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ONSOz

Proteinler hiicrede yiksek oranda bulunan ve birgok énemli metabolik olayda rol oynayan
makromolekillerdir. Protein dongisl, sentez ve yikim arasindaki dengeyi yansitan ve
hicresel protein havuzunun dengeli bir sekilde surdirilmesine katkisi olan bir prosestir.
Vicutta meydana gelen cgesitli hastaliklar ve ayrica yaslanma surecinde proteinlerin
yapisinda meydana gelen hasarlanmalar ve protein yikimindaki dengenin bozulmasi, birgok
yolagin sekteye ugramasina ve hicresel hasarin ilerlemesine yol agmaktadir.

Protein sentezi, mRNA'dan translasyon ile baglayip proteinin islevine gére sitoplazmada ya
da endoplazmik retikulumda sekillendiriimesiyle ve hedefe ulastiriimasiyla son bulan bir
prosedurdir. Sentez asamasindan sonra proteinlerin aktif hale gelebilmeleri i¢in dogru lg¢

boyutlu yapiyl kazanmak Uzere katlanmalari gerekmektedir.

Bu projede amag, proteinlerin katlanmasinda buylk rol oynayan 1s1 sok proteinlerinin,
yaslanma surecinde ortaya gikan protein oksidasyonu ve bu oksidasyon sonrasi savunma
mekanizmasi olarak devreye giren proteazomal degradasyon Uzerindeki etkisinin
arastinimasi idi. Hedef; yaslanma ve yaslihikla baglantili bircok hastaligin ilerlemesinde
onemli rol oynayan protein oksidasyonu ve proteazomal inhibisyonun, 1si sok proteinlerinin
farkli ekspresyonlarinda ve/veya inhibisyonlarinda, ne oranda etkilendigini tayin etmekti.
Calismada, tim 1s1 sok proteinleri ele alinarak ilk olarak yash ve geng hiicrelerdeki farklar
tayin edildi. Bu proteinlerin protein katlanmasi yaninda stres durumunda savunma
mekanizmasi olarak ta rol oynamalarindan dolay! yasl hicrelerde genc¢ hiicrelere oranla
daha farkh yanit verdikleri goézlendi. Bu farkhliklar baz alinarak is1 sok proteinlerinin gen
susturma (siRNA) yoéntemi ve inhibitdér kullanimi gibi yaklasimlar ile, geng ve vyasl

hicrelerdeki etkileri dogrulandi.

Bu projede ayrintili olarak elde edilen sonuglarla 1sI sok proteinlerinin birgok agidan
mekanizmasi hakkinda bilgi edinildi. Isi sok proteinleri ile modifikasyonlarin Tirkiye’de ve
ayrica dunya ¢apinda sinirli sayida ¢alisiliyor olusu, ¢alismayi 6zgun hale getirerek sonuclar

laboratuvarimizda birgok yeni ¢alismanin baslatiimasina i1sik tuttu.

TUBITAK 'a 3 yil boyunca projemize verdigi destekten dolayi tesekkiir ederiz.
Proje TUBITAK SBAG tarafindan COST-CM1001 aksiyonu kapsaminda 110S281 olarak

desteklenmisgtir.
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1. OZET

Proteinler organizmada birgok yasamsal olayda 6énemli rol oynamaktadir ve protein
modifikasyonlari bu fonksiyonlari etkilemeleri agisindan énem arz etmektedir. Ozellikle
posttranslasyonel modifikasyonlar ile proteinler ¢ok farkl fonksiyonda yapilara déntsturdlir.
Bu donisuim enzimatik olarak kontrol ve regile edilebilecedi gibi, non-enzimatik
reaksiyonlarla da ortaya c¢ikabilir. Cesitli proteinlerin depolanmasiyla baglantili olan
dejeneratif hastaliklarda non-enzimatik protein modifikasyonlarinin dnemli rol oynadigina dair

birgok kanit mevcuttur.

Isi sok proteinleri (HSP), protein sentezinin ardindan aktif G¢ boyutlu protein yapisinin
olusumunda o6nemli basamak olan protein katlanmasinda rol oynamaktadir. HSP'leri
organizmada lokalizasyonlarina ve molekul agirliklarina gore farkl yapilara ayrilmiglardir ve

protein katlanmasi yaninda birgok metabolik olayda da direkt olarak yer almaktadirlar.

Protein modifikasyonlari igerisinde protein oksidasyonu siklikla meydana gelen bir sonugtur.
Protein oksidasyonu, protein ana yapisinda meydana gelebilecedi gibi amino asid yan
zincirlerinde de hasara neden olabilir. Amino asid yan zincirlerde meydana gelen
modifikasyonlar sonucu birgok farkh triin olugsmaktadir. Yapisinda silflr iceren metiyonin ve
sistein gibi amino asidler modifikasyon igin oldukga hassastir. Lizin, arjinin, prolin ve treonin
oksidasyonu ise karbonil tldrevlerinin olusumuyla sonuglanir. Protein karbonilleri, okside
protein tayini i¢cin en sik kullanilan urinlerdir. Protein oksidasyonunun diger bir baglica
sonucu, birikimiyle hicrede toksik etkiye yol agan protein agregatlarinin olusumudur.
Ozellikle hiicrede ve tiim organizmada olan yaslilik siirecinde proteinlerin gapraz baglanmasi

¢6zuinmeyen, florofor dzellikte bir agregat olan lipofusin olugsumu ile sonuglanir.

Hicrede, protein oksidasyonu sonrasi hasarli polipeptidlerin dizenlenmesi i¢in birgok tamir
ve uzaklastirma mekanizmalari devreye girer. Tamir mekanizmalari igerisinde en sik
meydana gelen disllfid baglari ve metiyonin silfoksid olusumu gibi modifikasyonlarin tamiri
s6z konusudur. Bunun yanisira oksidatif olarak modifiye olmus proteinlerin birgogu proteolitik
degradasyon ile uzaklastirilir ve bu nedenle hicreler bircok proteolitik sistem gelistirmislerdir.
Digerlerinin yaninda, proteazomal sistem okside proteinlerin degradasyonundan sorumlu
baslica proteolitik sistemdir. Proteazomal sistem, hiicre sitoplazmasi ve gekirdeginde 20S

merkez proteazom ve 19S, 11S gibi regilatérlerden olusmaktadir. Isi sok proteinlerinin
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protein oksidasyonu sonrasi hlcre dizenlenmesinde ise hem hasar ile agilan proteinlerin
tekrar katlanmasi hem de hasarl proteinlerin yikiminin hizlandiriimasi gibi yoénlerden etkili

olabilecegi dusunilmektedir.

Literatirde, o6zellikle son yillarda, 1s1 sok proteinlerinin ¢esitli hastaliklarda ekspresyon
dizeylerindeki degisiklikler ve ayrica protein yikimindaki etkileri Uzerine c¢alismalar
mevcuttur. Fakat i1s1 sok proteinlerinin yaslanma ile baglantili olarak protein moifikasyonlari
Uzerindeki roll Gzerinde detayli veri mevcut degildir. Calismamizda geng ve yasl hiicrelerde
Is1 sok proteinleri 27, 40, 47, 60, 70 ve 90'In duzeyleri 1s1 stresi sonrasi degerlendirilmigtir.
Ayrica elde edilen sonuglar dogrultusunda o6zellikle HSP70'in etkisi ayrintili olarak
incelenmistir. Bu kapsamda devam edilerek bircok farkli calisma baslatiimistir. Elde edilen

sonuglarin literatire katki saglayacagi distundlmektedir.

Anahtar Kelimeler:

Is1 sok proteinleri, protein modifikasyonu, oksidasyon, yaslanma



2. ABSTRACT

Proteins play significant roles in many important process in the organisms and protein
modifications are important since they affect the functions of the proteins. These proteins are
converted into an array of different functional entities Especially by posttranslational
modifications. Interestingly, this conversion can either be enzymatically controlled and
regulated, or may have an apparently random aspect due to non-enzymatic reactions. There
is increasing evidence that non-enzymatic protein modifications might be a key event in

degenerative diseases which are related to protein storage.

