlardan ilki; Kiigiik ve evrimsel agidan oldukca korunakli bir
protein olan ubikitin, yikima hedeflenen spesifik protein substratlarina kovalent olarak
baglanir. Bu isleyis, siwrasiyla E1 (ubikitin-aktiflestirici enzim), E2 (ubikitin-
konjugatlayici enzim) ve E3 (ubikitin ligaz) olarak adlandirilan ii¢ farkli enzim sinifina
ait koordinasyonla gergeklestirilir. Bu enzim molekiilleri, substrat protein iizerine ubikitin
zincirlerinin eklenmesini saglar ve bu sekilde protein, proteazomal yikim igin
isaretlenmis olur. Bir diger asama ise kiiclik molekiil olan ubikitin ile isaretlenmis
proteinler, bliylik ve multikatalitik bir proteolitik kompleks yapisi olan 26S proteazom
tarafindan taninarak degradasyona ugratilir. Proteazom sistemi substrati tanidiktan sonra
protein iizerindeki ubikitin zincirleri, proteazoma bagli deubikitinaz (DUB) enzimleri
tarafindan geri doniistiiriilmek {izere uzaklastirilir. Sonrasinda hedef protein,
proteazomun icindeki proteolitik bosluga aktarilarak burada kisa peptit zincirlerine
ayrilir. Ayrilan peptitlerin bir kismi, immiin denetim mekanizmalar1 kapsaminda hiicre
yiizeyinde major histocompatibility complex (MHC) sinif I molekiilleri araciligiyla
sunulabilirken, diger kalan kisimlar ise sitoplazmik aminopeptidazlar tarafindan daha
kiiclik pargalara ayrilarak serbest amino asitlere donilistim saglanir. Boylelikle hem
protein dengesi saglanir hem de hiicre i¢indeki amino asit dongiisli verimli bir sekilde

tamamlanmis olur (86-88).

2.6. RNA Dizileme

RNA dizilemesi (RNA-sekanslama), molekiiler arastirmalarda on yildan biraz
daha uzun bir siire 6nce gelistirilmis olup, o tarihlerden bu yana molekiiler biyolojide
yaygin bicimde kullanilan ve genomik islevlerin anlasilmasinda hemen hemen her
yoniiyle onemli katkilar saglayan kapsamli transkriptom analizine dayanan bir arag haline

gelmigtir. RNA dizilemesi ¢ogunlukla farkli gen ifadesi (Differential Gene Expression,
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DGE) analizlerinde kullanilmaktadir. Bir gen ifadesi analizinin temel asamalari, RNA-
seq protokoliiniin temel basamaklar1 6nemli 6l¢iide sabit kalmig, bu siiregte yalnizca
teknik seviyelerde bazi optimizasyonlar ger¢eklesmistir. Standart analiz siireci,
laboratuvar ortaminda RNA ekstraksiyonu ile baslayip, mRNA zenginlestirme veya
ribozomal RNA'nin uzaklastirilmasi, sonrasinda cDNA sentezi ve adaptdrlerle ligasyon
islemiyle dizileme kiitliphanesinin hazirlanmas: isleyisi takip eder. Olusturulan
kiitiiphane, siklikla ///umina gibi yliksek verimli platformlar kullanilarak, her 6rnek igin
10 ila 30 milyon okuma derinligine ulasacak sekilde dizileme islemi yapilir. Analiz
stirecinden sonraki agamalar1 biyoinformatik analizleri igermektedir. Bu asamalarda elde
edilen dizileme okumalari bir referans transkriptoma hizalanir ve/veya yeniden
birlestirilir; transkriptlerle eslesen okumalar sayisal olarak ifade edilir (niceleme),
ardindan Ornekler arasinda filtreleme ve normalizasyon islemleri gerceklestirilir. Son
asamada, ornek gruplari arasinda bireysel gen veya transkriptlerin ifade diizeylerindeki
anlamli farkliliklar istatistiksel modelleme yaklasimlar1 yoluyla degerlendirilir. Ilk RNA
dizileme uygulamalari, tiim doku orneklerinden yani hiicre tiirii ayristirilmamis doku
orneklerinden elde edilen DGE verilerine dayanmakta olup, Zea mays, Arabidopsis
thaliana, Saccharomyces cerevisiae, Mus musculus ve Homo sapiens gibi ¢esitli model
organizmalarda kullanilarak yOntemin evrenselligi ortaya konmustur. Her ne kadar
“RNA-seq” terimi, zamanla farkli yontemsel yaklasimlar ve biyolojik uygulamalar
kapsayan kapsayict bir kavram haline gelmis olsa da DGE analizi, RNA-seq
teknolojisinin Oncelikli ve en yaygin kullamim alam1 olmaya devam etmektedir.
Giliniimiizde RNA-seg analizi, standart bir analiz araci olarak kabul edilmekte ve cok
cesitli biyolojik sistemlerin gerek yapisal gerek fonksiyonel olarak farkli sorulara yanit
aramak amaciyla yaygin sekilde kullanilmaktadir (89-94).

Molekiiler biyolojide genetik bilginin akist santral dogma olarak tanimlanir.
DNA’da saklanan bilgi, RNA’ya transkribe edilir ve ardindan proteinlere translasyon
yoluyla aktarilir. Bu DNA molekiiliindeki genetik bilginin ¢evresel faktorlerle etkilesimi
sonucunda organizmanin fenotipi, yani gozlemlenebilir 6zellikleri ortaya ¢ikar. Hiicre
icindeki biyolojik siire¢lerin diizenlenmesi, bir hiicrenin kimliginin belirlenmesi, genlerin
bir alt kiimesinin tamamlayici RNA molekiilleri biitiinline transkriptom denir (95)
Transkriptom mekanizmas1 oldukc¢a kompleks bir yapiya sahiptir ve c¢esitli kodlayan
(coding) ve kodlamayan (noncoding) RNA tiirlerini barindirir. Tarihsel agidan
bakildiginda RNA molekiilleri, molekiiler biyolojinin santral dogmasinda genler ile

proteinler arasinda siradan bir ara iiriin olarak goriilmiistiir. Bu sebeple, genetik kod
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izerinden protein sentezini saglayan mesajct RNA (mRNA) molekiilleri RNA tiirleri
arasinda en ¢ok incelenen tiir olmustur. Fakat protein kodlayan mRNA'larin yaninda,
hiicresel fonksiyonlara sahip olan ¢esitli kodlanmayan RNA (ncRNA) molekiilleri de bu
alanda yer edinmektedir. Daha son yillara kadar ncRNA'larin ¢ogu, temel hiicresel
islevleri yerine getiren bir yapi1 oldugu biliniyordu. Bu islevler; Ribozomal RNA'lar
(rRNA) ve tasiyict RNA'lar (tRNA); protein sentezinde gorev almasi, Kii¢lik ¢ekirdek
RNA'lar (snRNA); RNA kesip birlestirme (splicing) isleminde rol oynamasi, Kiiclik
cekirdek¢ik RNA'lar (snoRNA); ribozomal RNA’larin kimyasal olarak degistirilmesinde
gorev almast ncRNA’larin 6zelligini igermektedir (96).

Son yillar da molekiiler biyoloji alaninda ki gelismelerle beraber kodlanmayan
RNA’larin yeni smiflar1 kesfedilerek RNA gesitliligi de artmistir. Ornegin; gen
ekpresyonunun transkripsiyon sonrasi diizenlenmesi yine kii¢iik kodlanmayan RNA’lar
arsinda yer alan mikroRNA ve piwi ile etkilesim halinde olan piRNA’lar da bu sinifta yer
alir (97) . bir diger grupta uzun kodlanmayan RNA’lar (IncRNA) dir. Bu sinifa ait RNA’lar
ilk kez okaryotik organizma olan farelerde biiyiikk 6l¢ekli ¢cDNA kiitiiphanelerinin
dizilemesinde tanimlanmistir (98). LncRNA’lar, transkripsiyonel diizenleme,
transkripsiyon sonrasi isleme ve kromatin yeniden yapilandirmasi gibi bircok molekiiler
islevde rol alabilir. Fakat bu RNA tiirlerinin biiyiikk ¢ogunlugu heniiz tam olarak

tanimlanmamustir (99-101).

2.7. Transkriptom Analizi

RNA-Sekans1 aracilifiyla yapilan gen ifadesinin profillenmesi, hiicrenin genel
transkripsiyonel yapisina benzersiz bir bakis sunar. Dizileme teknolojileri ve deney
protokolleri siirekli olarak gelismekte, bu da RNA sekans alaninda yeni bilisimsel
(informatik) zorluklar ve uygulama alanlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. RNA-
seq, sadece gen ekspresyon diizeylerini incelemekle kalmaz ayni1 zamanda yeni kesfedilen
genlerin yapilari, splice varyasyonlari sonucu olusan izoformlarin tespit edilmesi ve allel
spesifik gen ekpresyonu (ASE) gibi kompleks biyolojik siireclerin ¢éziimlenmesinde de
kullanilir.  Ayrica RNA sekans tabanli calismalar, gen ifadesi, alel-spesifik gen
ekpresyonu ve splays varyasyonlart genetik olarak iligkili degiskenliklerin de

bulundugunu géstermistir (102-105).
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2.8. Apoptoz

Apoptoz (programli hiicre 6liimii), gelisimsel ve fonksiyonel bozukluklari olan
veya yaslanmis hiicrelerin genetik kontrol altinda programli bir siire¢ icerisinde ortadan
kaldirilmasini saglayan hiicre 6liim mekanizmasidir (106). Apoptoz ayrica embriyonik
donemde organogenez mimari i¢in fazla hiicrelerin atrofisini de saglamaktadir.

Hiicrede apoptoz siireci, temel olarak iki ana yol {izerinden baglatilabilir:

. Kaspaz aracili ekstrinsik (distan gelen sinyallere bagli) yol

. Intrinsik (hiicre i¢i stres kaynakl1) yol

Apoptoz siireci genel olarak hiicre i¢inden veya disindan gelen 6liim sinyalinin
alimmas1 yardimci kaspazlarin etkisi ile efektor kaspazlarin aktiflesmesi, efektor
kaspazlarin hedef proteinleri ve DNA’y1 par¢alamasi, hiicre i¢i yapisal ve biyokimyasal
degisimlerin olmasi, hiicrenin apoptotik cisimcik formunu almasi ve bagisiklik hiicreleri
tarafindan hiicrenin fagositozu asamalart ile gerceklesir (107).

Bir hiicrenin hayatta kalip kalmayacagi veya apoptoz mekanizmasi ile Oliip
6lmeyecegi, hiicre i¢i ve ¢evresindeki pro-apoptotik (stres veya 6liim) sinyaller ile anti-
apoptotik (mitojenik veya hayatta kalma) sinyaller arasindaki denge tarafindan
belirlenmektedir. Oksijen eksikligi, 1s1 stresi, kimyasal ajanlar, radyasyon, enfeksiyoz
etkenler, genetik bozukluklar, beslenme dengesizlikleri, immiinolojik reaksiyonlar (or.
anafilaksi) ve diger siddetli hiicresel stres tiirleri hiicre hasarina yol agarak pro-apoptotik
yolaklar1 baslatir. Apoptozda meydana gelen diizensizlesme, hiicre biiyiimesi ile hiicre
Olimi arasindaki homeostaziyi bozarak cesitli fonksiyon bozukluguna sebep olabilir
(108). Pro-apoptotik proteinler (Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa)
apoptozu destekler iken Anti-apoptotik proteinler ise (Mcl-1, Bfl-1, Bel-XL | Bel-2, Bel-
w ve Bcl-B) apoptozu engellemektedir (109).

Genel olarak bir hiicrenin apoptoza girip girmeyecegi, pro-apoptotik ve anti-
apoptotik proteinler arasindaki denge ile saglanmaktadir. DNA hasarima bagli olarak
prekanserdz lezyonlarda apoptozun devreye girmesi, potansiyel olarak zararli hiicrelerin
ortadan kaldirilmasini saglayarak tiimor gelisimini engelleyebilir. Ancak bu 6lim
slirecinin bozulmast, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalmasina yol agabilir ve bu da
kanserin gelisimi, ilerlemesi ve tedavilere karsi diren¢ kazanmasiyla iligkilidir. Bu
sebeple apoptoz mekanizmasindaki bir bozulma, kanserin temel 6zelliklerinden biri

olarak kabul edilmektedir (110-112).
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Apoptoza direngli molekiilleri hedef alan tedavi stratejileri, kanser hiicrelerini
yeniden apoptoza karst duyarli hale getirmek ve mevcut tedavilerin yetersizligini agmak

bakimindan énemli bir yaklasim olarak degerlendirilmektedir (113,114).

2.9. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirti, molekiiler biyoloji ve mikrobiyolojide en yaygin kullanilan
tekniklerden biridir. Kiiltlir ortamu  Okaryotik hiicreler, bakteri ve bircok
mikroorganizmanin biiylimesi i¢in gerekli besinleri igeren jel veya sivi formda bir
ortamdir. Hiicre kiiltiirti, belirli bir organin dokusundan alinan hiicrelerin yapay olarak
olusturulan bir ortama yerlestirilmesini tanimlar. Bu yapay olan ortam, hiicrelerin
biiylimesi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli olan besinleri igerir.

Bu ortamin temel gereksinimleri sunlardir;

. Kontrollii bir ¢evrenin olmasi

. Dogru pH diizeyi ve ozmolalite degerlerinin korunmasi.

Hiicre kiiltiirii ortami, hiicrelerin yasam dongiisiinii siirdiirebilmesi i¢in; Dogru

enerji kaynagini ve hiicre dongiisiinii yoneten birgok bilesigi igerir.

2.10. Hiicre Kiiltiirii Ortamlarinin Bilesenleri

Hiicre kiiltiirii ortam1; vitaminler, proteinler, glukoz, amino asitler, karbonhidratlar
ve diger bir¢ok besin maddesinin karisimindan olusur. Bu bilesenler ya toz formda ya da
hazir s1v1 halde saglanabilir. Kiiltiir ortamindaki her bir bilesen, belirli bir biyolojik islevi
yerine getirir. Hiicre kiiltiirii ortam, hiicrelerin biiylimesi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli olan
besinleri, tuzlari ve biiylime faktorlerini saglayan ¢esitli bilesenleri igerir.

Bazal tuzlar; Hiicre kiiltlirii ortamindaki bazal tuz bilesenleri, hiicrelerin saglikli
bir sekilde biiylimesi ve islevlerini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan inorganik iyonlari

saglar. Bu tuzlar sayesinde;

. Osmotik dengenin korunmast
. Hiicresel islevlerin desteklenmesi
. Cesitli metabolik siireclerde kofaktor olarak gérev yapma gibi temel

rollere sahiptir.
Bazal tuzlar, kiiltlir ortaminin temel bilesenlerinden biri olup, hiicre bliylimesi i¢in
in vivo fizyolojik kosullar1 simiile eden bir mikrogevre olustururlar. Bu tuzlarin ortam

icindeki konsantrasyonlar1 6zenle dengelenmistir, bdylece belirli hiicre tipleri igin
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optimal biiyiime kosullari saglanabilir. Arastirmacilar yaptiklart hiicre kiiltiirii sonuglarina

gore, bazal tuz formiilasyonlarini segebilir veya ozellestirebilirler (115).

2.10.1. Amino Asitler

Hiicre kiiltiirii ortaminin hayati bilesenlerinden biri de amino asitlerdir. Bunlar,
protein sentezinin yapi taslar1 olarak gorev yapar ve bir¢ok metabolik yolakta rol alirlar.
Hiicre kiiltiirii ortamlar1 genellikle hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasini desteklemek amaciyla,
Esansiyel (viicut tarafindan sentezlenemeyen) ve Non-esansiyel (viicut tarafindan
sentezlenebilen) amino asitlerin bir kombinasyonunu icerir. Bu amino asitlerin kiiltiir
ortamindaki konsantrasyonlarmin dikkatlice dengelenmesi, hiicrelerin 6zgiil metabolik

ihtiyaclarina uygun bir ¢evrenin saglanmasi agisindan kritik dneme sahiptir.