Heat shock proteins (HSP) play role in protein folding which is an important step for the
active three dimensional structure of proteins following synthesis. HSPs are divided into
different structures according to their molecular weights and localizations in the organism,

and are involved in several metabolic processes besides protein folding.

Protein oxidation is an abundant outcome of protein modifications. Protein oxidation
reactions are separated into those that modify protein backbone and those that modify amino
acid side chains. Many different products are formed following the modifications of side
chains. The sulfur-containing amino acids cysteine and methionine are highly susceptible to
side chain modifications. Lysine, arginine, proline, or threonine oxidation might result in
carbonyl derivatives. Such protein-bound carbonyls are among the most frequently used
products for determination of oxidized proteins. Another major consequence of protein
oxidation is the formation of large protein aggregates, which are often toxic to cells, if allowed
to accumulate. Within aged cells, cross-linking of proteins results in an insoluble, fluorescent

material, called lipofuscin.

After oxidation of proteins, living cells try to rescue defect polypeptides and therefore many
repair and removal systems are activated. Repair mechanisms evolved only for the most
frequent and easy repairable protein modifications such as disulfide bonds and methionine
sulfoxides. Additionally oxidatively modified proteins are removed by proteolytic degradation
and therefore, cells have developed highly regulated intracellular proteolytic systems.
Besides all proteolytic systems, the major proteolytic system responsible for the removal of
oxidized proteins is the proteasomal system. The proteasomal system in the cytosol and

nucleus is composed of 20S core proteasome and several regulatory components such as



19s and 118S. Cells also contain a number of proteins, such as heat shock or stress proteins,
with the ability to reconstitute the native structure of proteins or protein domains after

oxidative unfolding.

Recently there are distinct studies on the different expressions of heat shock proteins in
several diseases and also the effects on protein degradation. But there is no detailed data on
the roles of heat shock proteins in age related oxidative protein modifications. Therefore in
the present study HSPs 27, 40, 47, 60, 70 and 90 have been determined following heat
stress. In addition, the effects of HSP70 has been tested in the direction of obtained data.
Other recent studies have been planned and started in this extent. We believe that the

results will bring new aspects for the literature.

Keywords:

Heat shock proteins, protein modification, oxidation, aging
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3. GIRIS

Is1 sok proteinleri (HSP), farkli metabolik kosullarda ekspresyonlari artan ve hicre igin dnemli
fonksiyonlari olan proteinlerdir. Hiicre igerisinde proteinlerin katlanmasi ve sentezini artirici
molekller saperon olarak rol oynamalari en &énemli &zelliklerindendir. Ayrica 1s1 sok
proteinleri, proteinlerin ¢ boyutlu yapilarinin kazanilmasinda, protein degradasyonunda,
transkripsiyon faktorlerinin ve protein kinazlarin regilasyonunda yer almaktadirlar. Cesitli
stres durumlari sonrasi 1s1 sok proteinleri dizeylerindeki artis hicresel homeostazin

saglanmasinda énemli rol oynamaktadir (Bukau vd., 2006; Niforou vd., 2014).

Is1 sok proteinlerinin ekspresyonundaki degisiklikler, is1 sok faktorleri olarak bilinen bir seri
transkripsiyon faktorleri tarafindan kontrol edilir. Isi sok proteinlerinin artisi ve birikimi stresli
hicreye koruma saglarken hilicre yasaminin devamini saglamaktadir (Ciocca ve
Calderwood, 2005).

Farkli i1s1 sok proteinleri, farkli hiicresel proteinlerin katlanmasini ve biGtinligini saglar. Bu
sure¢ hakkinda tam bilgi bulunmamasina ragmen, molekiler saperonlarin polipeptidleri
stabilize ettikleri ve ayrica hatali katlanmalari ile birlikte agregasyonlarini azaltarak etki
ettikleri disunulmektedir (Arawaka vd., 2010; Doyle vd., 2013).

Hucresel homeostazdaki etkilerine ilaveten stres cevap proteinleri olarak ta bilinen is1 sok
proteinleri hastaliklarda da 6nemli yer tutmaktadir. Hastalikta, etkilenen doku ya da organin
stres cevabi olusturmasinin, iyilesmesinde o6nemli oldugu dusUnulmekte, yapilari ve
fonksiyonlari daha ayrintili incelendiginde hastaliklarin teshisinde ve tedavisinde 6nemli
yaklasimlar olacaklari distnilmektedir (Arrigo vd., 2007; Ghayour-Mobarhan vd., 2009; Witt,
2010; Dreiza vd., 2010; Koren vd., 2009; Ferreira ve Carlos, 2002).

Isi  sok proteinleri memelilerde lokalizasyonlarina gére baslica alti  sinifta
degerlendiriimektedir. Saperonin olarak bilinen sinif mitokondride mtHSP60, mitokondriyel
proteinlerin katlanmasinda rol oynar, HSP40 sitozolde HSP70’in ATPaz aktivitesini ve protein
yuklenmesini kontrol eder, HSP70 sitozolde proteinlerin mitokondri, niikleus ve endoplazmik
retikulum gibi organellere tasinmasina yardim eder, mtHSP70 protein katlanmasi ve
mitokondride translokasyonunda etkilidir, HSP90 geldanamisin gibi anti kanser ilaglarin
hedefi olarak bilinir ve sitozolde sinyal proteinlerinin konformasyonel regiilasyonu, steroid

hormon reseptoérlerinin ve kinazlarin reguilasyonundan sorumludur, Grp94 (HSP90’in



endoplazmik retikulumdaki saperonu) salgilayici proteinlerin katlanmasi ve bitinliginden
sorumludur, kiiguk 1s1 sok proteini (SHSP) olarak bilinen HSP27 sitozolde is1 denatire protein
agregasyonunu onler, HSP47 endoplazmik retikulumda glikolize proteinlerin katlanmasini,

kollajen biyosentezini ve disllfid bag olusumunu kontrol etmektedir (Li ve Srivastava, 2004).



4. LITERATUR OZETI

Isi sok ya da stres proteinleri molekll agirliklarina dayanarak cesitli gruplara ayrilir ve
filogenetik olarak en ¢ok korunmus proteinler arasindadir. Yeni sentezlenen proteinlerin
dogru bir sekilde katlanmasi ve stabilizasyonu olmak (izere birgok intraselller fonksiyona
sahiptirler. Ayrica stres proteinleri biyolojik (enfeksiyon, sitokinler) ve fizikokimyasal (isi,

toksik bilesikler) faktdrlere cevaben induklenirler (Rea vd., 2001).

Yaslanma hiicresel fonksiyonlarda degisiklik ve cesitli tamir sistemlerinde meydana gelen
azalmalar ile karakterize olan oldukg¢a karmasik bir slrectir. Hlcrelerin stres cevabi ve isi
sok proteinleri (HSP) sentezleme kapasiteleri yasla azalmaktadir (Pahlavani vd., 1996;
Heydari vd., 1995; Fargnoli vd., 1990; Faassen vd., 1989). Caenorhabditis elegans'da
yapilan calismalarda HSP'lerin yasam siresini artirdigi ve yaslanma ile baglantili olan
proteotoksisiteyi azalttigi gézlenmistir (Murshid vd., 2013). Rea ve arkadaslari (2001); 20 ve
96 yaslari arasindaki bireylerin serumlarini karsilastirdiginda yasla birlikte HSP60 ve HSP70
diizeylerinde azalma saptamislardir (Rea vd., 2001). Liu ve arkadaslar (1989) ise IMR-90
insan diploid fibroblast hiicrelerinde 1s1 soku sonrasinda HSP proteinlerin sentezini tayin
etmisler ve en ¢ok Hsp89 ve 72’de degisiklik gdézlemlemislerdir. Bu HSP’lerdeki indliksiyonun
genglerde (populasyon katlanmasi, PDL 18 olan hiicreler) yaklasik 10 kat oldugu gorilirken,
yasl hicrelerde (PDL 51) 2-4 kat arasi oldugu goézlenmistir (Liu vd., 1989). Baska bir
¢alismada, i1s1 sokuna cevabi baslatan transkripsiyon faktori olan is1 sok faktor 1°in (HSF-1),
1s1 ile induklenen aktivasyonu trimerizasyon ve is1 sok elementi dizisine baglanma kapasitesi
ile 6lguldugunde, yasla ters orantih olarak degistigi gozlenmistir (Lee vd., 1996). Erken
yaslanma hastaligi olan Werner sendromunda is1 sok cevabinin fibroblastlarda baskilandigi
dogrulanmistir (Kim vd., 2012). Verbeke ve vd. (2002); insan cilt fibroblast hiicrelerini tekrarli
hafif 1s1 sokuna maruz biraktiklarinda, replikatif yagslanma ile olusan protein karbonillerin
azaldigini gozlemlemiglerdir (Verbeke vd., 2002). Katalaz ve glutatyon rediktaz gibi
enzimlerin 1s1 sok proteinleri ile oksidatif hasardan korunduklari gdsterilmistir (Hook ve
Harding, 1997). HSP90 ekspresyonunun en uzun yasayan hayvan turi oldugu bilinen Arctica