2.10.2. Vitaminler

Vitaminler, hiicrelerdeki cesitli biyokimyasal siirecler i¢in az miktarda gerekli olan
onemli organik bilesiklerdir. Hiicre kiiltiirii ortaminda vitaminler, hiicrelerin: biiyiimesini,
metabolizmasini ve genel hiicresel islevlerini desteklemede 6nemli rol oynar. Bu
vitaminlerin kiiltlir ortamina dahil edilmesi, hiicrelerin optimal biiylimesi ve
fonksiyonlarmi stirdiirebilmesi i¢in gereken fizyolojik kosullar: simiile eden bir ortamin

olusturulmasina yardime1 olur (116).

2.10.3. Glukoz ve Enerji Kaynag:

Glukoz ve diger enerji kaynaklari, hiicre kiiltiirii ortaminin hayati bilesenleridir.
Bu maddeler, hiicrelerin metabolizmasini siirdiirebilmesi ve biiyiiyebilmesi i¢in gerekli
olan enerjiyi saglamaktadir. Kiiltiir ortaminda kullanilacak enerji kaynaklarinin se¢imi,
biiylik olclide kiiltlir ortamina alinan hiicre tipinin metabolik tercihlerine bagli olarak
degismektedir. Ornegin; Baz1 hiicreler enerjiyi 6ncelikli olarak glikoliz yoluyla iiretirken,
digerleri ise oksidatif fosforilasyon ya da alternatif enerji yollarini tercih edebilir. Hem
hiicrelerin metabolik 6zelliklerine hem de deneysel amaglara gore, arastirmacilar glukoz

ve diger enerji kaynaklarinin konsantrasyonlarini optimize ederler (115).

2.10.4. Hormonlar ve Biiyiime Faktorler

Hiicre kiiltiirii ortamindaki hormonlar ve biiyiime faktorleri, hiicresel aktivitelerin
diizenlenmesinde ve biiyiimesinde kritik bir rol oynarlar. Hiicrelerin biiylimesini

desteklemek ve belirli hiicresel islevlerin korunmasmi saglamak amaciyla kiiltiir
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ortamlarina siklikla ve yaygin olarak Insiilin, Epidermal biiyiime faktorii (EGF),
Fibroblast biiyiime faktorii (FGF) gibi bilesenler hiicrelerin metabolizmasini, sinyal
iletim yollarim1 ve genel hiicresel sagliginin diizenlenmesinde yardimei eklenir. Ayni
zamanda bu bilesenler viicut i¢i mikrogevreyi taklit ederek, hiicrelerin kiiltiir ortaminda
yagamini siirdiirmesi ve 6zgiil fonksiyonlarin1 korumasi igin gerekli sinyalleri saglar.
Hangi hormon ve biiyiime faktorlerinin kullanilacagi yine hiicre tipine ve deneyin

amacina gore belirlenir (117).

2.10.5. Tamponlar

Hiicre kiiltiirti ortamlarinda bikarbonat (HCO3 ™) ve karbondioksit (CO,) en yaygin
kullanilan tampon sistemidir. Bu tampon sistemi, stabil bir pH diizeyinin korunmasina
yardimci olur ve bu da hiicrelerin saglikli biiyiimesi ve fonksiyonlarini siirdiirebilmesi
agisindan kritik oneme sahiptir.

o Bikarbonat (HCOj3"); pH degisimlerine kars1 diren¢ saglayan birincil tampon

gorevi gortir.

o Karbondioksit (CO;); Bikarbonat dengesini diizenler ve ortam pH’min stabil

kalmasinda rol oynar.

Bu iki yapisal bilesen arasindaki denge, pH’1n fizyolojik sinirlar iginde (genellikle
7.2-7.4) kalmasmi saglar. pH dengesinin korunmasi, hiicresel siireclerin saglikli bir

sekilde devam etmesi ve in vitro deneylerin basarisi i¢in hayati oneme sahiptir (118).

2.11. PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), biyolojik bilimler ve tip alaninin en giiclii
aragtirma araclar1 haline gelip, belirli DNA dizilerini ¢ogaltmak i¢in kullanilan
yontemlerin basinda gelmektedir. Bu teknigin RNA c¢alismalarina uyarlanmasi ile
oncelikle ters transkriptaz enzimi araciligtyla RNA’dan tamamlayict DNA (cDNA) elde
edilmesine ve ardindan bu cDNA’nin PCR ile ¢ogaltilmasina dayanir; bu yonteme Ters
Transkripsiyon PCR (RT-PCR) olarak tanimlanir. Fakat klasik PCR, giivenilir bir
kantitatif analiz araci olmadigi icin gelistirilmis ve gliniimiizde Gergek Zamanlh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR) adiyla anilan giiclii bir analiz yontemi
olarak ortaya ¢ikmistir (119,120).

Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (real-time PCR), kantitatif PCR
olarak da tanimlanir ve PCR yOnteminin bir modifikasyonudur. Bu metot, PCR siirecinin

ilerleyisinin gergek zamanli olarak izlenmesine olanak tanir. Real-time PCR, in vitro

17



ortamda secilen bir DNA bolgesinin bir¢ok kez ¢cogaltilmasiyla binlerce hatta milyonlarca
kopyasinin iiretilmesini saglayan enzimatik bir siiregte rol alir.

Bu islemde kullanilan temel bilesenler sunlardir:

. Sablon DNA

. Ozgiil primerler

. Niikleotitler (AINTP’ler)

. DNA polimeraz enzimi

Real-time PCR’in klasik PCR’a gore avantajlarindan biri sadece gelismis
dogruluk, hassasiyet ve hiz saglamasi degil; ayn1 zamanda baslangigtaki hedef DNA
miktart ile belirli bir PCR dongiisiinde biriken iiriin, yani amplikon miktar1 arasinda
giivenilir bir nicel iliski kurabilmesidir (121,122).

Bu 6zellige sahip olunmasi;

e Gen ekspresyon analizlerinde mRNA miktarinin dogru 6l¢iimii (123).

e Klinik orneklerde viral genom tayini gibi uygulamalarda son derece

Oonemlidir.

Ek olarak real-time PCR'da PCR sonrasi ek analiz adimlarina gerek kalmadig: i¢in,
onceki amplikonlardan kaynaklanabilecek kontaminasyon riski en aza indirilmis olur
(121). Tiim bu nedenler sonucunda, Real-time PCR yontemi hedef niikleik asitlerin tespit
ve kantitatif analizinde bir yenilik yaratmis ve ¢ok genis bir uygulama alan1 kazanmistir

(124).

2.11.1. Kantifikasyon (Nicel Analiz)

Baslangic PCR karisiminda bulunan DNA molekiillerinin sayisi, belirli sayida
PCR dongiistinden sonra olusacak {iriin (amplikon) miktarini belirler. Eger PCR islemine
baslarken yalnizca az sayida DNA molekiili mevcutsa, olusan iirlin miktar1 da az
olacaktir. Buna karsilik baglangicta ¢cok sayida DNA molekiilii varsa, elde edilen iiriin
miktar1 da daha fazla olacaktir. Bu dogrusal baglanti sayesinde, iiretilen iirin miktar1
Olctilerek ornekteki baslangic DNA miktar1 hesaplanabilir. Geleneksel PCR yonteminde
tiriinler PCR islemi tamamlandiktan sonra 6l¢iildiigii i¢in, baslangictaki DNA miktari ile
iirtin miktar1 arasindaki nicel iligki hassasiyetini kaybeder. DNA polimeraz reaksiyonunu
engelleyen inhibitorlerin varligi, reaktif miktarlarinin sinirli olmasi ve reaksiyon sirasinda
pirofosfat molekiillerinin birikmesi gibi faktorler dogrulugun azalmasi nedenleri arasinda
gosterilebilir. Real-time PCR, iiriinlin olusumunu ger¢ek zamanli olarak izleyebilme

ozelligi sayesinde Ozellikle eksponansiyel (iistel) fazda gilivenilir bir kantitatif yontem
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haline gelmistir. Eksponansiyel fazda olusan amplikon miktarini tespit ederek, baslangic
karisimindaki DNA miktarina geri doniik bir hesaplama yapilabilir. Bu sayede, orijinal

ornekteki niikleik asit konsantrasyonu dogru bir sekilde belirlenebilir (120,121).

2.11.2. Problar

Real-time PCR sistemlerinde, hedef DNA’nin tespiti ve kantifikasyonu igin
floresan bir belirte¢ tasiyan problar kullanilir. Genel olarak problar, kullanilan floresan
ajana ve PCR'daki 6zgiilliik diizeyine gore iki ana gruba ayrilir;

o Cift sarmalli DNA’ya baglanan araya giren molekiillere dayali problar:

Bu gruba SYBR Green I ve EvaGreen gibi ajanlar dahildir.

Bu molekiiller yapilar, 6zgiil ve 6zgiil olmayan tiim amplikonlar tespit eder.

o Oligoniikleotidlere baglanmis florofor igeren problar:

Bu grup sadece 6zgiil amplikonlari tespit eder.

Ornekler arasinda;

Hidroliz problar1 (6rnegin: TagMan probu)

o Ikili hibridizasyon problari

. Molekiiler isaretciler

. Scorpion problari yer alir

Ayn1 zamanda niikleik asit analoglarina dayanan 6zel problar da tanimlanmistir

(121, 125).

2.11.3. Floroforlar ve FRET Mekanizmasi

Florofor, belirli bir dalga boyundaki 151k enerjisini absorbe eden ve ardindan bu
enerjiyl daha uzun dalga boyunda floresan 151k olarak yeniden yayan bir molekiildiir.
Floroforlar genellikle iki temel gruba ayrilir;

. Donor (raportdr)

. Akseptor (quencher, soniimleyici)

Dondr florofor, 151k enerjisini emdiginde uyarilmis bir enerji seviyesine gecer. Bu
molekiil tekrar temel (ground) enerji seviyesine donerken floresan 11k yayar. Eger bu
donor floroforun yakininda bir akseptdr florofor bulunuyorsa, yayilan enerji bu ikinci
molekiile aktarilabilir. Bu enerji aktarim siireci "floresan rezonans enerji transferi
(FRET)" olarak adlandirilir (125).

FRET Mekanizmalar1 (FRET ve FRET-Sontimleme), FRET iki farkli
mekanizmaya gore gergeklesebilir. Bunlara baktigimizda FRET-Sontimleme (FRET-
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quenching), Aktarilan enerji, floresan 151k olarak degil 1s1 seklinde serbest birakilir. Bu
durumda akseptor molekiil genellikle floresan olmayan bir soniimleyicidir. FRET ise
Eger akseptor molekiil floresan bir bilesense, aktarilan enerji floresan 1s1k olarak yeniden

yayilir (125).

2.11.4. Uygulama Alanlan

Yiiksek duyarlilik (sensitivite) ve 6zgiilliik (spesifisite) sunmasinin yani sira real-
time PCR yontemi hem niteliksel (kalitatif) hem de niceliksel (kantitatif) analizler i¢in
kullanilabilir. Bu sebeple, biyolojik drneklerdeki niikleik asitlerin hizli ve hassas bir
sekilde tespiti ve miktar tayini i¢in tercih edilen yontem haline gelmistir.

Real-time PCR birgok farkli alanda kullanilmaktadir. Bunlar;

. Gen ifadesi analizi

. Mutasyon tespiti

. Kanser tanis1 ve durumu belirleme

. MikroRNA analizi

. Genetigi degistirilmis organizmalarin (GDO) tespiti
. Bakteri tanis1 ve kantifikasyonu

. Viriis tayini ve kantitatif viral analiz

Real-time PCR teknigi, sahip oldugu esneklik ve ¢ok yonlii multidisipliner
kullanim imkani sayesinde; biyomedikal arastirmalar, mikrobiyoloji, veterinerlik, tarim,
farmakoloji, biyoteknoloji ve toksikoloji gibi bir¢cok bilim alaninda yaygin sekilde
kullanilmaktadir (125).

2.12. Western Blot

Iki boyutlu elektroforez ve kiitle spektrometrisi gibi proteomik teknolojiler, yari
kantitatif protein profilleme caligmalarinda kullanilan degerli araglardir. Bu teknolojiler,
genis protein ekspresyon paternlerini belirlemeye olanak taniyarak, molekiiler olaylarin,
sinyal iletim yollarinin ve mekanizmalarin daha iyi anlasilmasina katki saglar. Bu
yontemlerle elde edilen veriler dogrultusunda, bagimsiz ve dogrulayici bir ikinci yontem
olan western blotting ile teyit edilir. Western blotting, ilk kez Towbin ve arkadaglar
tarafindan 1979 yilinda tamitilmistir ve bu kesiften sonra karmasik hiicre
homojenatlarinda spesifik proteinlerin immiintespiti ve kantifikasyonu i¢in diinya
capinda yaygin olarak arastirma laboratuvarlarinda siklikla kullanilan bir teknik haline

gelmistir. Son yillarda western blot analizinde kullanilan gosterge sistemlerinin
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duyarliligi, giivenilirligi ve esnekligi Onemli Olglide artis gostermektedir.
Bu sistemler sayesinde hem diigiik hem de yiiksek diizeyde ifade edilen proteinlerin ayni
blot ilizerinde genis dinamik aralikta tespitine olanak saglayarak, sinyallerin kesin ve
dogru kantifikasyonunu miimkiin kilmistir. Western blotlardan kantitatif veri elde
edebilmek icin titiz bir metodoloji uygulanmasi gereklidir (126). Kisaca 6zetlemek
gerekirse, antikorlarin (Ab) dogrulanmasi, hem antijen-antikor etkilesiminin 6zgiil ve
dogru oldugunu garanti altina almak, hem de her antikor i¢in kantitatif dogrusal dinamik
aralikta protein yiiklemesini saglayacak ornek seyreltme oranini belirlemek agisindan
kritiktir. Buna ek olarak, uygun normalizasyon yonteminin se¢imi de biiyiik 6nem tasir.

Bu normalizasyon; ya immiinolojik boyamadan sonra tespit edilen konstitutif
proteinler temel alinarak ya da membran iizerinde yapilan total protein (TP) boyamasi
sonrast toplam protein sinyali baz alinarak yapilabilir. Hedef proteine ait kat
degisimlerinin referans sinyalden kaynaklanan yapay sonuglar olmamasi i¢in gereklidir.
Bu nedenle verilerin dogru normalizasyonu, deneysel hatalarin saptanmasit ve
diizeltilmesi agisindan kritik oneme sahiptir. Bu durum 6zellikle, 6rnekler arasinda hedef
protein ifadesinde kiiciik farkliliklar olgiiliiyorsa daha da onem kazanmaktadir. Her
kuyucuga az yada cok miktarda protein lizat1 yiiklendiginde kontrol proteinleri olan
Gapdh, aktin ve tiibiilin gibi konstitutif’ler asir1 doymus (overloaded) hale gelir ve bu
nedenle normalizasyon iglevini dogru sekilde yerine getiremez (127, 128). Ayn1 zamanda
bu konstitutifler’ler deney sirasinda uygulanan tedavi kosullarindan etkilenebilir ve bu da
hedef protein ekspresyonunu ¢arpitilmis bir sekilde yansitarak, ger¢ek biyolojik durumu
gostermeyen sonuglara sebep olabilir (128-130).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Cihazlar ve Kimyasallar

Deney siirecinde kullanilan temel cihazlar tablo 3.1.”de verildi.