islandica kalbinde artan yasla birlikte azaldigi gézlenmistir (Sosnowska vd., 2013).

Yaslanmanin mekanizmasini aydinlatmak tGzere birgok teori 6ne strdimustir ve 1956 yilinda
Harman (1956) tarafindan hipotez edilen yaslanmada serbest radikal teorisi literatiirde genis

yer tutmaktadir. Bu hipotez sonrasinda bu dogrultuda yapilmis olan ¢esitli calismalar, yaslilik



ve yashlikla baglantili hastaliklarda oksidatif stresin rolinu birgok farkli yéntem ve saptanan
belirteclerle dogrulamistir. Genellikle reaktif oksijen ve nitrojen turleri olarak siniflandirilan
serbest radikaller son yoéringelerinde ortaklanmamis elektron bulundurmalari nedeniyle
oldukga reaktif UrlGnlerdir ve organizmada DNA, lipid ve proteinlerle reaksiyona girerek
organizma igin zararh farkl GrlGnlerin olugsmasina neden olurlar. Oksidatif stres, organizmada
serbest radikal olusumu ile savunma mekanizmalari olarak bilinen antioksidan sistemlerin
arasindaki dengenin serbest radikaller yéninde bozulmasi sonucu olusan bir durumdur
(Halliwell ve Gutteridge, 2007).

Protein oksidasyonu, proteinlerin organizmada diger makromolekillere gére fazla oranda
bulunmasi ve birgok biyokimyasal olayda 6nemli yer tutmasindan dolayi olduk¢ca énemilidir.
Posttranslasyonel modifikasyon olarak kabul edilen protein oksidasyonu karboniller gibi
modifiye amino asidleri olusturur ve bu modifikasyonlar hatali katlanmalara, aktivite kaybina,
¢apraz bag olusumuna veya proteinlerin kirlmasina yol agar (Catalgol ve Grune, 2009).
Birgok arastirmaci yaslilik ve yaslanma ile ilgili hastaliklarda protein oksidasyonunun énemili
yer tuttugunu gostermistir. Proteinlerin oksidatif hasari sonrasinda hiicreler organizmayi
hasarli polipeptidlerden kurtarmak ve proteinlerin normal yapilarina geri dénmelerini
saglamak icin cesitli tamir ve proteoliz mekanizmalari igerir. Tamir mekanizmalari sadece
birka¢ drtine ydénelik olmak Uzere oldukga sinirlidir. Proteoliz sistemlerinden proteazomal
sistem okside proteinlerin degradasyonunda rol oynayan baslica enzim sistemidir (Mehlhase
ve Grune, 2002). Proteazomal sistem baslica 20S, 26S proteazom ve immiinoproteazom
yapilarindan olusmaktadir. 20S proteazom, proteazomal sistemde merkezi yapi olarak
bilinmektedir ve ATP ve ubikiitin bagimsiz degradasyondan sorumludur. 19S ve 11S gibi
cesitli regilatorlerin 20S proteazoma baglanmasi ile 26S proteazom ve immunoproteazom
yapilari olusmakta, fonksiyon ve aktivitede degisiklikler gézlenmektedir. 26S proteazom ATP
ve ubikitin bagimli degradasyondan sorumludur. immiinoproteazom immiin cevapta énemli
rol oynamaktadir ve degradasyon UrUnleri hiicre ylzeyinde majoér histokompabilite kompleksi
1 tarafindan sunulmak tzere optimizedir (Jung vd., 2009). Bu farkli proteazom yapilari birgok
stres durumlarinda farkli yanitlar vermektedir. Ornegin siddetli streste 26S proteazom
aktivitesinde azalma gozlenirken, 20S proteazomda artis gézlenebilir (Reinheckel vd., 1998).
Ayrica hlcresel sistemler proteinleri hasara ve hatali katlanmaya karsi 1s1 sok proteinleri

iceren 1s1 sok cevabini aktive ederek koruyabilirler (Verbeke vd., 2000).

Yapilan galismalar yaslanma ile protein oksidasyonu Urlnlerinin ylUksek oranda arttigini ve
protein agregat yapilarinin olustugunu gostermistir (Catalgol vd., 2009). Ayrica proteazomal

degradasyonun da yas ile orantili olarak inhibe oldugu bilinmektedir (Jung vd., 2009; Ott ve



Grune, 2014). Hicrelerde yaslanma silirecinde gercgeklestirilen protein kalite kontroliinde
yikim ya da tekrar katlanma kararinin verilmesinde 1sI sok proteinleri ve saperonlar dnemli
yer tutmaktadir (Kastle ve Grune, 2012). Conconi ve arkadaslari (1996) yaslanma ile
proteazom aktivitesinde azalma meydana geldigini saptamis ve 1si sok proteini 90 varliginda
bu oksidatif inaktivasyonun korundugunu gézlemislerdir (Conconi vd., 1996). Tekrarlanan
hafif 1s1 stresinin in vitro olarak yaslandirilan insan fibroblast hicrelerinde cesitli yasla
baglantili degisiklikleri 6nledigi gozlenmistir (Verbeke vd., 2000; Rattan, 1998). Isi ve
intraselller redox dengesindeki degisikliklerin proteazom aktivitesini etkiledigi gosterilmigtir
(Andersson vd., 1999).



5. GEREG VE YONTEM

5.1 Hiicre Kultiira

Proje suresince gergeklestirilen tim deneylerde cilt fibroblast hiicreleri kullaniimigtir.
Hucreler, Prof. Tilman Grune’nin laboratuvarinda elde edilmis ve ardindan karakterize
edilmigtir. Pasaj numarasi 15 olan hicreler, deneylere adi geng¢ hilcreler olarak gegen
hlcreler igin pasaj 18’e kadar pasajlanmis ve optimize edilmis, pasaj numarasi 31 olan
hicreler deneylere adi yasgh hicreler olarak gecen hicrelerin eldesi igin pasaj 38’e
kadar pasajlanmis ve optimize edilmistir. Yaglh hicrelerin eldesi her pasaj numarasinin
iki haftalik bir sireyle artmasindan 6tlrl yaklasik 2 aylik bir sire almistir. Bu islemlere
projenin kabull ardindan yUrGtilmekte olan yazismalar asamasinda baglanmasi bu
asamada zaman kazandirmistir. Hicrelerin beslenme kosullari; sodyum pirlvat,
glutamin, ylksek D-glukoz ve sodyum bikarbonat iceren DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle medium) besiyeri ile saglanmistir.

Geng ve yasli hiicrelerde is1 stresi olusturmak igin hiicreler DMEM besiyeri igerisinde 1
saat boyunca 42 °C’ye ayarlanmis inkibatérde tutulmuslardir. Hicreler 1si stresi igin

100 mm’lik petrilere ekilmis ve 3 geng ve 3 yasli olmak Uzere gruplara ayrilmistir.