Tablo 3.1. Laboratuvarda kullanilan cihazlar

CIHAZLAR MARKA

Hassas terazi OHAUS
Elektronik terazi Shimadzu ATX224
Vorteks VWR
Mikrosantrifiij VWR

Sogutmal1 Sanrifiij Cihaz1 Niive- NF 800R
pH olcer Hanna

Agaroz Jel elektroforez

Ekipmanlari BIORAD, VWR
Gii¢ kaynaklar1 VWR

Jel Goriintiileme Cihazi G:BOX Syngene
Inkiibator PHCBI

- 80 °C Buz dolab: Thermo Scientific
Distile Deiyonize Su Unitesi Millipore
Otoklav Niive

- 20 °C Buz dolab1 Ugur-Arcelik
Nanodrop Biospec
Mikrodalga firin Vestel

Mikroskop BAB-TAM-F
Manyetik Karistirici Isitict Daihan

UltraSaf Su Cihazi Millipore
Real-Time PCR StepOnePlus

Is1 Blogu Thermo Scientific

Deney siiresince kullanilan temel kimyasallar analitik saflikta olup herhangi bir

saflagtirma iglemi uygulanmaksizin kullanildi. Calismamizda kullanilan tiim kimyasallar

Tablo 3.2°de verildi. Ayrica, ¢caligma kapsaminda hazirlanan tiim sulu ¢ozeltiler ultra saf

su kullanilarak hazirlandu.
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Tablo 3.2. Calismada kullanilan molekiiler test kitleri, soliisyonlar ve markalari

Kit Firma

RNA Izolasyon Kiti Ecotech

RT PCR i¢in Genious 2x SYBR Green Fast

Qpcr mix Abdonal
Tripsin-EDTA Cytiva

DMSO Fisher Scientific
Pen/Strep. Gibco

PBS Biowest

Trypan Blue Bl

DMEM (High Glukoz) Nutriculture
HCI IsoLab

NaOH Panreac Applichem
Etil Alkol Sigma

Tris base Sigma

PVDF Membran GVS

cDNA Synthesis Kit abm

Power Blot Casset

Thermo Scientific

3.2. Metot

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada SH-SYS5Y noroblastoma hiicre hattt kullanildi. Hiicreler ATCC
(American Type Culture Collection, Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu)’dan daha 6nce
temin edildi. Hiicre hatlar1 uygun sekilde ¢oziindiiriiliip kiiltiir sartlarina alistirildiktan
sonra hiicre sayimi ve canlilik tespiti yapilarak kiiltiir baslatildi. Flask yiizeyini dolduran
hiicrelerin morfolojik 6zellikleri boyanmadan, hiicre goriintiileme cihazi kullanilarak

degerlendirildi.

3.2.2. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Calismada SH-SYSY hiicre hatti icin %10 fetal sigir serumu, L-glutamin,
sodyumpruvat ve %1 penicilin-streptomisin ile desteklip Dulbecco’s Modife Eagle
Medium (DMEM) hazirlandi. Hazirlanan besiyerleri 50 ml falcon tiiplere konulup +4°C

dondurucuda saklanda.

3.2.3. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Oncelikle -80 °C dondurucuda stoklanan kriyojenik tiiplerdeki hiicreler ¢ikartilip

oda sicakliginda 1-2 dakika bekletilerek ¢oziinmeleri saglandi. Dondurma ¢ozeltisi i¢cinde
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bulunan DMSO’nun hiicrelerin membranina zarar vermemesi i¢in ¢oziinme isleminden
once besiyerleri 30 dk siire ile 37 °C inkiibatorde bekletildi. Viallerdeki yaklasik 1 ml
hiicre siispansiyonlar1 hizlica steril kabinde 5 ml besiyeri igeren tiiplere konularak yavas

bir sekilde pipetaj yapilip tiim hiicrelerin flask ylizeyine esit dagilimi saglandi.

3.2.4. Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Pasajlanmasi

(Coziinmis olan hiicreler 1250 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan
sonra pellet kistmda kalan hiicrelerin iizerine 1 ml besiyeri eklenip, hiicrelerin homojen
dagilimimi saglamak amaciyla pipetaj yapildi. Yeterli canli hiicre konsantrasyonunun
saglanip saglanmadig1 Thoma laminda hiicre canlilik testi yapilarak gézlemlendi. Sonraki
asamada 25 cm? flasklara 3x10° / 5 ml sayida hiicre ekimi yapildi. Tiim hiicreler %5 CO?
ile nemlendirilmis hava ortaminda 37 °C Kkiiltiire edildi. Hiicrelerin tutunmasi ve
kontaminasyon agisindan uygunlugu icin her giin hiicre goriintiileme cihaz ile takip
edildi. Hicreler flask tabaninda yeterli yogunluga ulagtiginda pasajlama yapildi. Bunun
icin Oncelikle eski besi yerleri uzaklastirildi. Flasklara Mg+2 ve Ca+2 i¢cermeyen 3 ml
PBS eklenip 2 defa yikandi. Daha sonra PBS uzaklastirildi. Hiicrelerin flask tabanindan
kalkabilmesi i¢in her flaska 2 ml %25°lik 1X Tripsin EDTA eklenip 5-15 dakika siire ile
inkiibatorde bekletildi. Mikroskop altinda hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmalarina
bakildi ve yilizen hiicreler pipet yardimiyla 15 ml’lik steril falcon tiiplere aktarildi.
Uzerine 5 ml besi yeri eklendikten sonra 1250 rpm 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant
atildiktan sonra pellette kalan hiicrelerin lizerine 5 ml taze besiyeri eklenip yeni flasklara

ekim yapildi.

3.2.5. Hiicrelerin Dondurulmasi

Tripsin-EDTA ile flask yiizeyinden kaldirilan hiicreler steril falkon tiiplere
aktarildiktan sonra lizerine 4.5 ml besiyeri eklenip 1500 rpm 5 dk santrifiij edildi.
Stipernatant kismi uzaklagtirildi. Sonraki asama i¢in hiicre peleti lizerine 900 ul soguk
besiyeri ve 100 ul DMSO eklenerek kriyoprotektan tiiplere aktarildiktan 6nce 20 dk -20
°C dondurucuda bekletildi sonrasinda ise -80 °C dondurucuda saklanilmak {izere sonraki

caligmalar i¢in donduruldu.

3.2.6. Deney Gruplar: ve Soguk Stresi Uygulamasi

SH-SYS5Y noroblastoma hiicreleri DMEM besiyerinde (%10 1sitilmis FBS, %1
Pen/Strep) 37 °C, %5 CO, kosullarinda rutin kiiltiire edildi ve deneyden 24 saat 6nce 6
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kuyucuklu plakalara ekildi. Hiicreler ekildikten ve plaka yiizeyine tutunduktan sonra
soguk stresi uygulanmaya baslandi. Calismada 9 uygulama grubu olusturuldu (Tablo 3.3).
Calisma gruplar1 ve uygulama sartlar1 Tablo 3.3.’de verildi. pH stabilitesinin korunmasi
amaciyla soguk stresi boyunca besiyeri degistirilmedi. Deney gruplarinda belirlenen
farkli sicaklik ve farkli siirelerin sonunda (RNA, protein, hiicre canlili§i/apoptozu, hiicre

dongiisii) analizler i¢in hiicreler deney icerigine gore gerekli islemler yapildi.

Tablo 3.3. Calisma gruplar1 ve uygulama sartlari

Gruplar Sicaklik derecesi (°C) Uygulama siiresi (Saat) RNA Sekanslama icin
Grup Ad1
Kontrol 37 0 A
1. Grup 31 3 B
2. Grup 31 6
3. Grup 31 12
4. Grup 31 24 Cc
5. Grup 25 3 D
6. Grup 25 6
7. Grup 25 12
8. Grup 25 24 E

3.2.7. RNA izolasyonu ve RNA Sekanslama

Tiim ¢aligma gruplarinda RNA izolasyonu yapildi. Tiim gruplarin RNA 6rnekleri
RT-PCR calismalart i¢in kullanilirken RNA sekanslama i¢in 5 gruba ait RNA’lar
kullanildi.

Hiicreler belirlenen ¢alisma sicakliklarinda 6 kuyucuklu kiiltiir plakasindan besi
yeri uzaklastirildi ve plakanin her kuyucugu 2’er defa PBS ile yikanma islemi
gerceklestirildi. Sonrasinda, yikanmis olan her kuyucuga 700’er pL %0.25’lik tripsin
cozeltisi eklenerek 37 °C’lik inkiibatorde 4 dakika bekletildi ve hiicrelerin kiiltiir plakasi
tabanindan kalkmasi saglandi. Ardindan hiicrelerin {izerine 1,5 ml taze besi yeri eklenerek
steril ependorf tiiplere alindi. 1250 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij isleminden sonra
her bir hiicre peletinden toplam RNA, RNA izolasyon kiti kullanilarak {iretici firma
protokoliine uygun olarak izole edildi. Toplam RNA miktar1 spektrofotometre

kullanilarak tayin edildi.
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RNA Sekanslama

Calisma gruplarma ait hiicrelerde RNA sekanslama yapmak ig¢in 5 grup
olusturuldu. Gruplar Kontrol Grubu (A Grubu), 31 °C- 3 Saat Grubu (B Grubu), 31 °C-
24 Saat Grubu (C Grubu), 25 °C- 3 Saat Grubu (D Grubu) ve 25 °C- 24 Saat Grubu (E
Grubu) olarak belirlendi. Izole edilen RNA 6rnekleri Her grup igin 2 alikuat seklinde
hazirlandi. 1. tipler 5 pl hacimli RNA kontrolii ig¢in, 2.tiiplerise 500 ng/ul
konsantrasyonda ve 25 pl hacimde olacak sekilde hazirlandi1 ve uygun sartlarda transferi
saglanarak hizmet alim1 yolu ile analiz i¢in GENOKS firmasina iletildi.

RNA degradasyonu jel elektroforezi ve Fragment Analyzer Sistemi ile kontrol
edildi. RNA ornekleri Qubit ve/veya Bioanalyzer/TapeStation ile dlgiilerek kalite
kontrolleri yapildi. RNA kiitiiphaneleri hazirlandiktan sonra dizileme BGI-G400
platformu ile gergeklestirildi. Dizileme sonrasinda veriler kalite kontrol icin filtrelendi.
Adapter dizileri ile diistik kaliteli ve kisa (< 30 baz) okumalar FASTQC araci1 kullanilarak
temizlendi. Temiz veriler (10 MB), HiSat2 hizalayicist kullanilarak insan referans
genomuna (Gencode v34) hizaland1.23 Diferansiyel olarak eksprese edilen genler
(DEG'ler) edge R paketi kullanilarak nicelendirildi.

1) Kiitiiphane Hazirlama

Toplam RNA o6rnekleri [llumina® Stranded Total RNA Prep with Ribo-Zero™
Plus (Cat. No: 20040529) kiti kullanilarak iretici talimatina uygun sekilde islendi.
Oncelikle tiir-agnostik prob karisimi ile rRNA fraksiyonu uzaklastirilip, mRNA +
IncRNA + diger non-coding RNA’lar korundu. rRNA-depleted RNA, Fragmentation
Master Mix ile ~94 °C’de 6—8 dk inkiibasyonla ~200-300 bp insert boyutuna fragmente
edildi. Buna takiben rastgele primerler ile birinci iplik cDNA sentezi, ardindan dUTP-
tabanli reverse-stranded ikinci iplik sentezi gergeklestirildi.

Ug diizeltme ve A-tailing sonrast Illumina-uyumlu Unique Dual Index (UDI)
adaptorleri ligate edildi. dUTP igeren iplik PCR amplifikasyonunda baskilanarak yonelim
korundu. Girig miktarina gore 10—12 PCR dongiisii uygulanmis ve asir1 amplifikasyondan
kaginildi. SPRI bazli arindirma sonrasi kiitiiphane boyutu ~320—420 bp olarak hedeflendi.
Kiitiiphane konsantrasyonu Qubit dsSDNA HS ile; dagilim1 Bioanalyzer HS DNA veya
TapeStation D1000 ile dogrulandi. Primer/adapter dimeri <%35 ve verim >5—-10 nM olan
kiitiiphaneler esit molar olarak havuzlandi.

2) Dizileme

Hazirlanan havuz Illumina NovaSeq 6000 platformunda, proje kapsamina gore

S1/S2/S4 flow-cell ve paired-end 2x150 bp (alternatif 2x100 bp) okuma modunda
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dizilenip, 6rnek basma >50 milyon eslenmis okuma c¢ifti (PE) hedeflendi. Yiikleme
sirasinda Uretici parametreleri gozetilmis olup; PhiX %1-2 spike-in ve run kalite
metrikleri (Q30 > %85) dogrulandi.

3) Biyoinformatik Analiz

Ham veriler ISO uyumlu Linux ortaminda siirim kontrollii (Conda/Docker)
pipeline ile analiz edildi. Baglangic QC FastQC + MultiQC ile yapilip; diistik kaliteli
bazlar ve adaptér kontaminasyonu Trim Galore/fastp ile temizlendi. Okumalar STAR
(alternatif HISAT?2) ile GRCh38 referans genomuna reverse-stranded (RF/fr-first-strand)
parametresi ile hizalandi. Ozellik saymmi feature Counts/HTSeq-count (—s 2 reverse-
stranded) ile uygun GTF/GFF3 anotasyonuna karsi yapildi. QC metrikleri Picard
CollectRnaSeqMetrics ve RSeQC (gene-body coverage, junction saturation vb.) ile
degerlendirildi. Normalizasyon TPM/CPM ile diferansiyel ifade analizi DESeq2 veya
edgeR ile yapilarak FDR Benjamini-Hochberg <0.05 olarak alind1. istenen durumlarda
GSEA/fgsea ve GO/KEGG zenginlestirme uygulandi. Sonuglar MultiQC raporlari, sayim
tablolart (counts/TPM), log2FC-FDR ¢iktilar1 ve PCA, MA-plot, 1s1 haritasi

gorsellestirmeleri ile raporlandi.

3.2.8. cDNA Eldesi ve Reel Time PCR

Tiim gruplara ait hiicrelerden izole edilen RNA ornekleri cDNA eldesi ve Reel
Time PCR calismalar i¢in kullanildi. RNA 6rneklerinden tamamlayict DNA (cDNA)
sentez kiti kullanilarak 580 ng toplam RNA ile cDNA elde edildi. Elde edilen cDNA’lar
StepOne™ Plus v2.3 yazilimi ile StepOnePlus™ Real-Time PCR Sisteminde (Applied
Biosystems (AB)) calisildi. RT-qPCR sirasinda her bir reaksiyon i¢in 8,28 ng cDNA, 5
pL Genious 2X SYBR Green Fast qPCR Mix (High ROX Premixed), 200 nM (ileri ve
geri) primer (Probe Synthesis) ve toplam hacmi 10 pL tamamlayacak sekilde niikleaz
icermeyen ddH2O kullanildi. PCR baglangicinda ¢ift sarmal olan cDNA’lar 95 °C’de 3
dakika boyunca 1sitilip tek zincir haline getirildikten sonra, reaksiyon 40 dongii boyunca
95 °C’de 5 saniye, 60°C’de 30 saniye (ileri ve geri primerler i¢in iiretici firmanin sunmus
oldugu sicaklik degerlerinin + 4 °C sicaklik degerleri denererek primer baglanma sicaklig
optimize edildi ve 9 primer i¢in ortak olarak 60 °C belirlenip 1 primer i¢in ise 62 °C
sicaklik uygulandi. RT-qPCR’da kullanilan primerlerin sekans bilgileri Tablo 3.4’te
verilmistir. qPCR isleminden sonra, StepOne™ Plus v2.3 yazilim1 her reaksiyon i¢in bir
CT degeri tiretti ve bu CT degerleri kullanilarak hedef genler ifadelenmeleri agisindan

analiz edildi. Ilgili genlerin relatif ekpresyonlarmin farkli hiicre gruplar1 arasinda
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karsilastirilmast livak metodu (2-AACT) ile yapildi. Internal kontrol olarak p-Aktin geni
referans alindi. Hesaplama sirasinda &ncelikle (2CT(kontrol grubu hedef geny5 - CTkontrol grubu
GAPDHyY -1— 2-ACT formiilii ile kontrol grubu igin hedef gen (YBX1, CARHSPI1, LIN28A,
ATF6, ATF4, XBP1, UBAS52, P53) / B-Aktin oran1 hesaplandi. Daha sonra kontrol
grubunun her bir hedef geni i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere 2 2T degerleri toplaminin kontrol
deney tekrar sayisina boliinmesiyle kontrol grubunda her bir hedef gen i¢in ortalama 2-
ACT degeri hesaplandi. Bunun beraberinde ayn1 hiicre hattina ait her hiicre grubu igin de

kontrolde oldugu gibi her bir hedef gen i¢in 2 “*“T degeri hesaplandi.

Tablo 3.4. RT -qPCR primer sekans verileri.

Gen Geri primer (5’ - 3’) ileri primer (5- 3°) GENBANK
ERiSiM
NUMARASI

YBX1 CTTCATTGCCGTCCTCTCTAGG GCAGGAGAACAAGGTAGACCAG  NM_004559

CARHSP1 TATAGGTGACCTCGTCGCCTTC CCCGTCTACAAAGGAGTCTGCA NM_014316

LIN28A GTGACACGGATGGATTCCAGAC CCAGTGGATGTCTTTGTGCACC NM_024674

ATF6 GCAGAACTCCAGGTGCTTGAAG  CAGACAGTACCAACGCTTATGCC NM_007348
ATF4 CTCCAACATCCAATCTGTCCCG TTCTCCAGCGACAAGGCTAAGG NM_001675
XBP1 CTCCTGGTTCTCAACTACAAGGC CTGCCAGAGATCGAAAGAAGGC NM_005080

UBA52 TTCTTGCGGCAGTTGACAGCAC GCCTGCGAGGTGGCATTATTGA NM_003333

P53 TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC  CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG NM_000546,
HSP90 CGTTCCACAAAGGCTGAGTTAGC TCTGCCTCTGGTGATGAGATGG NM_005348,
ACTB AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT CACCATTGGCAATGAGCGGTTC NM_001101,

3.2.9. Protein Izolasyonu ve Western Blot Analizi

Hiicrelere belirlenen calisma sicakliklar1 uygulandiktan sonra, %1 proteaz ve
fosfataz eklenmis RIPA tamponu (1X RIPA: 50 mM Tris HCI, 150 mM NaCl, %1 (v/v)
NP-40, %0.5 (w/v) sodyum deoksikolat, 1.0 mM EDTA ve %0.1 (w/v) sodyum dodesil
silfat (SDS) pH 7.4) kullanilarak protein izolasyonu yapildi. Hiicreler, protein
izolasyonundan once 2 defa 1 ml PBS ile yikandiktan sonra, buzun iginde bekletilen
onceden hazirlanan RIPA tamponu ile 6 kuyucuklu kiiltiir plakasindan uzaklastirildi ve
steril eppendorf tliplere alindi. Daha sonra, mikrosantrifiij cihazinda 14,800 rpm’de 10
dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij islemiyle elde edilen siipernatant kisminda
¢ozlilmils proteinler her grup 3’er adet tiiplere alikuotlanarak daha sonraki deneysel

asamalarda kullanilmak iizere -80°C ’de saklandi. Western Blot analizi i¢in, hiicrelerden

28


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_004559
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_014316
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_024674
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_007348
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001675
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005080
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_003333
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005348

izole edilen proteinlerin BCA testi (ABP Biosciences) kullanilarak {iretici firmanin
saglamis oldugu protokol ile miktar tayini yapildi. Esit miktarlarda protein (15-35 pg)
iceren soliisyon esit hacimde 2X Laemmli tamponu ( 0.125M Trizma baz, %4 SDS, %20
gliserol, %10 2- merkaptoetanol ve 9%0.02 bromophenol blue ile karistirilip jele
yiiklendikten sonra, SDS-PAGE yiiriitme sistemi (MiniPROTEAN Tetra Cell)
kullanilarak SDS yiirlitme tamponu (%3.03 Trizma baz, %14.44 Glisin ve %1 SDS
icerisinde 100 V’de 90 dakika boyunca yiiriitme islemi uygulandi. SDS-PAGE jel
icerikleri Tablo 3.5 ve 3.6’da belirtilmistir. SDS-PAGE sonrasi proteinler jelden Western
Blot protokoliine uygun transfer tamponu kullanilarak (1X yari-kuru (Semi-Dry) transfer
tamponu: %0.58 Trizma baz, %0.29 glisin, %0.037 SDS ve %20 metanol, Western Blot
transfer sistemi (Thermo Scientific™ Pierce™ Power Blotter) ile proteinlerin molekiil
agirliklarina gore 5-10 dakika arasinda 25 V ve 1.3 A uygulanarak PVDF (GVS)
membrana transfer edildi. Protein transfer edilmis membran 1 saat boyunca oda
sicakliginda 1X TBS-T (Tris buffered saline: Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi; 20 mM Trizma
baz, 150 mM NaCl, %0.1 Tween 20, pH 7.4) ile hazirlanmis %5 yagsiz siit tozu
sollisyonuyla hafif¢e ¢alkalanarak bloklandi. Bloklama isleminden sonra, membranlar,
membran yiizeyindeki hedef proteinlere spesifik antikorlar (birincil antikor, 1X TBS-T
igerisinde hazirlanmis %S5 siit tozu solusyonunda 1/1000 oraninda seyreltilmis) ile gece
boyunca +4 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan, membranlar 1X TBS-Tile 10’ar
dakika boyunca 4’er defa yikandi. Ardindan, membranlar birincil antikora baglanacak
olan HRP (At Kestanesi Peroksidaz1) enzimi ile konjuge edilmis ikincil antikor (1X TBS-
T igerisinde hazirlanmis %S5 siit tozu soliisyonunda 1/5000 oraninda seyreltilmis) ile 2
saat boyunca hafifce calkalanarak oda sicakliginda inkiibe edildi. Membranlar yeniden
1X TBS-T ile 10’er dakika boyunca 3’er defa yikandi ve hedef proteinler, HRP enziminin
siibstratt olan ECL (Enhanced Chemiluminescence, Gelistirilmis Kemiliiminesans)
goriintiileme kiti kulanilarak immiinokimyasal olarak goriintiilenip (G:BOX Chemi XRQ,
Syngene) GeneTools yazilimi (Syngene) ile analiz edildi. internal kontrol olarak B-Aktin
proteini kullanildi. Analiz sirasinda GeneTolls yazilimimin sunmus oldugu protein bant
yogunluklari kiyaslanarak farkli hiicre gruplari arasinda her bir protein ekpresyon iligkisi
rolatif olarak degerlendirildi. Degerlendirme sirasinda dncelikle kontrol grubu i¢in hedef
protein (Lin 28a, Carhspl, Ybx1 vb. ) / B-Aktin protein bant yogunlugu oran1 hesaplandi.
Daha sonra kontrol grubunun her bir hedef proteini i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere bu oranlarin
toplaminin kontrol deney tekrar sayisina boliinmesiyle kontrol grubunda her bir hedef

protein i¢in ortalama protein bant yogunluk orani hesaplandi. Bunun beraberinde aym
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hiicre hattina ait her hiicre grubu i¢in de kontrolde oldugu gibi her bir hedef protein i¢in

protein bant yogunluk orani hesaplandi. Son olarak, ayni hedef proteinlerin farkli hiicre

gruplar1 arasinda kontrol grubuna kiyasla protein ifadelenmeleri belirlendi. Western Blot

analizlerinde kullanilan birincil ve ikincil antikor bilgileri Tablo 3.7°de verildi.

Tablo 3.5. SDS-PAGE ayirici jel bilesenleri

Ayirier jel (%10)

Kimyasal (igerik) uL (mikrolitre)
1.5 Tris HCI pH 8.8 1250

ddH20 2000

%30 akrilamid/bis akrilamid (37.5:1) 1670

%20 SDS 25

%10 APS 25

TEMED 2.5
Tablo 3.6. SDS-PAGE istifleme jel bilesenleri

Istifleme jeli (%5)

Kimyasal (igerik) uL (mikrolitre)
1M Tris HCI pH 6.8 375

ddH20 2088

%30 akrilamid/bis akrilamid (37.5:1) 506

%20 SDS 15

%10 APS 15

TEMED 15

Tablo 3.7. Western Blot Analizinde Kullanilan Antikorlar

ANTIKOR KATALOG NO
Anti-p53 AB131442
Anti-CARHSP1 OAGA00211
Anti- UBIQUITIN BS-1549R
Anti-XBP1 AF5110
Anti-HSP90 E-AB-31752
Anti-LIN28A BS-8443R
Anti-YB1 BS-5921R
Anti-ATF-6 SC-166659
Anti-BETA ACTIN E-AB-40338

3.2.10. Apoptoz Analizi

Soguk sok stresi uygulanmasiyla, belirlenen siirelerin sonunda ilgili apoptoz kit

testi tiretici firma protokoliine gore yapildi. 6 kuyucuklu kiiltiir plakasindan besi yeri

uzaklastirildi ve plakanin her kuyucugu 2’er defa PBS ile yikandi. Sonrasinda, yikanmis

olan her kuyucuga 400°er pL 0.25’lik tripsin ¢ozeltisi eklenerek 37 °C’lik inkiibatorde 4
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dakika bekletildi ve hiicrelerin kiiltiir plakas1 tabanindan kalkmasi saglandi. Daha sonra
hiicrelerin iizerine 1.2’er ml taze besi yeri eklenerek dnceden otoklavlanmas steril 2 ml’lik
ependorf tiiplere alindi. 1200 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij isleminden sonra her bir
hiicre pelleti ependorf tiipler igerisinde kit tarafindan saglanan 100 pL Annexin V
baglama tamponu ile yeniden siispanse edildi ve lizerine 5 pL. Annexin V-FITC konjugati
ve 2 puL PI boyasi eklenip hafif pipetaj yapildiktan sonra 15 dakika boyunca 1s1ik
gdrmeyen ortamda oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan son durumdaki
hiicre soliisyonunun iizerine 400 pL daha Annexin V baglama tamponu eklendi ve
apoptoz ve nekrozu saptamak i¢in hiicre 6rnekleri BD Accuri™ C6 Plus Flow Cytometer
cihazi kullanilarak analiz edildi. Ayni hiicre hattina ait her hiicre grubu basina maksimum
20.000 olay (hiicre) analiz edildi ve hiicre kalintilari, ileri (FSC) ve yan sa¢ilim (SSC)
151k gecisine dayali olarak analizden ¢ikartildi. Analizler sonucunda, farkli sicaklik ve

farkli siirelerin apoptoza uyarip uyarmadig1 gruplar arasinda karsilastirild.

3.2.11. Hiicre Dongiisii Analizleri

Soguk stres deney gruplar1 olusturulan 6 kuyucuklu kiiltiir plakasindan besi yeri
uzaklastirildi ve her bir kuyucuga 2’er defa 0.5 ml PBS eklenip yikanma islemi yapildi.
Ardindan, yikanmais olan her kuyucuga 400’er pL %0.25°lik tripsin ¢ozeltisi eklenerek 37
°C’lik inkiibatorde 4 dakika bekletildi ve hiicrelerin kiiltiir plakas1 tabanindan kalkmasi
saglandi. Daha sonra hiicrelerin iizerine 1.2 ml taze besi yeri eklenerek steril 2 ml’lik
eppendorf tiiplere alindi. 1200 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij isleminden sonra her
bir hiicre peleti ependorf tiiplerde hafifce calkalanarak %70 etanol ile ¢6ziildii ve +4 °C'de
2 saat boyunca fikse edildi. Fiksasyon sonrasinda hiicreler, 5 dakika boyunca santrifiij
edildi ve PBS ile iki kez yikandiktan sonra, 600 uL PBS igerisinde seyreltilmis 0.1 mg/mL
RNaz A ile 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi. Santrifiij edilerek elde edilen hiicre peleti,
daha sonra PBS igerisinde hazirlanmig 0.05 mg/ml propidyum iyot (PI) ile yeniden
siispanse edildi ve 1siktan korunarak +4°C'de 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Son
olarak, PI ile inkiibe edilmis hiicreler BD Accuri™ C6 Plus akis sitometrisi (BD Life
Sciences) kullanilarak analiz edildi. Ayni hiicre hattina ait her hiicre grubu basina
maksimum 20.000 olay (hiicre) analiz edildi ve hiicre kalintilari, ileri sagilim (FSC) ve
yan sagilim (SSC) 151k gecisine dayali olarak analizden c¢ikartildi. Analizler sonucunda,
fakli sicaklik ve farkli siirelerin hiicre dongiisii tizerindeki etkisi degerlendirilerek hiicre

dongiisii sathalar karsilagtirildi.
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3.2.12. istatistiksel Analiz

Her deneysel ¢alisma icin ayni hiicre hattina ait kontrol hiicre grubu ile farkl
sicaklik gruplarinin arasinda karsilastirilarak kiyaslama verileri elde edildi. Ayni hiicre
hattina ait ayn1 sicaklik farkli siirelerde yapilan uygulama grubu arasindaki deneysel
farklilik diizeyi Tek yonliit ANOVA testi uygulanarak istatistiksel olarak karsilagtirildi. Bu
karsilastirma sonucunda elde edilmis olan p<0.05 degeri deney sonuglari agisindan
gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu belirtmektedir. Kontrol
grubu ile kiyaslamalarda anlamli farki ifade etmek icin “*” simgesi kullanilds. Istatistiksel

analiz icin her bir deneysel grup 3 defa biyolojik tekrar olarak sonuglar degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicrelerin Morfolojik Analizi

Calismada kullanilan SH-SYSY hiicresinin morfolojik goriintiileri JuLI™ Br
hiicre goriintiileme cihazi ile 1X biiyiimede gozlemlendi. Diisiik sicaklik uygulamasi
hiicre morfolojisini olumsuz etkiledi. 25 ©°C’de hiicrelerde belirgin biiziilme,
yuvarlaklasma ve yiizeyden ayrilma izlenirken, 31 °C’de bu degisiklikler daha hafif
izlendi. Diisiik sicakligin hiicre biitlinliigii ve canliligini dereceye bagh olarak azalttigini

gostermektedir. Sekil 4.1 ve 4.2°de gosterildi.

Kontrol37°C

Sekil 4.1. Kontrol 37 °C ve 31 °C 3,6,12 ve 24. Saatlerde hiicre morfolojik goriintiisii
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Kontrol 37°C

25°C 3 Saat 25°C 6.Saat 25°C 12 Saat 25°C 24 Saat

Sekil 4.2. Kontrol 37 °C ve 25 °C 3,6,12 ve 24. Saatlerde hiicre morfolojik goriintiisii
4.2. RNA Sekans Analizi

SH-SYSY hiicrelerinde soguk stresin siddetine ve maruziyet zamanima bagl
olarak gruplar arasindaki gen ifade degisim profilleri RNA-sekans teknigi ile belirlendi.
RNA sekans caligmasinda, kontrol grubu 37°C ile birlikte dort deney grubu analiz edildi.
A grubu (kontrol) B grubu (31 °C 3 Saat), C grubu 31°C 24 Saat, D grubu (25 °C 3 Saat)
ve E grubuna ait (25 °C 24 Saat) 29 bin civarinda gen sekanslama yapilip ve yalnizca ¢ok
giicli degisimler (4 kat artis veya azalma) degerlendirmeye alindi. Yapilan analiz
sonucunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda uygulama gruplarinda gen ifadesi
azalmalarmin daha fazla oldugu goriildii. ifadesi azalan gen sayisi bakimindan B
grubunun (3667 gen) 6nemli farklilik gosterdigi bulundu. C grubunda 2540 genin ve E
grubunda ise 2535 genin ifadesi azalmig olmakla birlikte B’ye gore daha dengeli bir profil
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izledigi belirlendi. D grubu (1942 gen) ise en az farklilik gosteren grup olup kontrol
grubuna en yakin gen ekspresyon paternine sahip oldugu goriildii. Tablo 4.1°de degisen

gen sayilar verildi.