Tablo 1. Deneylerde kullanilan gruplarin siniflandiriimasi. PD25-A, PD58-A, PD25-B,
PD58-B, PD25-C ve PD58-C grup kodlari olarak kullaniimistir. PD: population

doubling, kiimulatif popllasyon artigi

GRUP 37 °C (1 saat) 42 °C (1 saat) 42 °C (1 saat) +
37 °C (3 saat)

GENC PD25-A PD25-B PD25-C
(PASAJ NO:18,

PD: 25)

YASLI PD58-A PD58-B PD58-C
(PASAJ NO:38,

PD: 58)

Verilen 1s1 uygulamasinin ardindan gen¢ ve yasl hucreler 1sik mikroskobisi altinda

morfolojik olarak incelenmisgtir.




5.2 MTT Testi ile Canlihik Tayini

Western blot ve PCR deneylerine baslanmadan 6nce ilk olarak MTT testi ile canlilik tayini
yapildi. Bu test icin; hiicreler isi soku uygulamasi sonrasinda 20 cm? petri kabinda 3 ml
besiyerine 100 yl MTT ¢ozeltisi konularak 2 saat boyunca 37 °C’de ve %5 CO, igeren hiicre
inkiibatérinde inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi besiyeri alinarak hicrelere 1 ml
¢6zundlirme karisimi ilave edildi. 5 dakika oda sicakhdinda inkibe edildikten sonra 96 kuyulu
mikroplaga 3’er defa 50 pl alinarak 590 nm filtre ve 660 nm referans filtre ile absorbans
mikroplak okuyucuda olguldd. Kontrol 6rneklerinin verdigi absorbans degeri %100 canh

olarak kabul edilirken, diger 6rnekler bu dedere gére hesaplandi.

5.3 Kantitatif PCR ile Is1 Sok Proteinleri mRNA Ekspresyonlari Tayini
5.3.1 RNA izolasyonu

Hucrelerden RNA izolasyonu Qiagen marka hazir kit kullanilarak uretici firmanin tarifine goére
yapildi. 2 ml RLT tamponuna 20 pul B-merkaptoetanol eklendi. Hicrelerin besiyeri
uzaklastirldiktan sonra iki defa fosfat tamponu ile yikandi. Her petriye 350 uyl RLT + f-
merkaptoetanol ¢ozeltisinden eklendi. Hiicre sliispansiyonlari eppendorf tuplere alindi. 350 pl
%70 etanol eklendi ve pipetleme ile iyice karigtirildi. 700 ul hiicre siispansiyonu ve etanol
karigimi 2 ml'lik tipe takih olan spin kolona aktarildi. 13.000 rpm 1 dk santrifiij edildi.
Sipernatant atildi ve kolona 700 pyl RW1 tamponu eklendi. 13.000 rpm 1 dk santrifij edildi.
Sipernatant atildi ve kolona 700 ul RPE tamponu eklendi. 13.000 rpm 1 dk santrifij edildi.
Sipernatant atildi ve kolona 700 ul RPE tamponu eklendi. 13.000 rpm 1 dk santrifij edildi.
Kolon temiz bir tipe alindi ve 13.000 rpm 1 dk santrifuj edildi. Kolon temiz 1,5 ml’lik
eppendorf tipe alindi, Gzerine ellisyon igin 50 yl Rnaz igermeyen su eklendi, 13.000 rpm 1
dk santrifij edildi. RNA konsantrasyonunu tayin icin 1/40 konversiyon faktoéru ile 260 nm’de

spektrofotometrik olarak 6lgim yapildi.
5.3.2 Total RNA’dan Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Total RNA’dan cDNA sentezi Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis kit (Roche)
kullanilarak yapildi. Her bir 6rnek 100 ng olacak sekilde hesaplanarak uygun hacimlerde
alindi. Random hexamer primerden 60 uM eklendi. Toplam hacim 11.4 pl olacak sekilde
PCR kalite su ile tamamlandi. Ornekler, 65°C’de 10 dakika, 4°C’de 5 dakika olacak sekilde
“Thermal Cycler” cihazina konuldu. Program bittikten sonra érneklerin tGzerine 8 mM MgCl2,
20 U RNase inhibitér, 1 mM dNTP, 5 mM dithiothreitol, 10 U reverse transcriptase eklendi.



Ornekler “Thermal Cycler” cihazina yerlestirildi. 50°C’de 30 dakika, 85°C’de 5 dakika, 4°C’de

5 dakika tutulduktan sonra iglem tamamlandi.

5.3.3 cDNA Orneklerinin HSP27, HSP40, HSP47, HSP60, HSP70 ve HSP90 Primerleri
icin Kantitatif Realtime PCR (RT-PCR) ile Gogaltilmasi ve Olugan Uriinlerin Agaroz Jel

ile Kontrolu

Tayin edilecek genler igin, Homo sapiens HSP27, HSP40, HSP47, HSP60, HSP70 ve
HSP90 Entrez Pubmed Nucleotid programinda Fasta formatlari (MRNA tim dizisi) saptandi.
Sonrasinda bu Fasta formati primer dizayni igin Primer 3 Output programinda yerlestirilerek

uygun primer dizileri elde edildi.

HSP27 icin  sol primer ACGAGCATGGCTACATCTCC
sag primer CTTTACTTGGCGGCAGTCTC
HSP40 icin  sol primer TCCCAGACCCTGTACACTCC
sag primer TTGCTGGAGTCACTCACTGG
HSP47 icin  sol primer CCCTGAAAGTCCCAGATCAA
sag primer GGGAGAGGTTGGGATAGAGC
HSP60 icin  sol primer CATTCCAGCCTTGGACTCAT
sag primer  TCACAACCTTTGTTGGGTCA
HSP70icin  sol primer AGCCAAGAAGGCAAAAGTGA
sag primer CCACTGCGTTCTTAGCATCA
HSP90 icin  sol primer CGCATGAAGGAGACACAGAA
sag primer  TCCCATCAAATTCCTTGAGC

Sentezlenen cDNA 6rneklerinin ¢ogaltiimasi igin Biorad, Qiagen ve Finnenzyme Sybr Green
kitleri denendi. En uygun kitin Qiagen Sybr Green oldugu bulunarak optimizasyonu yapildi.
Reaksiyon, her bir drnek i¢in 25 ul Sybr green, 1.5 yl forward primer, 1.5 ul reverse primer, 5
Ml cDNA ve 17 ul Rnase,Dnase free su eklenerek total hacmi 50 pl olarak optimize edildi ve
primerler igin en uygun annealing sicaklik 60° C olarak bulundu. Uriinlerin aranan biy(ikliikte
oldugunu kontrol etmek amaciyla, agaroz jel elektroforezi yapildi. Dogru triin bulundudu igin
bantlar jelden kesildi ve standart curve yapmak amaciyla Qiagen QlAquick Gel Extraction kiti
ile jel ekstraksiyonu yapildi. Elde edilen cift zincirli DNA’nin konsantrasyonu Qubit

fluorometre ile dlgiildii ve standart egri calismalari igin 10° — 10 dilue edildi.

PCR reaksiyon kosullar ilk denatirasyon 95 °C'de 3 dk, 40 doéngu olarak 95 °C’de 10
saniye, 60 °C’de 15 saniye ve 72 °C’de 20 saniyedir. Her PCR reaksiyonu sonrasinda 65-95



°C arasinda erime grafigi analizi yapilarak olusan uriin kontrol edildi. Ayrica Urinin kalitesi

agaroz jel elektroforeziyle de kontrol edilerek primer dimerlerin olusmadigi dogrulandi.

5.4 Isi Sok Proteinleri Ekspresyonlar Tayini

5.4.1 Protein Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Elde edilen 6rneklerdeki Total protein konsantrasyonu Bradford protein tayini (BioRad
Protein Assay) ile 6lgtildi. Oncelikle Bovine Serum Alblimin (BSA) kullanilarak 0 mg/ml, 0.2
mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.6 mg/ml, 0.8 mg/ml, 1.0 mg/ml, 1.2 mg/ml konsantrasyonlarinda
standartlar hazirlandi. 96 kuyuluk plaklarin herbir kuyusuna 4 pl standart veya bilinmeyen
ornek ve 200 ul galisma ayiraci (protein assay — biorad) eklendi. Daha sonrasinda karanlk
ortamda 5 dk olmak Uzere inkiibasyona birakildi. Olusan mavi renk goézlemlenerek 595

nm’de Ol¢lldu. Olusturulan standart egriye gore érneklerdeki protein miktarlari hesaplandi.

5.4.2 SDS-PAGE ve Western Blot Yontemi ile HSP Proteinlerinin Tayin Edilmesi
Hucreler igin 30 ug potein iceren homojenatlar 1 mM Tris-HCI, % 40 gliserol, % 8 SDS, % 20
2-R-merkaptoetanol, % 0.03 bromfenol mavisi igeren jel yikleme tamponu ile 1’e 4 oraninda
sulandirildi ve 95°C’de 4 dakika isitilarak denatire edildi. Sonrasinda ise % 5 yukleme (1 M
Tris-HCI, % 30 (w/v) Akrilamid, % 10 (w/v) SDS, % 0,05 (w/v) APS ve % 0,05 (w/v)
TEMED eklenerek pH 6.8'de hazirlandi) ve % 12 ayirma (1.5 M Tris-HCI, % 30 (w/v)
Akrilamid, % 10 (w/v) SDS, % 0.05 (w/v) APS, % 0.05 (w/v) TEMED eklenerek pH 8.8'de
hazirlandi) jeline yiklendi. 2 L, elektroforez yuritme tamponu icinde 100 volt sabit akimda 1
saat slrede proteinler ayristirildi (Biorad, Mini-PROTEAN 3 Cell). Protein molekil agirhgi
belirleyicisi olarak “Precision Plus Protein Standards” (Biorad) kullanildi.

Ayristirilan proteinler, immunoblotting ile ortam sicakhiinda 15 volt sabit akimda, 25 mM
Tris-baz, 192 mM glisin ve % 20 v/v metanol igeren, pH 8.3'lik transfer tamponunda 1 saat
surede 0.2 pm kalinhktaki nitroselluloz membrana aktarildi (Semi-Dry Electrophoretic
Transfer Cell (BioRad)). Daha sonra membran ponceau S boyasi ile muamele edilip
proteinlerin transfer edildigi konfirme edildi, membran antikor ile tayin edilene kadar PBS
icerisinde +4 de birakildi.

Antikor ile tayin icin ilk asama olarak membrandaki baglanmamis yerler % 5 st tozu-TBST
ile 1 saat bloke edildikten sonra membran % 1 st tozu-TBST ile spesifik primer antikor ile
ortam sicaklidinda 1 saat inkube edildi. Baglanmamis antikorlarin TBST ile yikanmasindan
sonra membran, 1/5000 oraninda sulandiriimig tavsanlara karsi gelistiriimis amplifiye
horseradish peroksidaz (HRP) isaretli kegi sekonder antikoru (BioRad) ile 1 saat inkiibe edildi
ve yikandiktan sonra kemiluminesans kit ile (20X LumiGLO ve 20X Peroxide, Cell Signaling)

kemiluminesans bir reaksiyon gergeklestiriidi ve olusan isima x-ray filmine gegirerek



bantlarin gérinmesi saglandi. X-ray film ile 1,5,10 dk sirelerle membran ile film bekletildi.
Kirmizi 1gik altinda 2 dk developer ve 1 dk fixer solusyonunda bekletildi. Bant yogunluklari
Vilber Lourmat Gorintileme cihazi kullanilarak  TIFF formatinda saklandi. Tdm
goéruntilerdeki bantlarin piksel yogunlugu ‘Image Program!’ ile esit buyUklikte alanlarda

sayildi.

5.5 Protein Karbonil Tayini
5.5.1 ELISA Yontemi ile Protein Karbonil Tayini

Protein karbonil tayininde, ilk olarak tim &rneklerin protein konsantrasyonlari Lowry
yontemiyle tayin edildi ve tim 6érnekler 10 ug/ml protein miktari olacak sekilde fosfat tamponu
ile seyreltildi. Standart rediikte ve okside BSA Orneklerinin de protein miktarlari 10 pug/mi
sekilde seyreltildi. Ornekler ve standartlar 100’er ul olarak Nunc Maxisorb 96 kuyulu
mikroplaklara 3’er tekrarli olacak sekilde pipetlendi ve gece boyunca 4 °C’de inkiibasyona
birakildi. Ertesi gun, plaktaki gozeltiler dokulerek kuyular 1 defa soguk fosfat tamponu ile
yikandi. Derivatizasyon igin dinitorfenilhidrazin ¢ozeltisinden 100’er pl pipetlendi ve 45 dk
oda sicakliginda inkGibe edildi. Bloklama igin her kuyuya, multikanal pipetle 250 pl bloklama
gozeltisi eklendi ve karanlikta oda sicakliginda 1,5 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi,
plaktakiler dékildu, her kuyuya multikanal pipetle 200 pl Anti-DNP-antikoru eklendi ve 1 saat
37 °C’de inkibe edildi. Plaktakiler dokulerek kuyular 3’er defa % 0,1 Tween 20 iceren fosfat
tamponu ile yikandi. Her kuyuya multikanal pipetle 200 pl Anti-tavsan-IlgG-POD-
antikoru eklendi ve 1 saat oda sicakliginda ve karanlikta inklbe edildi. Plaktakiler dékulerek
kuyular 3’er defa % 0,1 Tween 20 iceren fosfat tamponu ile yikandi. Her kuyuya multikanal
pipetle 200 pl substrat ¢ozeltisi eklendi ve 15 dakika 37 °C’de inklbe edildi. Plaktakileri
dokmeden her kuyuya multikanal pipetle 200 ul reaksiyon sonlandirici ¢ozelti eklendi.
Absorbans mikroplak okuyucuda 492 nm filtre ve 750 nm referans filtre kullanilarak élguldu
(Buss vd., 1997).

5.5.2 Oxy-blot Yontemi ile Protein Karbonil Tayini

SDS-PAGE ve immunoblotting asamasini takiben nitroseliloz membran %20 MetOH igeren
TBS sollsyonunda 5 dakika, 2N HCI ile 5 dakika, 10 mM DNPH’de 5 dakika, 2N HCI ile 3x5
dakika ve %50 MetOH soliisyonunda 5x5 dakika boyunca yikandi.

Daha sonra antikor ile tayin igin ilk asama olarak membrandaki baglanmamis yerler % 5 siit
tozu-TBST ile 1 saat bloke edildikten sonra membran % 1 siit tozu-TBST ile spesifik primer
antikor (DNP) ile ortam sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Baglanmamigs antikorlarin TBST ile
yikanmasindan sonra membran, 1/5000 oraninda sulandiriimig tavsanlara karsi gelistirilmis

amplifiye horseradish peroksidaz (HRP) isaretli kegi sekonder antikoru (BioRad) ile 1 saat
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inkibe edildi ve yikandiktan sonra kemiluminesans kit ile (20X LumiGLO ve 20X Peroxide,
Cell Signaling) kemiluminesans bir reaksiyon gercgeklestirildi ve olusan i1sima x-ray filmine
gegirilerek bantlarin gériinmesi saglandi. X-ray film ile 1,5,10 dk surelerle membran ile film
bekletildi. Kirmizi i1sik altinda 2 dk developer ve 1 dk fixer solusyonunda bekletildi. Bant
yogunluklari Vilber Lourmat Gérintlileme cihazi kullanilarak TIFF formatinda saklandi. Tim
goéruntilerdeki bantlarin piksel yogunlugu ‘Image Programi’ ile esit buyUklikte alanlarda

sayildi.