Tablo 4.1. Karsilastirmalarda tespit edilen gen sayilari

Karsilastirma Analiz edilen toplam gen Yukari Asag diizenlenen gen
sayis1 diizenlenen gen sayisi (Kat Degisimi < 1/4)*

sayisi (Kat
Degisimi > 4)*

B/A 29160 1729 3667

C/A 29705 1998 2540

D/A 29104 1648 1942

E/A 29655 1881 2535

4.2.1. Kalite Kontrolii

RNA-seq orneklerine ait ham verilerde kalite kontrol (QC) degerlendirmesi
yapildi. FASTQ dosyalarindaki toplam okuma sayilar1 6rnek basina 43,9 milyon ile 122
milyon arasinda degismekte olup, tiim drnekler yiiksek veri derinligine sahip olup. kalite
skorlarina gore, tiim orneklerde Q20 degeri %99,7 ve iizeri, Q30 degeri ise %96,2 ile
%99,9 arasinda bulundu. Bu oranlar, okuma basina sirasiyla %99 ve %99,9 dogruluk
seviyelerine karsilik gelmekte olup, genel olarak verilerin ¢ok yiiksek kalitede oldugunu
goriildi. Ek olarak, ortalama GC igerikleri %48-52 arasinda degismekte olup, insan
genomu igin beklenen deger araligina uygun oldugu tespit edildi. Tiim bu bulgular,
verilerin hizalama ve diferansiyel gen ekspresyon analizleri i¢in biyolojik acidan
gilivenilir oldugu gozlemlendi.

Bu asagida ki tabloda, pre-alignment QC (hizalama oOncesi kalite kontrol)
sonuglarini 6zetleyip kirpma (diisiik kaliteli bazlarin ve adaptorlerin temizlenmesi) dncesi
ve sonrasi Olgtimlerin karsilagtirilmasi yapildi.

e Okuma Sayisi: Kirpma sonras1 her drnekte okuma sayisi dogal olarak biraz

azalma olup bu diisiik kaliteli veya gereksiz dizilerin ¢ikarildu.

e Q20 ve Q30: Tiim o6rneklerde Q20 (%=>99 baz cagirma dogrulugu) ve Q30

(%>99.9 baz cagirma dogrulugu) oranlar1 hem kirpma Oncesinde hem
sonrasinda ¢ok yiiksek (%97-100 aras1) olup, bu verinin genel olarak gok

kaliteli oldugu saptanda.
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e %GC: GC orani drnekler arasinda %48.5-%52.0 araliginda ve kirpma sonrasi

belirgin bir degisim gozlemlenmedi. Kalite kirpma isleminin dizilerin genel

bilesimini bozmadig1 saptandi.

Ozetle, bu QC sonuglar1 kirpma isleminin veri kalitesini korudugunu, hatta diisiik

kaliteli bolgeleri temizleyerek daha giivenilir bir veri seti olusturdugu saptandi. Bu sayede

hizalama asamasina yiiksek kaliteli ve temiz okuma verileriyle gecis saglandi. Tablo

4.2.’te gosterildi.

Tablo 4.2. Deney gruplarinin kirpilma 6ncesi ve sonrasi kalite verileri

Deney Grubu Okuma Sayisi Q20 Q30 %GC
A Kalite kirpma 6ncesi 49.223.320 99.7 96.2 48.5
A Kalite kirpma sonrasi 43.913.355 100.0 99.8 48.0
B Kalite kirpma Oncesi 88.133.645 100.0 97.4 51.0
B Kalite kirpma sonrasi 83.888.026 100.0 99.7 51.0
C Kalite kirpma oncesi 94.909.957 100.0 97.5 50.5
C Kalite kirpma sonrasi 90.434.446 100.0 99.7 50.5
D Kalite kirpma 6ncesi 77.031.790 100.0 97.8 52.0
D Kalite kirpma sonrasi 73.351.138 100.0 99.8 52.0
E Kalite kirpma oncesi 122.083.122 100.0 97.5 51.0
E Kalite kirpma sonrasi 115.980.416 100.0 99.7 51.0

4.2.2 Is1 Haritasi

Is1 haritasi, kat degisimi>4 esigiyle tanimlanan farkli eksprese genlerin (DEQG)

kontrol grubu (A) ile karsilastirildiginda nasil degistigini gostermektedir (Sekil 4.3).

Kirmiz1 tonlar gen ekspresyonunun arttigini (up-regiilasyon), mavi tonlar ise azaldigim

(down-regiilasyon/baskilanma) ifade etmektedir. Gorselde A grubunda yiiksek diizeyde

olan genis bir gen kiimesinin B, C, D ve 6zellikle B grubunda belirgin sekilde baskilandigi

goriildii. Buna karsilik B ve kismen E grubunda, kontrol grubuna gore ekspresyonu artmis

ayr1 bir gen altkiimesi de saptandi. Genel desen B grubunun diger gruplara kiyasla en

giiclii ve yaygin baskilanma egilimi gosterdigini, E grubunun ise B’ye benzer bir profile

sahip oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.3. Diferansiyel Ekspresyon Gosteren Genlerin Is1 Haritasi
4.2.3. Fonksiyonel Zenginlestirme Analizi

Tablo 4.3.de A grubu ile diger gruplar arasindaki karsilastirmalarda
zenginlestirilmis biyolojik terimlerin dagilimini gostermektedir. Tiim karsilagtirmalarda
GO:BP (Gen Ontolojisi: Biyolojik Siireg) terimleri en yiliksek sayida zenginlesme
gostermis olup, 6zellikle asagi regiile genler i¢in (6rn; B/ A’da 411, C/ A’da 405) belirgin
bir fazlalik saptandi. GO:CC (Hiicresel Bilesen) ve GO:MF (Molekiiler Fonksiyon)
kategorilerinde de genel olarak asagi regiile genlerin zenginlesmesi, yukari regiile genlere
kiyasla daha yiiksek tespit edildi. KEGG, Reactome (REAC) ve WikiPathways (WP)
analizleri de benzer sekilde, cogunlukla asag1 regiile genlerde anlamli yolak

zenginlesmelerinin oldugu gozlemlendi.
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Tablo.4.3. Karsilastirmalara gore zenginlestirilmis kategorilerin sayisi

Karsilastirma Kaynak Tiim Genler Yukar Regiile Baskilanmus
icin Genler i¢in Genler i¢in
Zenginlestirme Zenginlestirme Zenginlestirme
GO:BP 341 13 411
GO:CC 32 6 31
GO:MF 32 2 37
KEGG 14 1 18
REAC 25 9 17
B/A WP 5} 1 9
GO:BP 309 7 405
GO:CC 24 1 47
GO:MF 27 12 36
KEGG 8 1 11
REAC 39 8 16
C/IA WP 12 1 13
GO:BP 270 6 298
GO:CC 19 9 28
GO:MF 18 3 17
KEGG 9 2 12
REAC 19 10 13
D/A WP 3 ND 2
GO:BP 302 3 303
GO:CC 21 7 27
GO:MF 21 1 28
KEGG 6 1 9
REAC 30 6 14
E/A WP 19 1 21

ND: Tespit Edilmedi

4.2.4. PCA (Temel Bilesenler Analizi)

Bu PCA grafigi, bes deneysel grubun (A—E) gen ekspresyon profillerine gore nasil
ayristigin gosteren iki ana eksen tlizerinden 6zetlenmistir. PC1 ekseni, toplam varyansin
%47,45’1n1 acgiklayarak gruplar arasindaki en baskin farki temsil ederken PC2 ekseni,
%21,24’°1ik oranla ikinci en 6nemli fark olarak gozlemlendi. Grafik incelendiginde, A
grubu PC1’in negatif tarafinda tek basina konumlanarak diger tiim gruplardan belirgin
sekilde ayrilmakta D grubu ise PC2’nin pozitif ucunda yer alarak ikinci temel farklilik
yoniinde en u¢ noktada bulundu. B, C ve E gruplart PC1’in pozitif tarafinda birbirine
yakin konumlanmis olup, bu durum onlarin gen ekspresyon profillerinin birbirine daha
benzer oldugu saptandi. Genel olarak PC1 ve PC2 toplamda verideki degisimin yaklasik
%69’unu agiklamakta ve bu da gruplar arasindaki iliskilerin biiyiik 6l¢iide bu iki eksenle
net sekilde gorsellestirilebildigi tespit edildi (Sekil 4.4).

38



0.8-

04-

group

PC2 (21.24%)
®e

m o o ow

0.0-

04
-d.B -UI.R Cljl] 0:3
PC1 (47.45%)

Sekil 4.4. PCA (Temel Bilesenler Analizi) grafigi
4.2.5. Gen Ontolojisi ve Yolak Zenginlestirme analizi

Gruplar arasinda hangi biyolojik yolaklarin etkilendigini ortaya koymak icin
diferansiyel olarak eksprese edilen genler molekiiler fonksiyonlara gore anotlandi.
Uygulama gruplar1 genlerinin kontrol grubu genlerine gore foksiyonel dagilim

karsilagtirmalar1 yapildi. Buna gore;

GO: B Grubu (31 °C 3 Saat) /A Grubu (Kontrol) Karsilastirmasi

31 °C 3 saat siire ile soguk stresine maruz birakilan hiicreler kontrole gore
karsilastirildiginda, hiicresel stres kosullarinda farklilasan genlerin 6zellikle immiin yanit,
hiicre iletisimi ve inflamasyonla iliskili biyolojik siire¢lerde anlamli sekilde
zenginlestigini gosterdi. Molekiiler diizeyde (7oll-like reseptor baglanmasi, kemokin ve
sitokin baglanmas1 gibi immiin sistemiyle iligkili fonksiyonlar 6ne ¢ikarken, hiicresel
bilesenlerde plazma membrani bdlgesi, inflammazom kompleksi ve vezikiiler yapilar
dikkat ¢ekici bulundu. Biyolojik siireglerde ise viriise yanit, hiicreler arasi sinyal iletimi,
apoptotik siireclerin diizenlenmesi, nérogenez ve kollajen metabolizmas1 gibi cesitli

islevler sekil anlamli bulundu (Sekil 4.5).
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Gen Ontolojisi Zenginlestirme Analizi
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Grafik, R yazilimi (v4.x) ve ggplot2 paketi (v3.4.2) kullamilarak olusturulmustur

Sekil 4.5. B grubu /A grubu Gen Ontolojisi

Yolak: B Grubu (31 °C 3 Saat) /A Grubu (Kontrol) Karsilastirmasi

Bu yolak 6zellikle immiin yanitla iligkili, COVID-19 da Foxp 3, T hiicre reseptor
sinyal yolaklari, makrofaj markerlari, PD-1 sinyallesmesi, Kemokin sinyal yolaklar1 ve
Sitokin-Sitokin reseptor etkilesimi gibi yolaklar dikkat ¢ekici bulundu. Bu soguk stresin,
bagisiklik sistemi hiicrelerinin aktivasyonu ve regiilasyonu {iizerinde etkili oldugunu
gosterdi. Ayrica yanik yara iyilesmesi, Sinyal iletimi, Wnt sinyali ve Ostrojene bagimli
gen ifadesi gibi yolaklarin da anlamli ¢ikmasi, olusan stresin doku yenilenmesi, hiicresel
iletisim ve hormon yanitlari gibi siiregleri de etkileyebilecegi gozlemlendi. KEGG, REAC
ve WP veri tabanlarindan elde edilen bilgiler bu yolaklarin 6zellikle sitokin sinyallesmesi
ve adaptif immiin yanitin diizenlenmesi gibi siireclerin merkezinde aktif bir rol oynadigi
belirlenip hiicresel stresin bagisiklik  fonksiyonlarin1  ve rejeneratif yanitlari

tetikleyebilecegi gozlemlendi. Sekil 4.6.’te gosterildi.
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Yolak Zenginlestirme Analizi
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Grafik, R yazilimi (v4.x) ve ggplot2 paketi (v3.4.2) kullanilarak olugturulmugtur

Sekil 4.6. B grubu /A grubu Yolak Analizi

GO: C Grubu (31 °C 24 Saat) /A Grubu (Kontrol) Karsilastirmasi

31 °C 24 saat soguk stresine maruz birakilan hiicrelerin analiz sonuglari; strese
maruz kalan hiicrelerde o6zellikle bagisiklik yaniti, apoptoz ve inflamasyon
diizenlenmesiyle iligkili genlerin anlamli sekilde degistigi tespit edildi. Sitokin aktivitesi,
Kemokin baglanmasi1 ve 7Toll benzeri reseptdr baglanmasi gibi siireclerin aktiflesmesi,
hiicrelerin bagisiklik sinyal yolaklarini artirdig1 gézlemlendi. Ayrica fagolizozom, plazma
membran bolgesi ve aktin dayali hiicresel ¢ikinti gibi yapilar fagositoz ve hiicre
hareketliliginin aktif oldugu saptandi. Mast hiicre aktivasyonu, Alfa-beta T hiicre

proliferasyonunun diizenlenmesi ve dentritik hiicre antijen sunumu siire¢lerinin de 6n
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planda olmasi, stresin 6zellikle dogustan ve kazanilmis bagisiklik sistemlerini birlikte

etkiledigi tespit edildi (Sekil 4.7).

Gen Ontolojisi Zenginlestirme Analizi
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Grafik, R yazilimi (v4.x) ggplot2 paketi (v3.4.2) kullanilarak olusturulmustur.

Sekil 4.7. C grubu /A grubu Gen Ontolojisi

Yolak: C Grubu (31 °C 24 Saat) /A Grubu (Kontrol) Karsilastirmasi

Analiz sonuglarina gore stres kosullarinda 6zellikle bagisiklik yaniti, inflamasyon
ve sinyal iletimi ile iligkili birgok yolak anlamli sekilde aktive oldugu tespit edildi. T
hiicre reseptor sinyal yolagi, PD-1 sinyali, interlokin 4 ve 13 sinyali, kemokin sinyal
yolagi gibi terimlerin zenginlesmesi hiicrelerin 6zellikle adaptif bagisiklik yanitlarini ve
sitokin sinyallesmesinde bir artis oldugu tespit edildi. Ayrica “Purinerjik sinyali, GPCR
aracili sinyalizasyon ve WNT yanitinda TCF bagimli sinyalizasyon gibi yollar da
hiicresel stres algilama, farklilagma ve sinyal iletiminde artis oldugu Saptandi. Yanik

yarasi iyilesmesi, makrofaj markerlar1 ve NK aracili hiicresel sitotoksisite gibi terimlerin
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de dahil olmas1 hem doku onarimi hem de dogustan bagisiklik yanitlarinin stresle birlikte
aktive edildigi tespit edildi. Sekil 4.8’de gosterildi.

Yolak Zenginlestirme Analizi
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Grafik, R yazilim (v4.x) ve ggplot2 paketi ( v3.4.2) kullanilarak olugturulmustur.

Sekil 4.8. C grubu/A grubu Yolak Analizi

GO: D Grubu (25 °C 3 Saat) /A Grubu (Kontrol) Karsilastirmasi

Grafige bakildiginda, 6zellikle MHC protein baglanmasi, protein baglanmasi ve
reseptor-ligand aktiviteleri gibi molekiiler fonksiyon terimlerinde biiyiik ve kirmizi
noktalarin 6ne ¢iktig1 tespit edildi. Bu caligmanizdaki genlerin 6nemli bir kisminin
baglanma ve reseptor aktiviteleri ile iliskili oldugunu ve bu terimlerin istatistiksel olarak
oldukca anlamh (diisiik p-degerli) ¢iktig1 tespit edildi. Hiicresel bilesen tarafinda

sitoplazma, kollajen igeren hiicre disi matriks ve lizozomal koful gibi yapilar 6ne
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cikarken, biyolojik silire¢ tarafinda kemokin yaniti, hiicre o6ldiiriilmesinin pozitif
diizenlenmesi, T hiicre farklilasmasi gibi immiin ve hiicresel yanit siire¢lerinin anlaml

oldugu goriildii (Sekil 4.9).