5.6 Is1 Stresi Sonrasi Geng ve Yash Hiicrelerde Protein Karbonilasyonunun LC-MS ile
Analizi

Isi stresi sonrasi elde edilen hiicre ekstraktlari bir boyutlu jel elektroforezi sonrasi, protein
karbonilasyon tayini i¢in analiz edildi. Protein karbonilde degisiklik gdzlenen bantlar kesilerek
LC-MS/MS ve MALDI-TOF ile analiz edildi.

SDS-PAGE ve immunoblotting asamasini takiben nitroseliloz membran %20 MetOH igeren
TBS sollsyonunda 5 dakika, 2N HCI ile 5 dakika, 10 mM DNPH’de 5 dakika, 2N HCI ile 3x5
dakika ve %50 MetOH solisyonunda 5x5 dakika boyunca yikandi. Daha sonra antikor ile
tayin icin ilk asama olarak membrandaki baglanmamis yerler % 5 siit tozu-TBST ile 1 saat
bloke edildikten sonra membran % 1 sut tozu-TBST ile spesifik primer antikor (DNP) ile
ortam sicaklidinda 1 saat inkube edildi. Baglanmamis antikorlarin TBST ile yikanmasindan
sonra membran, 1/5000 oraninda sulandiriimig tavsanlara karsi gelistiriimis amplifiye
horseradish peroksidaz (HRP) isaretli kegi sekonder antikoru (BioRad) ile 1 saat inkiibe edildi
ve yikandiktan sonra kemiluminesans kit ile (20X LumiGLO ve 20X Peroxide, Cell Signaling)
kemiluminesans bir reaksiyon gercgeklestirildi ve olusan 1sima x-ray filmine gegirilerek
bantlarin gérinmesi saglandi. X-ray film ile 1,5,10 dk sirelerle membran ile film bekletildi.
Kirmizi 1gik altinda 2 dk developer ve 1 dk fixer solusyonunda bekletildi. Bant yogunluklari
PDQuest™8.0.1 (Bio-Rad) cihazi kullanilarak TIFF formatinda saklandi. Tum goérintilerdeki
bantlarin piksel yogunlugu esit bayuklikte alanlarda sayildi.

Jellerin parcalanmasi, tripsinle gergeklestirildi. 0.6 pl 1:1 hacimde matriks sollisyonu (a-
siyano-4-hidroksisinnamik asid) ile karistirilarak MALDI plakasina uygulandi ve bu sekilde
MALDI TOF MS analizi yapildi. Kiitle spektrometre analizleri BrukerUltraflex Il. Spectra
program kullanilarak vyapildi. Spektrumlar mMass program ve manuel olarak PMF
arastirmasi ile analiz edildi. Analizler 60-100 ppm hata seviyesinde “insane” SwissProt
kullanilarak yapildi.

Daha ayrintili pargalama StageTips kullanilarak yapildi ve elde edilne ekstraktlar LC-MS/MS
ile tekrar analiz edildi. Bunun igin peptidler 60 dakika boyunca 5-65 % asetonitril/0.1 formik

asid ile elie edildi. Mascot 2.2 ve UniProt/Swissprot ile analiz yapildi.
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MALDI-TOF ve LC-MS/MS analizleri kismi diger bir COST CM1001 Uyesi olan Jonas
Bergquist'in laboratuarinda (Analytical Chemistry, Department of Chemistry — BMC and
Science for Life Laboratory, Uppsala University, P.O. Box 599, SE-751 24 Uppsala, Sweden)
birlikte gerceklestirildi. Sonuglar makale haline doénustirildi ve Journal of Proteomics

dergisinde yayinlandi (Bozaykut vd., 2013).

5.7 ELISA Yontemi ile Nitrotirozin Tayini

Nitrotirozin tayininde yarismali ELISA metodu kullanildi ve ilk olarak tim 6rneklerin protein
konsantrasyonlari Lowry ydntemiyle tayin edildi ve tim o6rnekler 10 pg/ml protein miktari
olacak sekilde fosfat tamponu ile seyreltildi. 0-8000 nm konsantrasyonlari arasinda standart
solUsyonlari hazirlandi. Protein drnekleri ve standartlar plaka 50’ser pl pipetlendi ve 10 dk
inkdbe edildi. Ardindan bir saat boyunca anti-nitrotirozin antikoru eklenerek inkiibe edildi. 3
defa yikamanin sonrasinda bir saat boyunca sekonder antikor ile inkibe edildi. Tekrar
kuyular yikanarak substrat ve sonrasinda sonlandirici solisyon ile inkiibe edildi. 450 nm’de
absorbansi 6lgiildld. Yarigmali ELISA oldugu igin, ne kadar az absorbans gostermesi o kadar
¢ok nitrotirozin  miktari oldugunun gdstergesidir. Elde edilen absorbans degerleri,

standartlarin absorbans degerleri ile kiyaslanarak miktar tayini hesaplamasi yapildi.

5.8 Proteomik Analiz

5.8.1 iki Boyutlu Jel Elektroforezi

Fibroblast hicreleri, total protein ekstraksiyon kiti kullanilarak (Bio-Rad) pargalandi. Protein
konsantrasyonlarinin belirlenmesinin ardindan, proteinleri izoelektrik noktalarina gore
ayirmak icin izoelektirik fokuslama (Protean IEF sytem (Biorad)) islemi pH 4-7 araliginda
gergeklestirildi. izoelektrik fokuslama igin IPG strip (pl 4-7,11 cm (Biorad)) kullanidi.
Proteinleri izoelektirik noktalarina gére ayirma isleminden sonra IPG strip, %4-12'lik
poliakrilamid jel (PROTEAN lIxi electrophoresis cell (Biorad)) tzerine yuklendi ve proteinlerin
molekul agirliklarina gére ayrilmalari saglandi (MW: 10-250 kDa). Elde edilen jeller SYPRO
RUBY boya kullanilarak, floresan boyama yéntemi ile boyandi. "Infinity-capt software Vilber
Lourtmat- Molecular Imager” ile gérintileme islemi gergeklestirildi. Bio 2D-Software (Vilber

Lourmat) ile protein spot analizleri yapildi.

5.8.2 Jelden Protein izolasyonu
iki boyutlu jel elektroforezi sonrasi jelden kesilmis olan spotlar, 10 mM DTT (ditiyotreitol) ile
rediklendi ve 55 mM iyodoasetamit ile alkillendi. Yikama iglemi sonrasinda jel pargalari

asetonitril ile dehitrate edildi. Bunu takiben amonyum bikarbonat tamponu ile rehidrate edildi.
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Jel pargalari tekrar asetonitril ile dehidrate edilerek vakum santrifijde kurutuldu. Bu islemi
takiben jel pargalari, 0,5 yM tripsin ve 250 yM kalsiyum klorid igeren, 50 mM amonyum
bikarbonat tamponunda +4°C'de 40 dakika boyunca rehidrate edildi. Rehidratasyon

basamagi sonrasi érnekler, 37°C de bir gece inkiibasyona birakildi ve test tiplne aktarildi.

5.8.3 Kiitle Spektrometri Analizleri

MALDI TOF MS analizleri igin, peptitlerine parcalanmis érneklerden 0,6 pl alindi, MALDI
hedef plaka Ulzerine (gelik zemin 24 x 16 noktalar) uygulandi ve 1:1 (v/v) oraninda doymus
matriks soltisyonu (30% asetonitril/0.1% trifloro asetikasit iceren a-siyano-4-hidrosisinnamik
asit) ile karnistirildi. Kitle spektrometresi analizi  “BrukerUltraflex 11" kullanilarak
gergeklestirildi. Spektrumlar “mMass” programi kullanilarak analiz edildi. Manual PMF
taramalari baslatildi ve taramalar genellikle 60—-100 ppm hata dizeyleri kullanilarak “human,

SwissProt (2013-01)" veritabani ile gergeklestirildi.

5.9 siRNA ile HSP70 Ekspresyonunun Susturulmasi

Yaklasik 2 milyon PD 25 olan fibroblast hiicreleri ekildi ve hiicreler ¢odalinca deney igin
tripsinize edilerek sayildi. Hicreler 6 well plate’e ekildi ve 37°C’de, 5% CO2 ile bir gece
inkibe edildi. Ertesi gin complete medium kaldirldi ve siRNA uygulamasi yapildi. siRNA
hazirhgi icin, 20 pyM stok kontrol, pozitif kontrol siRNA (GAPDH), negatif kontrol siRNA
(non targeting) ve hedef siRNA olan Hsp70 RNase-free su ile 5 uyM’a dilue edildi. Daha sonra
ayri tiplerde serum icermeyen medium ile siRNA dilue edildi ve dharmafect transfeksiyon
solisyonu hazirlandi, 5 dakika oda sicaklhiginda inkiibe edildi. Daha sonra her kuyu igin 100
Ml siRNA solusyonu ve 100 pul transfeksiyon solusyonu karistirilarak 20 dakika oda
sicakliginda inkibe edildi. Hazirlanan bu 200 pM siRNA transfeksiyon solusyonu (izerine
1800 pl antibiyotiksiz medium eklendi ve kuyulardaki complete medium kaldirilarak siRNA
solusyonu eklendi. siRNA’larin son konsantrasyonu 25 nM olacak sekilde hazirlandi. Protein
analizi icin 24 saat 37 derecede 5% CO2 de inkibe edildi. 24 saat sonra transfeksiyon
mediumu, complete medium ile degistirildi ve 48 saatin ardindan protein izolasyonu yapildi.
Bu hicrelere 1s1 stresi uygulamasinin ardindan sivi sintilasyon ve proteazom aktivite tayini

deneyleri yapildi.

5.10 KNK437 ile HSP70 inhibisyonu
HSP70 inhibitori olan KNK437, dimetilsilfoksid icerisinde c¢o6zilerek hiicrelere 100 uM
konsantrasyonda ve 1si sokundan once 1 saat boyunca uygulandi. Sonrasinda western blot

analizi ile inhibitérin etkisi hem gen¢ hem de yash hicrelerde Ug tekrarli olarak tayin edildi.
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5.11 Sivi Sintilasyon Metodu ile Protein Dongisii Tayini

Hucreler 100 pCi/ml aktivitede 35S metiyonin/sistein ile 37 °C’de 16 saat boyunca inkube
edildi. Proteoliz analizi i¢in besiyeri esit hacimde %20 trikloroasetik asit ile karistirilarak
asidde ¢ozunur fraksiyon 14.000 g santrifij sonrasi sivi sintilasyon sayaci (bu proje
kapsaminda satin alinan) ile sayildi. Asidde ¢dzlnidr sayim (aside ¢ozinur 6rnek sayini /
inkorpore olan sayim)x100 olarak hesaplandi. Protein aggregat 6lgimi icin deterjanda
¢ozunarlik deneyi kullanildi. Hucreler hiicre kaldirici ile kaldirildiktan sonra pelletler %1
Triton X-100,%0.5 sodyum deoksikolat, %0.1 SDS iceren 10mM Tris-HCI tamponu igerisinde
resispande edildi. 15 dakika 4 °C’de gergeklestiriien hicre lizis sonrasi 13.000 g'de 10
dakika boyunca santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar deterjanda ¢o6ziiniir proteinler
olarak sayilirken, pelletler deterjanda ¢6zinmeyen protein olarak sayildi. Pelletlerin
sayllabilmesi icin 1N NaOH igerisinde ¢oziindiirme islemi gerceklestirildi (Catalgol ve Grune,
2009).

5.11.1 Geng ve Yash Hiicrelerde Sivi Sintilasyon Metodu ile Protein D6éngiisu Tayini
PD 25 ve PD58 olan fibroblast hicrelerinde ilk olarak hi¢cbir uygulama yapilmadan protein
dongusu tayini yapildi. Buradaki amag yaslanma ile proteoliz ve protein agregat olusumunun

hicresel yaglanma ile degisimlerini gézlemlemekti.

5.11.2 Is1 Stresi Uygulanan Geng Hiicrelerde Sivi Sintilasyon Metodu ile Protein
Doéngiisu Tayini

PD 25 olan fibroblast hiicrelerinde 1 saat i1siI stresi uygulamanin ardindan hemen ve 3 saat
normal inkibasyonun ardindan protein dénglsu tayini yapildi. Buradaki amag uygulanan isi

stresinin proteoliz ve protein agregat olusumu Uzerindeki etkilerini gézlemlemekti.

5.11.3 siRNA ile HSP70 Ekspresyonu Susturulan Gen¢ Hiicrelerde Sivi Sintilasyon
Metodu ile Protein Dongiisti Tayini

PD 25 olan fibroblast hiicrelerinde siRNA ile HSP70 ekspresyonunun susturulmasinin
ardindan protein doéngusu tayini yapildi. Buradaki ama¢ HSP70'in proteoliz ve protein

agregat olusumu Uzerindeki etkilerini dogrulamakti.

5.11.4 KNK437 ile HSP70 inhibisyonu Yapilan Geng Hiicrelerde Sivi Sintilasyon

Metodu ile Protein Dongiisti Tayini
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PD 25 olan fibroblast hicrelerinde KNK437 ile HSP70 ekspresyonunun inhibe edilmesinin
ardindan protein doéngusi tayini yapildi. Buradaki ama¢ HSP70'in proteoliz ve protein
agregat olusumu Uzerindeki etkilerini dogrulamakti.

5.12 Proteazom Aktivite Tayini

Proteazom enzim aktivitesi, hem merkez kismi olan 20S proteazom ve hem de 19S regulator
bagh hali olan 26S enzim aktivitesi olarak iki sekilde 6lgilmustir. 20S aktivite tayini igin
ortamdaki ATP’yi azaltan ve 26S aktiviteyi inhibe eden hekzokinaz ve deoksiglukoz
kullaniimistir. Aktivite tayini suc-LLVY-MCA substratinin proteazom ile degrade olarak
floresan 6zallikte olan MCA Urinlnin floresan okuyucu ile tayinine dayanmaktadir (Catalgol
vd., 2009).

Proteazom aktivitesini tayin igin ilk olarak, hlicre membranlari lizis tamponu ile pargalandi.
Hicreler fosfat tamponu ile yikandiktan sonra 1x10° hiicre igin 300 pl lizis tamponu ve 0,5
DTT karisimindan olusan ¢dzelti kullanildi. Hicreler hicre kaziyici ile kaldirildiktan sonra
eppendorf tiplere alindi ve 10 defa 20G igne ucu ve siringadan gegirilerek membranlar
parcalandi. Sivi nitrojen ve 40 °C su banyosunda dondurma ve ¢6zme seklinde 3 kez
tekrarlanarak sitozolik enzimin daha iyi sekilde agiga c¢ikarilmasi saglandi. 13.400 rpm, 4
°C’de 30 dakika boyunca santrifiij edildi. Stpernatant yeni bir eppendorf tiipe aktarildi ve
aktivite tayininde kullanildi. Proteazom aktivite tayininin gerceklestirilecegi 96 kuyulu
mikroplakta bir kuyunun dizayninda; Hucre lizati 10 yl, Proteoliz tamponu 33,3 ul, DTT 0,2 pl,
H,0 66,5 pl, Laktasistin 4,5 ul olacak sekilde ayarlandi, ardindan 10 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakilir ve 10 yl Suc-LLVY-MCA ilavesiyle son hacim 120 pl'ye tamamlandi.
Reaksiyon 37 °C’de, 30 dakika boyunca vyuritildi. Bu reaksiyon sonucu olarak 20S
proteazoma ait kimotripsin benzeri aktivite Olglldld. Reaksiyon sonucunda agiga g¢ikan
metilkumarin peptidin floresansi 365 nm eksitasyon ve 460 nm emisyon dalgaboylarinda
Olclldl. Metilkumarin standart c¢ozeltilerinin floresanslarinin direkt 6lgimiyle hazirlanan
standart egriye gore proteazom aktivitesi dakika ve mg protein basina nmol MCA agiga ¢ikigi
olarak hesaplandi. Hesaplama igin 6rneklerin protein miktarlari Bradford yontemi ile tayin
edildi.