Gen Ontolojisi Zenginlestirme Analizi
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Grafik, R vazilimi (v4.x) ve ggplot2 paketi (v3.4.2) kullanilarak olusturulmustur

Sekil 4.9. D grubu /A grubu Gen Ontolojisi

Yolak: D Grubu (25 °C 3 Saat) /A Grubu (Kontrol) Karsilastirmasi

Grafikte 6zellikle Interlokinler aracili sinyalizasyon, TLR sinyal kaskadu ile iligkili
hastaliklar, bagisiklik sistemi hastaliklari, Wnt aracili sinyalizasyon ve viral proteinlerin
sitokin ve sitokin reseptorleri ile etkilesimi gibi yolaklarda biiylik ve kirmizi noktalar
dikkat ¢ekici sekilde goriildii. Bu durum, genlerinizin bagisiklik yaniti, sinyal iletimi,
enflamasyon ve enfeksiyon siiregleri gibi temel biyolojik mekanizmalarla giiclii bigimde

iliskili oldugu tespit edildi. KEGG, REAC ve WP veri tabanlarmin ortak bulgusu,
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genlerinizin Ozellikle immiin yanit ve sinyal yolaklar1 ile hastalik iliskili stireclerde
anlaml sekilde zenginlestigi belirlendi. Ozetle grafik, calismanizdaki genlerin bagisiklik
sistemi, sinyal iletimi ve hastalikla iliskili yolaklarda yogunlastigini ve bu yolaklarin
istatistiksel olarak oldukca anlamli oldugu tespit edildi. Sekil 4.10°da gosterildi.

Yolak Zenginlestirme Analizi
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Grafik, R yazilimt (v4.x) ve ggplot2 paketi (v3.4.2) kullanilarak olusturulmustur
Sekil 4.10. D grubu /A grubu Yolak Analizi
GO: E Grubu (25 °C 24 Saat) /A Grubu (Kontrol) Karsilastirmasi

Grafikte ozellikle MHC Smif II protein kompleksi baglanmasi, Toll-benzeri
reseptOr baglanmasi, sitokin ve T hiicre reseptorii aktiviteleri gibi bagisiklik sistemi ve

reseptOr etkilesimiyle ilgili molekiiler fonksiyonlarin 6ne ¢iktig1 goriildii. Hiicresel
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bilesen tarafinda lizozomal zar, golgi aygiti, fagositoz uzantilari ve spesifik graniil liimeni
gibi hiicre i¢i tasima ve bagisiklikla iligkili organeller anlamli bigimde zenginlesmis
durumda olup, biyolojik siire¢ kategorisinde ise NF-kB transkripsiyon faktori
aktivitesinin diizenlenmesi, akut inflamatuvar yanitin pozitif diizenlenmesi, kanonik
inflamamazom kompleksi olusumu ve hidrolaz/peptidaz enzim aktivitelerinin
diizenlenmesi gibi immiin yanit ve inflamasyon siireglerinin dikkat ¢ektigi saptandi.
Ozetle grafik, genlerinizin hem reseptér baglanmasi ve immiin fonksiyonlar hem de
lizozomal ve graniiler yapilar ile inflamatuvar siireclerde yogunlastigini ve bu

kategorilerin istatistiksel olarak anlamli sekilde zenginlestigi tespit edildi. Sekil 4.11°de

gosterildi.
Gen Ontolojisi Zenginlestirme Analizi
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Grafik, R yazilimi (v4.x) ve ggplot2 paketi (v3.4.2) kullamlarak olusturulmustur

Sekil 4.11. E grubu/A grubu Yolak Analizi
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Yolak: E Grubu (25 °C 24 Saat) /A Grubu (Kontrol) Karsilastirmasi

Grafikte en dikkat cekici bulgular arasinda SARS-CoV-2’ye bagli T hiicresi
aktivasyonu, PD-1 blokaj1 ile kanser immiinoterapisi, T hiicre reseptorii (TCR) sinyal
iletimi, GPCR aracili sinyal iletimi, TNF’lerin fizyolojik reseptorlerine baglanmasi, DNA
¢ift zincir kiriklariin onarimi ve ATM aracili fosforilasyon gibi bagisiklik yaniti,
inflamasyon, DNA onarimi1 ve hiicre sinyalizasyonu ile ilgili kritik yolaklarin yer aldig
saptandi. Ayrica dogal 6ldiiriicti (NK) hiicre aracili sitotoksisite, kemokin sinyal iletimi,
fagosom ve leishmaniasis gibi KEGG veri tabaninda tanimli bagisiklikla iligkili

yolaklarda da anlaml1 zenginlesmenin bulundugu belirlendi (Sekil 4.12).

Yolak Zenginlestirme Analizi
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PD-1 Blokaji ile Kanser Immiinoterapisi - .

Peptid ile Aktive Edilen G-Protein Bagh Reseptorler | Py
(GPCRler)

T Hiicre Reseptdrii (TCR) Sinyal iletim Yolaklart | ®

Yanik Yarasinm Tyilesmesi - PY

Makrofaj Markerlar: - .

TCR Sinval Tletimi ve T Hiicresi Aktivasyonunun | ® Gen Oram

Diizenleyicileri ® 0.005
GPCRler Simif A (Rodopsin-Benzeri) Reseptérler -

® 0.010

TNFlerin Fizyolojik Reseptorlerine Baglanmas: | ® @® 0015

DNA Cift Zincir Kiriklarinda Tamir ve Sinyal Proteinlerinin . 0.020
ATM Aracih Fosforilasyonu ve Bélgeye Toplaumasf . 0.025

Rho GTPaz Efektérleri -

RUNX1 Aracih Transkripsiyonel Diizenleme - Diizeltilmis P Degeri

Protein Lizin Metiltransferazlarinin Histon Lizin |
Kalintilarim Metillemesi 0.0075
DAPI2 Aracili Etkilesimler -

.
. 0.0050
Notch Aracili Sinyal Iletimi - [ ]
.. 0.0025
DNA Replikasyonu On-Baglatma Kompleksi 4 ®
G-Protein Bagh Reseptérler (GPCR) Aracili Sinyal Tletimi .
Telomer Korunumu | o KEGG: Kyoto Gen ve
Tiiberkiiloz - Homo Sapiens (Insan) 9 Genom Ansiklopedisi
Homo Sapiens (Human) = Dogal Oldiiriicii (NK) Hiicre REAC: Biyolojik
Aracili Sitotoksisite — Homo Sapiens (Insan) | * Yolak Veritabam
Kemokin Sinyal {letim Yolaklar1 - Homo Sapiens (Insan) o WP: Yolak
. Veritabam
Primer Immiin Yetmezlik — Homo Sapiens (Insan) - L
Fagozom — Homo Sapiens (insan) - [ ]
Leishmaniasis — Homo Sapiens (Insan) - ®
KEGG REAC WP

Grafik, R yazilimu (v4.x) ve ggplot2 paketi (v3.4.2) kullanilarak olugturulmustur

Sekil 4.12. E grubu /A grubu Yolak Analizi
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4.2.6. Sekans Ekspresyon Verileri

B (31 °C 3 Saat) /A (Kontrol) Sekans Ekspresyon Verileri

Tablo 4.4.’te ki degerlere gore yer alan genlerin deney (B) ve kontrol (A)
gruplarindaki ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda, ATF6 geninin ekspresyonunun
1.68 kat arttigi, HSP9OAAT1 geninin 2.63 kat arttigi, XBP1 geninin 0.77 kata diistiigi,
TP53 geninin 0.49 kata geriledigi, YBX1 geninin 1.05 kat arttig1, UBAS52 geninin 0.39
kata diistiigii, CARHSP1 geninin 0.31 kata geriledigi ve LIN28A geninin ise yalnizca

deney grubunda ifade edilerek kontrol grubunda saptanmadigi belirlendi.

Tablo 4.4. B Grubu/A Grubu gen ifadesi verilerinin karsilastirilmast

B A
Goreceli BHam A Ham Normalize Normalize
Kat Kat Okuma Okuma Okuma Okuma
Gen Kimligi Gen Biyotipi Gen Ad1 Degisim Degisimi Sayis1  Sayis1  Sayisi Sayisi
ENSG00000118217 Protein Kodlayan ATF6 1.687 1.687 1213 2797 2392.07 1418.34
ENSG00000080824 Protein Kodlayan HSP90AAl 2.633 2.633 55645 82200 109733.42 41683.01
ENSG00000100219 Protein Kodlayan XBP1 0.766 1.305 714 3623 1408.03 1837.2
ENSG00000141510 Protein Kodlayan TP53 0.488 2.05 417 3325 822.34 1686.08
ENSG00000065978 Protein Kodlayan YBX1 1.053 1.053 16877 62354 33281.89 31619.25
ENSG00000221983 Protein Kodlayan UBAS52 0.391 2.555 1011 10046  1993.72 5094.25
ENSG00000153048 Protein Kodlayan CARHSP1 0.31 3.226 150 1882 295.8 954.35
ENSG00000131914 Protein Kodlayan LIN28A 0 Inf 0 7 0 3.55

C (31 °C 24 Saat) /A (kontrol) Sekans Ekspresyon Verileri

Tablo 4.5.te ki karsilastirmalara genel olarak bakildiginda, ATF6 geninin 1.47 kat,
HSP90AAT1 geninin 1.50 kat, YBX1 geninin 1.08 kat ve LIN28A geninin 2.02 kat arttig1

belirlenmistir. Buna karsilik, XBP1 geninin ekspresyonu 0.59 kata, TP53 geninin 0.36
kata, UBAS52 geninin 0.44 kata ve CARHSP1 geninin 0.32 kata diistiigli saptandi.

Tablo 4.5. C Grubu /A Grubu gen ifadesi verilerinin karsilastiriimasi

C A
Goreceli CHam A Ham Normalize Normalize
Gen Kat Kat Okuma Okuma Okuma Okuma
Gen Kimligi Biyotipi Gen Ad1 Degisim Degisimi Sayis1  Sayis1  Sayisi Sayis1
Protein
ENSG00000118217 Kodlayan ATF6 1.474 1.474 2045 2797 2903.96 1969.68
Protein
ENSG00000080824 Kodlayan  HSP90AA1l 1.502 1.502 61246 82200 86971.12 57886.13
Protein
ENSG00000100219 Kodlayan  XBP1 0.596 1.678 1071 3623 1520.85 2551.36
Protein
ENSG00000141510 Kodlayan  TP53 0.364 2.748 600 3325 852.02 23415
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Protein

ENSG00000065978 Kodl&_lyan YBX1 1.083 1.083 33492 62354  47559.62  43910.36
ENSG00000221983 ir(;)(;i;l;an UBA52 0.439 2.28 2185 10046  3102.76 7074.5
ENSG00000153048 Erc())cﬁ;;an CARHSP1 0.325 3.08 303 1882 430.27 1325.32
ENSG00000131914 irgé?;;an LIN28A 2.016 2.016 7 7 9.94 4.93

D (25 °C 3 Saat) /A (Kontrol) Sekans Ekspresyon Verileri

Tablo 4.6.’da ki D grubu/A grubu karsilastirmasinda yer alan genlerin deney (D)
ve kontrol (A) gruplarindaki ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda; ATF6 geninin 1.44
kat, HSP9OAA1 geninin 1.14 kat, YBX1 geninin 1.03 kat ve LIN28A geninin 1.18 kat
arttig1 belirlenmistir. Buna karsilik, XBP1 geninin 0.80 kata, TP53 geninin 0.63 kata,
UBAS52 geninin 0.48 kata ve CARHSP1 geninin 0.54 kata diistiigli saptanmistir. Bu
bulgular, deney grubunda bazi genlerin ekspresyonunda artig, bazilarinda ise azalmanin

meydana geldigi saptandi.

Tablo 4.6. D Grubu /A Grubu gen ifadesi verilerinin karsilagtirilmasi

Goreceli D Ham A Ham Bormalize ﬁormalize

Gen Kat Kat Okuma Okuma Okuma Okuma
Gen Kimligi Biyot_ipi Gen Ad1 Degisim Degisimi Sayis1  Sayis1i  Sayisi Sayisi
ENSG00000118217 Eg(;llaz;;an ATF6 1.441 1.441 974 2797 1981.55 1374.82
ENSG00000080824 Er(?cti?z;;an HSP90AA1 1.141 1.141 22660 82200 46100.56  40404.11
ENSG00000100219 E?é?;;an XBP1 0.801 1.249 701 3623 1426.15 1780.83
ENSG00000141510 irc?cg?%;an TP53 0.63 1.588 506 3325 1029.43 1634.35
ENSG00000065978 ir(;)élle;;an YBX1 1.029 1.029 15497 62354 31527.82  30649.12
ENSG00000221983 ircc))cg?%;an UBA52 0.485 2.06 1178 10046  2396.58 4937.95
ENSG00000153048 ig’é?%;an CARHSP1 0.539 1.856 245 1882 498.44 925.07
ENSG00000131914 ir(;)élle;;an LIN28A 1.183 1.183 2 7 4.07 3.44

E (25 °C 24 Saat) /A (Kontrol) Sekans Ekpresyon Verileri

E grubu/A grubu karsilastirilmasinda Tabloda yer alan genlerin deney (E) ve
kontrol (A) gruplarindaki ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda; ATF6 geninin 1.56
kat, HSP9OAA1 geninin 1.88 kat, TP53 geninin 2.03 kat, UBA52 geninin 2.43 Kkat,
CARHSP1 geninin 2.12 kat ve LIN28A geninin 2 kat arttig1 belirlenmistir. Buna karsilik,
XBP1 geninin 0.91 kata, YBX1 geninin ise 0.99 kata diistiigli saptandi (Tablo 4.7.).
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Tablo 4.7. E Grubu/ A Grubu gen ekpresyon verilerinin karsilastiriimasi

Goreceli EHam AHam ﬁormalize Qormalize

Kat Kat Okuma Okuma Okuma Okuma
Gen Kimligi Gen Biyotipi Gen Ad1 Degisim Degisimi  Sayis1 Sayisi Sayisi Sayisi
ENSG00000118217 Protein Kodlayan ATF6 1.56 1.56 2182 2797 3085.81 1977.78
ENSG00000080824 Protein Kodlayan HSP90AAl 1.879 1.879 77226 82200 109214.06  58124.18
ENSG00000100219 Protein Kodlayan XBP1 0.909 1.101 1646 3623 2327.8 2561,85
ENSG00000141510 Protein Kodlayan TP53 0.493 2.03 819 3325 1158.24 2351.13
ENSG00000065978 Protein Kodlayan YBX1 0.99 1.01 30870 62354 43656.77 44090.94
ENSG00000221983 Protein Kodlayan UBAS52 0.412 2427 2070 10046 2927.42 7103.59
ENSG00000153048 Protein Kodlayan CARHSP1  0.473 2.115 445 1882 629.33 1330.77
ENSG00000131914 Protein Kodlayan LIN28A 2 2 7 7 9.9 4.95

4.3. RT-qPCR ile Gen ifadelenme Analizi

4.3.1. ATF 6 Gen ifadelenmesi

Kontrol grubuna gore C grubu (31 °C 12. Saat) (0.61) kat ve 24. saatte (0.52) kat
inkiibasyon uygulanan gruplarda ATF6 gen ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azaldig1 goriildii (p <0.05). Diger gruplarda (31 °C 3 saat, 31 °C 6 saat, 25 °C 3
saat, 25 °C 6 saat, 25 °C 12 saat, 25 °C 24 saat) ise kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
degisim gozlenmedi (p> 0.05). Sekil 4.13’te gosterildi.
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Deney Gruplari *P<0.05

Sekil 4.13. Soguk stresinin ATF 6 gen ifadelenmesi iizeine etkileri
4.3.2. Carhspl Gen ifadelenmesi

CARHSPI1 gen ekspresyon diizeyleri kontrol grubu (37 °C) ile karsilagtirildiginda,
diisiik sicaklik uygulamalarinda genel olarak anlamli bir azalma saptandi. 31 °C grubunda

3. Saatte (0,43 kat) 6. saatte (0.30 kat), 12. saatte (0.35 kat) ve 24.saatte (0.39 kat)
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CARHSP1 ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla belirgin sekilde azalma goriildii
(p<0.05). Yine benzer sekilde 25 °C grubunda da 3.saatte (0.52 kat), 12.saatte (0.34 kat)
ve 24.saatte (0.40 kat) gen ekspresyonunda anlamli azalma goriildii. Ancak, 25 °C’de 6.
saatte kontrol grubuna gore kismi bir artis egilimi gézlemlenmis fakat bu artis istatistiksel

olarak anlamli diizeyde bulunmadi (p>0.05). Sekil 4.14°te gosterildi.

CARHSP1
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Sekil 4.14. Soguk stresinin CARHSP1 gen ifadelenmesi iizerine etkileri
4.3.3. Hsp90 Gen ifadelenmesi

HSP90 gen ekspresyon diizeyleri ise 31 °C grubunda erken dénemde 3. ve 6.
saatler de kontrol grubuna kiyasla diisiis gézlenip, 12. saatte kontrol seviyelerine yaklasip,
24. saatte ise belirgin sekilde azalma gozlemlendi. 25 °C grubunda ise 3. ve 6. saatlerde
zaman noktalarinda kontrol diizeyine yakin ekspresyon degerleri gozlenirken, 12. saatte
en yiiksek artig saptanip, 24. saatte ise yeniden diisiis egilimi izlenildi. Sekil 4.15’te
gosterildi.

HSP90

Goreceli kat degigimi
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1 7
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Sekil 4.15. Soguk stresinin HSP90 gen ifadelenmesi {izerine etkileri

51



4.3.4. Lin28A Gen ifadelenmesi

LIN28A gen ekspresyonu, 31 °C grubunda kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir
degisim gozlenmedi. Buna karsin 25 °C grubunda ekspresyon diizeyi 3. Saatte (3.65 kat)
ve 6. Saatte (3.77 kat) anlamli sekilde artmis (p<0.05), 12. saatte en yiiksek seviyeye
ulagarak yaklasik 10 kat artis gostermis olup, 24. saatte ise gen ekspresyon diizeyi tekrar
azalarak kontrol seviyelerine yaklastig1 saptandi. Sekil 4.16°da gosterildi.
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Sekil 4.16. Soguk stresinin LIN28A gen ifadelenmesi iizerine etkileri

4.3.5. P53 Gen ifadelenmesi

P53 gen ekspresyon diizeyleri, kontrol grubuna kiyasla hem 31 °C hem de 25 °C
gruplarinda belirgin olarak azalmistir. 31 °C grubunda 3. Saatte (0.16 kat), 6. Saatte (0.21
kat) ve 12. Saatte (0.23 kat) anlamli diislis gozlenirken, 24. Saatte (0.33 kat) ekspresyonda
kismi bir toparlanma egilimi saptandi. 25 °C grubunda ise 3. Saatte (0.40 kat), 6. Saatte
(0.28 kat), 12. Saatte (0.17 kat) ve 24. Saatte ( 0.29 kat) kontrol grubuna kiyasla anlamli
azalma devam ettigi gozlendi (p<0.05). Sekil 4.17°de gosterildi.

P53
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Sekil 4.17. Soguk stresinin P53 gen ifadelenmesi tlizerine etkileri
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4.3.6. Uba52 Gen ifadelenmesi

UBAS?2 gen ekspresyon diizeyleri, 31 °C grubunda 3. Saatte (0.49 kat) ve 6. Saatte
(0.45 kat) saatlerde kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azaldi (p<0.05). 12. saatte
ekspresyonda kismi bir azalma goriilmiis olup, 24. saatte ise kontrol seviyelerine yakin
degerler elde edildi. 25 °C grubunda ise 12. Saatte (0.48 kat) ve 24. Saatte (0.46 kat)

saatlerde ekspresyon diizeyi kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik bulundu.

(p<0.05). Sekil 4.18’de gosterildi.
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Sekil 4.18. Soguk stresinin UBAS52 gen ifadelenmesi lizerine etkileri

4.3.7. Xbp1 Gen ifadelenmesi

XBP1 gen ekspresyon diizeyleri, 31 °C grubunda 6. saatte (0.47 kat) ve 25 °C 3.
saatte (0.40 kat) kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azaldi (p<0.05). 25 °C grubunda
ise 3h ve 6h’de ekspresyon diizeyi diisiik seyrettigi saptanip, 12. ve 24. saatlerde ise

kontrol seviyelerine yaklasan bir artis egilimi gozlemlendi. Sekil 4.19°da gosterildi.
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XBP1

Goreceli kat degigimi

Deney Gruplan

Sekil 4.19. Soguk stresinin XBP1 gen ifadelenmesi iizerine etkileri

4.3.8. Ybx1 Gen ifadelenmesi

YBXI1 gen ekspresyon diizeyleri, kontrol grubuna kiyasla 31 °C’de 3. saatte
anlamli olarak azaldi (p<0.05). 31 °C’nin diger zaman noktalarinda ve 25 °C grubunun
tiim zamanlarinda ekspresyon diizeyleri kontrol grubuna gore diisiik seyrettigi saptanip,

ancak istatistiksel olarak anlamli fark gézlemlenmedi. Sekil 4.20°de gosterildi.

YBX1

-
e
1

Goreceli kat degigimi

Al

Deney Gruplar

Sekil 4.20. Soguk stresinin YBX1 gen ifadelenmesi {izerine etkileri

4.4. Western Blot ile Protein Ifadelenme Analizi

4.4.1. Atf6 Protein ifadelenmesi

ATF6 protein ekspresyon diizeyleri, kontrol grubuna kiyasla 31 °C’de tiim zaman
noktalarinda artis gostermis olup, ozellikle 6. ve 24. saatte bu artis daha belirgin

gozlemlendi. 25 °C grubunda ise 3. saatte kontrol grubuna kiyasla artis izlenirken, 6. ve
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12. saatlerde ekspresyon nispeten daha diisiik bulunup, 24. saatte ise tekrar artig egilimi

saptand1. Sekil 4.21°de gosterildi.
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Sekil 4.21. Soguk stresinin ATF6 protein miktari iizerine etkileri
4.4.2. Hsp90 Protein ifadelenmesi

HSP90 protein ekspresyon diizeyleri, kontrol grubuna kiyasla 31 °C’de genel
olarak stabil olup 3, 12 ve 24 saatlerde hafif artis gzlemlendi. 25 °C grubunda ise 6 ve
12 saatlerde zaman noktalarinda ekspresyon diizeyi kontrol grubunun altinda bulunup 24

saatte ise yeniden artis egilimi gorildii. Sekil 4.22°de gosterildi.
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Sekil 4.22. Soguk stresinin HSP90 protein miktar1 {izerine etkileri
4.4.3. Xbp1 Protein ifadelenmesi

XBP1 protein ekspresyon diizeyleri, 31 °C’de genel olarak kontrol grubuna yakin
veya hafif yliksek gozlenip, 6zellikle 12. ve 24. saatlerde artis egilimi tespit edildi. 25 °C
grubunda ise 3. saatte ekspresyon diizeyi kontrol grubuna gore artmis olup, 6. ve 12.
saatlerde belirgin sekilde azalma ve 24. saatte ise tekrar toparlanma egilimi gozlemlendi.

Sekil 4.23’te gosterildi.
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Sekil 4.23. Soguk stresinin XBP1 protein miktar1 lizerine etkileri

4.4.4. P53 Protein ifadelenmesi

XBP1 1. Tekrar

B-Aktin 1. Tekrar

XBP1 2. Tekrar

B-Aktin 2. Tekrar

XBP1 3. Tekrar

B-Aktin 3. Tekrar

P53 protein ekspresyon diizeyleri, kontrol grubuna kiyasla 31 °C’de tiim zaman

noktalarinda artig gostermis olup, en belirgin yiikselme 24. saatte belirlendi. 25 °C

grubunda ise 3. saatte hafif bir artig, 6. ve 12. saatlerde kontroliin altinda azalma ve 24.

saatte ise belirgin bir artis gdzlemlendi. Sekil 4.24’te gosterildi.
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Sekil 4.24. Soguk stresinin P53 protein miktari {izerine etkileri

4.4.5. Uba52 Protein ifadelenmesi

UBAS2 protein ekspresyon diizeyleri, 31 °C grubunda 3 ve 6 saatte kontrol
grubuna yakin bulunup, 12 saatte artis egilimi gostermis ve 24 saatte bu artma belirgin
sekilde tespit edildi. 25 °C grubunda ise 3 saatte ekspresyon kontrol grubunun {izerinde
bulunup 6 saatte ve ozellikle 12 saatte azalma, 24 saatte ise yeniden kontrol seviyelerine

yaklagma tespit edildi. Sekil 4.25°te gosterildi.
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Sekil 4.25. Soguk stresinin UBAS2 protein miktar1 iizerine etkileri

UBA52 2. Tekrar

4.4.6. Ybx1 Protein ifadelenmesi

YBXI1 protein ekspresyon diizeyleri, kontrol grubuna kiyasla 31 °C’de siireye
bagli bir artig gosterip, 6zellikle 24. Saatte (2.79 kat) yiikselme istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.05). 25 °C grubunda ise 3 saatte ve 6 saatte kontrol seviyelerine yakin
degerler saptanmis olup, 12 saatte ekspresyon da diisiis, 24 saatte ise yeniden artis egilimi

gozlemlendi. Sekil 4.26’te gosterildi.
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Sekil 4.26. Soguk stresinin YBX1 protein miktar1 {izerine etkileri

4.4.7. Carhsp1 Protein ifadelenmesi

CARHSPI1 proteininin kontrol grubuna kiyasla 31 °C’de 3, 6, 12. ve 24. saatlerde
belirgin bir diisiis gosterdigi gozlemlendi. Bu azalma o6zellikle 6. ve 12. saatlerde daha
belirgin diizeydedir. Ote yandan 25 °C’de 3. saatte hafif bir artis gdzlenirken, 6. saatte
belirgin bir yiikselme tespit edildi. Ancak 12. saatte kontroliin altinda bir diizeye gerilemis

olup, 24. saatte ise kontroliin lizerinde oldugu gozlemlendi. Sekil 4.27°de gosterildi.
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Sekil 4.27. Soguk stresinin CARHSP1 protein miktari iizerine etkileri

4.4.8. Lin28A Protein ifadelenmesi

Lin28A protein ekspresyonu, kontrol grubuna kiyasla hem 31 °C hem de 25 °C
uygulamalarinda artis goézlemlendi. 31 °C kosullarinda 6zellikle 12. ve 24. saatlerde
anlaml diizeyde ylikselme tespit edildi. Buna karsilik, 25 °C kosullarinda erken donemde
(3. saat) belirgin bir artis gozlendi ancak ilerleyen saatlerde ekspresyon seviyelerinde

diisiis egiliminin oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.28’de gosterildi.
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Seki 4.28. Soguk stresinin LIN28A protein miktar1 iizerine etkileri
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4.5. Apoptoz Analizi

Apoptoz oranlari incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla sicaklik ve inkiibasyon
siiresine bagli olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir. 31 °C’de uygulanan tiim
siirelerde apoptoz oraninda kontrol grubuna gore belirgin bir degisim gozlemlenmedi.
Buna karsin 25 °C’de yapilan inkiibasyonlarda, apoptoz oraninin siirenin uzamasina bagl
olarak anlamli bicimde artt1g1 saptandi. Ozellikle 25 °C’de 6 saatlik uygulamada apoptoz
orani kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiikseldigi tespit edildi (p < 0.05). Bu artis
12 ve 24 saatlik inkiibasyonlarda ¢ok daha belirgin hale gelmis olup, apoptoz oram
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu gozlemlendi (p < 0.05). Apoptoz
testi sonuglart sekil 4.29°da gosterildi.
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Sekil 4.29. Soguk stresinin apoptoz etkileri
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4.6. Hiicre Dongiisii Analizi

SH-SYSY hiicrelerinde farkli sicaklik ve inkiibasyon siirelerinin hiicre dongiisii
tizerindeki etkileri incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla anlamli farkliliklar tespit
edilmistir. 31 °C’de 3 saatlik inkiibasyon, G,/M fazinda anlaml bir artig gézlemlendi (p
<0.05). 31 °C’de 6, 12 ve 24 saatlik inkiibasyonlarda ise G¢/G; fazinda artis, buna karsilik
S ve Gy/M fazlarinda azalma gozlemlendi (p <0.05). 25 °C’de gergeklestirilen
uygulamalarda da siireye bagli olarak benzer degisimler saptandi. Ozellikle 25 °C’de 6
saatlik inkiibasyonda G,/M fazinda anlamli bir azalma tespit edildi (p <0.05). Hiicre

dongiisii analizi sekil 4.30°da gosterildi.
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Sekil 4.30. Soguk stresinin hiicre dongiisiine etkileri
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5. TARTISMA

Cesitli organizmalarda soguk soku tepkisi hiicresel ve molekiiler seviyede
arastirilmasina karsin 6zellikle memeli hiicrelerinde soguk stresine adaptasyonu yoneten
molekiiler mekanizmalar hakkinda nispeten az sey bilinmektedir. Yine de soguk stresine
hiicresel yanitin transkripsiyon, translasyon, hiicre iskeletinin, hiicre dongiisiiniin ve
metabolik siireclerin modiilasyonunu igeren koordineli bir dizi olay1 i¢cerdigine dair genel
bir kabul vardir. Hiicrelerin kanser yoniinde transforme olmalarina neden olan molekiiler
siiregler metabolik, genetik, proteomik ve epigenetik yonleriyle kapsamli sekilde
calisilmaktadir. Son yillarda hiicre i¢i dinamiklerin yami sira hiicre mikrogevresi
bilesenlerinin de transformasyon siire¢lerinde etkin oldugu anlasilmistir (131). Soguk
stresi kanser hiicreleri i¢in de onemli bir mikrogevre bilesenidir. Soguk maruziyetinin
kanser olusumu, ilerlemesi veya durdurulmas: siireglerindeki etkileri tizerine yeterli
literatiir bilgisine ulasamadik. Noroblastom, klinik seyri degisken olan ve hem hastalar
arasinda hem de tek bir tiimorde belirgin heterojenite gosteren pediatrik bir sinir sistemi
kanseridir. Hastalarin yaklasik yarisinda tan1 aninda metastatik ve yiiksek riskli hastalik
bulunur. Tiimo6r mikrogevresinin, timor hiicreleri disinda bagisiklik ve stromal hiicreleri
de iceren yapisiyla, noroblastomda ila¢ direnci ve immiin kagisin 6dnemli bir dissal
belirleyicisi oldugu giderek daha fazla kanitlanmaktadir (132). Bu baglamda zamana
bagli olarak farkli derecelerde soguk stresi uygulamalarinin noroblastom hiicreleri
tizerine etkilerini ¢ok yonlii olarak arastirmak tez ¢calismamizin konusunu olusturmustur.

Cesitli raporlar, in vitro kiiltilir sicakligr diisiiriildiigiinde hiicre zarinin sertliginin
artigint  ve bunun da zarla iligkili hiicresel islevlerin bozulmasina yol
actigini gostermistir. Dahasi, soguk stresi zarla bagli enzimleri 6nemli 6lgiide engelledigi,
difiizyon hizlarini yavaslattig1 ve integral zarli proteinlerin kiime olusumunu baglattig
bildirilmistir (133)Calismamizda SH-SYSY hiicrelerinde soguk uygulamasma baglh
olarak hiicrelerde kiigiilme, biiziisme gibi morfolojik degisimler izlendi. Ozellikle 24
saatlik maruziyetlerde kontraksiyon, yuvarlaklasma, hiicre yogunlugunda azalma ve
yapisma kaybi, soguk stresinin ilerleyici etkisini destekleyici niteliktedir. Benzer sekilde
yapilan bir caligmada 25 °C soguga maruz birakilan U-87 MG insan glioblastoma
hiicrelerinde yuvarlakligin artip, hiicre boyutunda kiigiilme gozlendigi bildirilmistir

(134).
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Aragtirmalar, soguk stresine yanit olarak prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerin
genellikle bazi soguk sok proteinleri disinda genlerin transkripsiyonunu ve ardindan gelen
translasyonunu baskiladigini raporlamislardir (135). Calismamizda, soguk stresi durumda
cesitli yolaklar lizerinden hiicresel adaptasyonda gorev alan en 6nemli genlerden YBX1,
CARHSPI1, LIN28A, ATF6, ATF4, XBP1, UBAS52, P53 genlerinin ifade degisimlerini
hem transkripsiyonel hem de translasyonel sonuglari yoniiyle arastirdik. Bunlardan RNA
baglayic1 protein Y-box binding protein 1 (YBX1)’in bazi ¢alismalarda soguk stresine
duyarli oldugu, kahverengi yag dokusunda yiiksek diizeyde bulundugu ve hem soguga
maruziyet hem de B-adrenerjik uyari ile farelerde belirgin sekilde arttigi gosterilmistir.
(136). Bir bagka calismada ise farelerde 29 °C de tutulduktan sonra 5 °C de proteomik
analiz ile soguk sonrasi subkutan beyaz yag dokusunda YBX1’in akut olarak arttig1 (pik
24 saatte) gosterilmis; ayrica sogukla birlikte kahverengi yag dokusunda YBX1 artisi
oldugu gosterilmistir (137). Calismamizda YBX1’in gen diizeyinde erken donemde kisa
stireli bir azalma gortiliirken protein diizeyinin 31 °C’de 24 saat sonunda belirgin sekilde
arttig1 saptanmistir. Bu farklilik, YBX1’in stres altinda daha ¢ok translasyonel ve post-
transkripsiyonel ~mekanizmalarla diizenlendigini disiindlirmektedir. Dolayisiyla
bulgularimiz, soguk stresine yanit olarak YBX1’in protein diizeyinde gecikmeli fakat
belirgin bir artis gosterdigini ve bunun soguk adaptasyonunda rol oynayan bir diizenleme
oldugunu desteklemektedir.

Calismamizda LIN28A gen ifadesinin 6zellikle 25°C 12 saat grubunda belirgin bir
sekilde arttigi, LIN28A proteinin ise ozellikle 25°C 3 saat grubunda arttig1 goriildii.
Yapilan bir calismada farkli sicaklik kosullarinin LIN28A’nin toplam ekspresyon
seviyesini etkilemedigi, ancak soguk sok (25 °C, 30 dk) uygulamasinin LIN28A’nin
cekirdekten sitoplazmaya yeniden dagilimina yol actig1 bildirilmistir (138). Bu bulgular,
bu genin transkripsiyonel aktivasyonunun erken donemde translasyonel olarak da
desteklendigini gostermektedir.

CARHSP1’in fonksiyonel olarak soguk sok protein ailesinde yer almasina karsin,
soguk stres altinda ekspresyon seviyelerinin artis veya azalis yOniindeki degisimi
caligmalarda ayrmtili olarak rapor edilmemistir. Gen diizeyinde inhibisyon olmasina
ragmen protein seviyesindeki artis, CARHSP1’in soguk sok proteini olarak translasyon
sonrasi diizenlenen bir faktor oldugunu desteklemektedir. Sicaklik degisimlerinin
hiicrelerde hem transkripsiyonel hem de post-transkripsiyonel diizeyde ¢ok katmanli bir
yanit mekanizmasini tetikledigini ortaya koymaktadir. Calismamiz CARHSP1’in soguk

stresin nasil diizenlendigini gostererek bu bilgi eksikligini kismen tamamlamaktadir
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p53 tlimor baskilayict proteinin aktive edilmesi; DNA hasari olusturan ajanlar ve
H,O, gibi artmis reaktif oksijen tiirleri (ROS) dahil olmak iizere cesitli hiicresel streslere
yanit olarak tetiklenir (139). Calismamizda soguk uygulamasina bagli olarak p53 gen
ifadesi azalmasina karsin P53 protein miktar1 artis egilimi gostermistir. Bu sonug, P53’{in
post-transkripsiyonel stabilizasyonu ve g¢evresel stres kosullarinda translasyon sonrasi
koruyucu mekanizmalarla diizenleme ile agiklanabilir.

Mevcut literatiirde memeli hiicrelerinde soguk stres altinda UBAS52’nin gen ve
protein diizeylerinde artis ya da azalis yoniindeki degisimi dogrudan inceleyen bir
calismaya rastlanmamistir. Bizim ¢alismamizda UBAS2 gen ekspresyonundaki azalmaya
karsin proteinin artmasi, ribozomal stres altinda translasyonel kontroliin devreye girdigini
distindiirmektedir.

Yapilan bir ¢alismada bir karides tiirii olan, Lifopenaeus vannamei’de duisik
sicaklik stresi altinda hsp90 ekspresyonunun zamanla kademeli olarak arttig1 ve 6zellikle
soguk-tolerant bireylerde bu artigin belirgin sekilde daha giiglii oldugu rapor edilmistir
(140). Yaptigimiz calismada ise HSP90 nin hem gen ifadesi hem gen protein diizeyinde
genel olarak stabil seyretmistir. Bu da hiicrelerin protein dengesinin korunmasina yonelik
stabil bir ekspresyon profili sergiledigini gostermektedir.

Hafif hipotermi (32 °C) kosullarinin hiicrelerde unfolded protein response (UPR)
yanitini tetiklemedigi gosterilmistir. Bu bulgu, UPR’nin temel kollarindan olan ATF6 ve
IRE1/XBP1 yolaklarinin hipotermi altinda belirgin sekilde aktive olmadigini
gostermektedir (141). Calismamizda ise ATF6 ve XBP1 gen diizeylerinde 6zellikle 31
°C’de belirgin azalmaya yol agarken, protein diizeylerinde ise genel olarak hafif artiglar
goriilmiis; bu durum soguk stresinde her iki molekiiliin transkripsiyonel olarak
baskilanmasma karsin translasyonel ve post-transkripsiyonel diizeyde korunup
arttirildigina igaret etmektedir.

Bu calismada soguk stresi uygulamasindan sonra genel olarak secili genlerin
mRNA diizeylerinin RT-PCR ve RNA-seq ile azaldigi, ancak protein diizeylerinin
Western blot analizinde degismedigi goriilmiistiir. Bu durum birkag biyolojik mekanizma
ile agiklanabilir.

Ilk olarak, transkripsiyon baskilansa bile mevcut mRNA’larm hiicre icinde daha
stabil hale gelmis olmasi protein sentezinin slirmesine yol agabilir. mRNA yari
omriindeki artis, RNA-baglayici proteinlerin aktivasyonu veya yikim yollarmin

baskilanmasiyla iligkilidir (142).
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Ikinci olarak, hiicre translasyonel diizeyde kompansasyon gelistirmis olabilir.
Ozellikle stres kosullarinda mTOR sinyal yolu veya translasyon baslatma faktorleri
araciligiyla sinirli sayidaki mRNAnin daha verimli ¢evrildigi bilinmektedir. Bu durumda
MRNA azalmasina ragmen protein miktar1 korunabilir (143).

Ugiincii bir olasilik, protein yikimimin azalmasidir. Ubiquitin—proteazom sistemi
veya otofaji baskilandiginda, yeni sentez azalsa bile protein havuzu uzun siire sabit
kalabilir (144).

Son olarak, zamanlama faktorii de 6nemlidir. Transkripsiyonel degisiklikler
saatler icinde ortaya ¢ikabilirken, protein diizeylerinde anlamli diisiislerin goriilmesi daha
uzun siirebilir. Bu nedenle erken zaman noktalarinda mRNA azalmasi saptanirken protein
diizeyleri heniiz etkilenmemis olabilir (145).

Yapilan bazi calismalar 28 ile 34 °C arasindaki hafif hipotermik kiiltiir
sicakliklarin, memeli hiicrelerinde apoptozla iligkili genlerin ekspresyonunu
diizenleyerek apoptozu geciktirdigini ortaya koymaktadir (146). Yapilan bir ¢alismada,
kiltiir sicakligr 37'den 30 °C'ye diisiiriildiigiinde Cin hamster yumurtalik hiicrelerinin
(CHO) % 87'sinin G 1'de biiylimeyi durdurdugunu ve apoptozisin baslangicinin dnemli
Olclide geciktigini gostermistir (147). Bizim calismamizda sicaklik degisimlerinin
apoptoz lzerinde belirgin etkileri gozlendi. 31 °C’de 6 ve 12 saatlik uygulamalar
apoptozu hafif artirirken, 25 °C’de 12 ve 24 saatlik inkiibasyonlar apoptoz oraninda
belirgin ylikselise neden oldu. Apoptozis’deki gecikme hiicresel metabolizmanin
azalmasindan kaynaklandigi dustniilebilir. Ancak diger karmasik savunma
mekanizmalarinin varligi ve apoptoza yonelme konusunda hiicre tiplerinin farklilik
gostermesi farkli sonuglara ulasmamiza neden olmaktadir.

Son yillarda hiicrelerin sicaklik diisiisline verdigi yanit lizerine yapilan ¢aligmalar,
GO0/G1 fazinda hiicre dongiisii durmasinin, hiicre canliligini artirarak kiiltiir siiresinin
uzamasina ve rekombinant proteinlerin (r-protein) 6zgiil iretkenliginin artmasina olanak
sagladigin1 gostermistir (146). Bizim calismamiz da sicaklik degisimlerinin hiicre
dongiisii lizerine belirgin etkiler olusturdugu goriildii. 31 °C’de kisa siireli uygulama,
hiicrelerin G,/M fazinda artisla mitotik aktiviteyi artirirken, uzun siireli inkiibasyonlar
Go/G; fazinda birikim ve S ile G,/M fazlarinda azalma ile sonuglandi. 25 °C uygulamalari
ise G,/M fazindaki hiicre oranini azaltarak hiicre dongiisiiniin ilerleyisini yavaglatti.

Aragtirmamizda c¢aligsma gruplarini olusturan hiicrelerde RNA sekans analizi de
yaptik. Cok yonlii analiz sonucunda genel olarak kontrol grubuna kiyasla uygulama

gruplarinda gen ifadelerinde belirgin degisiklikler saptadik. Gen ifadesi en ¢ok hafif
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hipotermi grubu olan 31 C- 3 saat uygulama grubunda oldugunu belirledik. Tim
gruplarda gen ifadeleri artistan ¢ok azalma yoniinde oldu. Sicaklik diisiisli ve maruziyet
stiresi arttikga genlerin ifade deg8isimlerinin daha az oldugunu bulduk. Hiicrelerde diger
stresorlere verilen yanita benzer sekilde baslangigta total transkripsiyon verimliliginin
azalmast beklenir. Ancak oOzellikle soguk sok proteinleri hedef genleri uyararak
transkripsiyonlar1 yukar1 yonde diizenleyebilir ve transkript seviyelerini artirabilir. Ayrica
diisiik sicaklik alternatif promotorlari da etkileyebilir. Cok kisitli bazi1 ¢caligma verileri bu
cikarimlarimizi destekler niteliktedir (148).

Gen ontolojisi ve yolak zenginlestirme analizlerinin genel degerlendirmesi, analiz
edilen genlerin 6zellikle bagisiklik yaniti, inflamasyon, hiicre 6liimii, oksidatif stres yaniti
ve epigenetik diizenleme siire¢lerinde etkin rol oynadigini1 gostermektedir. Elde edilen
sonugclar, bu genlerin sitokin iiretimi, reseptdr aktivasyonu, fagositoz, lizozomal yikim ve
sinyal iletimi gibi siirecler iizerinden hiicresel yanitlarin diizenlenmesine katki sagladigini
ortaya koymaktadir. Ek olarak NF-«B, TLR, inflammasom ve interlokin aracili yollarin
zenginlesmesi, bu siireclerin immiin homeostaz ve stres yaniti mekanizmalarinda merkezi
rol oynadigin1 gostermektedir. Bu elde edilen veriler, gen ekspresyonundaki degisimlerin
immiin diizenleme, hiicre sagkalimi ve inflamatuvar siireclerin koordinasyonuna
dogrudan etki ettigini dolayisiyla ¢alismanin biyolojik olarak anlamli bir immiin ve

hiicresel yeniden programlanmay1 yansittigini diisiindlirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, farkli sicaklik kosullart SH-SY5Y hiicrelerinde stres, proliferasyon
ve translasyonel kontrol ile iligkili gen ve proteinlerin ekspresyonunu farkli yonlerde
etkilemistir. Soguk stresine adaptif yanitin 6nemli bir pargasimi LIN28A, YBX1 ve
CARHSPI1 gibi proteinlerindeki artis saglarken; P53, UBAS52, XBP1 ve ATF6
genlerindeki baskilanma, stres yaniti ve apoptoz siireglerinin translasyonel diizeyde
yeniden dengelendigini gostermektedir. Sicaklik degisimlerinin sinir hiicrelerinde
epigenetik ve post-transkripsiyonel diizenleme aglari {lizerinden hiicresel dengeyi
sekillendirdigini ortaya koymaktadir. Sicaklik degisimlerinin hiicre dongiisii {izerine
belirgin etkileri gézlendi; 31 °C’de uzun siireli inkiibasyonlar hiicrelerin GL//G[ fazinda
birikimine neden olurken, 25 °C uygulamalar1t G[1/M fazindaki hiicre oranini1 azaltarak
hiicre dongiisiiniin ilerleyisini yavaslatti. Sicaklik degisimlerinin hiicre 6liimii tizerinde
de belirgin etkileri gozlendi; 6zellikle 25 °C’de 12 ve 24 saatlik inkiibasyonlar, apoptoz
oraninda anlamli bir artis olusturarak diisiik sicakligin hiicre canliligini olumsuz
etkiledigini gosterdi

Bu bulgular, sicaklik degisimlerinin hiicre dongiisii kontroliinii bozabilecegini ve
hiicre stres yaniti mekanizmalarinin devreye girdigini gostermektedir. Ayrica, inkiibasyon
stiresi ile sicaklik etkisinin birlesik bir modiilasyon olusturdugu, yani yalnizca derece
degil siire parametresinin de kritik oldugu anlagilmaktadir.

Bu calismada elde edilen gen ve protein bulgulari, biyoinformatik analizlerle
molekiiler diizeyde degerlendirmelerle desteklenmistir. Gen ifadesi, protein seviyesindeki
degisimler ve yolak analizleri beraber incelendiginde, hiicresel yanitin immiin sistem
diizenleme, oksidatif stres, apoptoz ve epigenetik kontrol mekanizmalari iizerinden
sekillendigi saptanmistir. Bu sonuclardan yola cikilarak; gen ve proteinlerde ki
degisimlerin post-transkripsiyonel diizenlemelerin arastirmak, farkli hiicre hatlarinda
degisimi arastirmak, proteomik diizeyde elde edilen verilerle post-translasyonel
modifikasyonlarin incelenmesi, bu ¢aligmada belirlenen genlerin in vitro modellerde test
edilmesi gibi ¢aligmalara yonelik oneriler sunulabilir.

Bu calismada tek hiicre hatt1 kullanilmasi nedeniyle, gelecekte farkli noral hiicre
hatlar1 ve primer/iPSC-tiiretilmis hiicrelerle dogrulama yapilmasi ayrica 3D modellerin
yani sira deney hayvanlarinda ve gen diizenleme yaklagimlarinda benzer analizlerin

uygulanarak genetik mekanizmalarin daha kapsamli degerlendirilmesi onerilir.
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