5.12.1 Is1 Stresi Uygulanan Geng ve Yasl Hiicrelerde Proteazom Aktivite Tayini
PD 25 ve 58 olan fibroblast hiicrelerinde 1 saat i1si stresi uygulamanin ardindan hemen ve 3

saat normal inkiibasyonun ardindan proteazom aktivite tayini yapildi.

5.12.2 siRNA ile HSP70 Ekspresyonu Susturulan Geng Hiicrelerde Proteazom Aktivite
Tayini
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PD 25 olan fibroblast hiicrelerinde siRNA ile HSP70 ekspresyonunun susturulmasinin

ardindan proteazom aktivite tayini yapildi.

5.12.3 KNK437 ile HSP70 inhibisyonu Yapilan Gen¢ ve Yash Hiicrelerde Proteazom
Aktivite Tayini
PD 25 ve 58 olan fibroblast hiicrelerinde KNK437 ile HSP70 ekspresyonunun inhibe

edilmesinin ardindan proteazom aktivite tayini yapildi.

5.13 HSP40 immiinpresipitasyonu

ilk olarak solusyonlar su sekilde hazirlandi: 20X PBS, 1X olacak sekilde distile su ile dilue
edildi. 20 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 2.5
mM sodyum pirofosfat, 1 mM B-gliserolfosfat, 1 mM Na3VO4, 1 pg/ml leupeptin igeren 10X
hicre liziz tamponu, 1X olarak dilue edildi ve kullanmadan hemen dnce 1mM PMSF eklend.i.
187.5 mM Tris-HCI (pH 6.8 at 25°C), 6% w/v SDS, 30% gliserol, 150 mM DTT, 0.03% w/v
bromfenol mavisi iceren 3X SDS 6rnek tamponu hazirlandi.

Daha sonra hicre lizatlari hazirlandi. Confluent olan hiicrelerin medium’u kaldirildi ve buzda
bekletiimis PBS ile 1 kere yikandi. 10 cm’lik petri icin 0.5 ml buzda bekletiimis 1X hicre liziz
tamponu eklendi ve 5 dakika buz Gzerinde bekletildi. Hlicreler scrape ile kaldirilarak temiz bir
eppendorf'a alindi. 4 kere olmak Uzere 5 saniye sonikasyon uygulandi ve aralarda 1 dakika
buz Uzerinde bekletildi.14,000 X g'de 4°C’de 10 dakika santrifiij yapildi ve ardindan elde
edilen siUpernantant —80°C’e kaldirildi. Protein miktari Lowry methodu ile belirlendi ve
immunpresipitasyon igin 1000-3000 ug protein kullanildi.

immunpresipitasyon icin bir eppendorfta 40 ul bead (izerine 500 pl 1X liziz tamponu eklendi,
kisa vorteks sonrasi eppendorflar “Magnetic Separation Rack” lizerine yerlestirerek 10-15 sn
beklendi. Supernatantlar alindi ve geriye kalan pellet ile deneye “Pre-Washed” beadler
Uzerinden devam edildi.

“Pre-Clean” lizati su sekilde hazirlandi: 1000-3000 ug arasi lizata 40 ul “Pre-Washed” bead
eklendi ve 4°C’de 2 saat bekletildi, manyetik rack Uzerinde 10-15 saniye tutuldu ve
supernatant ayri bir eppendorfa alindi. Lizat pre-clean uygulamasi sonrasi beadler liziz
tampondan gegirilerek -20 °C’de saklandi ve ertesi guin negatif kontrol i¢in kullanildi.

Negatif Kontrol (Bead+Lizat) igin su sekilde hazirlandi: Bir énceki glinden hazirlanan ve -20
°C’de saklanan beadler 3 defa 500 pl 1X liziz tamponu ile yikandi. Son yikamanin ardindan
pellet 50 yl sample (Laemmli) buffer icinde resuspende edilerek vortekslendi ve 95°C’de 5
dakika inkibe edildi. Sonrasinda 14,000 X g’de 1 dakika santriflj yapildi ve ayrilan

supernatant bir eppendorf’a alinarak western blotting uygulandi.
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1000-3000 pg arasi pre-clean uygulanmig lizata 1/1000 dilusyonda Hsp40 primer antikor ile
overnight bekletildi. Ertesi glin magnetik bead stock eppendorfunu kullanmadan énce kisa bir
vorteks yapildi. Overnight inkiibe edilmis lizat-antikor kompleksi “Pre Washed”manyetik bead
iceren eppendorfa aktarildi.30 dakika hafif galkalamada oda sicakhdinda inkiibe edildi. Lizat-
antikor-bead igceren eppendorf manyetik rack’a yerlestirildi, 10-15 saniye bekletildi ve
dikkatlice supernanti ayrildi. Ayrilan bu sipernatant -20 °C’ye kaldirildi. Geri kalan pellet, 3
defa 500 ul 1X lysis buffer ile yikandi. Son yikamanin ardindan antikor-antijen-bead iceren
pellet 50ul sample (Laemmli) buffer igcinde resuspende edilerek vortekslendi. Sample buffer
iceren drnekler 95°C’de 5 dakika isitilarak beadler kopartildi ve 14,000 X g 1 dakika santrif(j
sonrasi supernatant temiz bir eppendorfa alindi. Elde edilen 50 ul'lik supernatant’in 25 pl'si
western blotting icin kullanildi. 1 mg protein HSP40 antikoru (Cell signaling, cat no : 4868) ile
overnight inklibe edilen (1:50 dilusyon) nitroseluloz membranda immunpresitasyonun basarili
oldugunu gbézlemlendi. Bead ve protein lizati iceren negatif kontrol érneklerinde ise herhangi

bir bant olugsmamasi ile deney confirme edildi.
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6. BULGULAR

6.1 Is1 Stresi Sonrasi Hiicrelerin Mikroskop Goriintiileri

Sekil 1. Yaslanma ve is1 stresinin fibroblast hiicrelerine morfolojik agidan
etkileri

*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat
PD58 olan yasli hicrelerde morfolojik olarak gézle gorulir degisiklik gézlenmektedir.

Isi stresi ile mikroskobi goéruntilerinde 1s1 uygulanmayan hicreler ile kiyaslandiginda
degisiklik g6zlenmemektedir.

6.2 MTT testi ile canlilik tayini

Geng ve Yash Fibroblast Hiicrelerinde Isi
150 Stresinin Canliliga Etkisi

il

PD:25A PD:58A PD:25B PD:58B PD:25C PD:58C

ey
[=]
o

[
(=)

Canhlik (%)

Sekil 2. Isi stresinin genc ve yasli fibroblast huicreleri canliligina etkileri
*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Olusturulan 1s1 stresinin geng ve yash hiicrelerde canlihdr énemli élgiide etkilemedigi
gbzlenmektedir.
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6.3 Kantitatif realtime PCR (RT-PCR) ile tayin edilen mRNA ekspresyonu

sonuglari

6.3.1 HSP27 mRNA Ekspresyonu

Geng ve yasli fibroblastlarda isi1 stresi sonrasi HSP27
mRNA ekspresyonu

180
160 |

& &
140 |
*

120
100 %
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40

20

0

PD25-A PD58-A PD25-B PD58-B PD25-C PD58-C

HSP27/GAPDH

Sekil 3. Isi1 stresinin geng ve yasl fibroblast hiicrelerinde HSP27 mRNA
ekspresyonuna etkileri
*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol ornekleri kiyaslandiginda HSP27 ekpresyonunun yasl hicrelerde onemli
degisiklik gostermedigi gobzlenmektedir. Uygulanan 1si stresinin, hemen tayin
edildiginde, HSP27 ekspresyonlarinda geng hicrelerde azalmaya neden olurken
yasli hicrelerde artisa neden oldugu gézlenmektedir. Hlcrelerin is1 stresi sonrasinda
3 saat normal kosullarda tutulmasinin ardindan tayin edildiginde HSP27

ekspresyonlarinda hem geng hem de yasli hicrelerde artis gézlenmektedir.

*p<0.05 PD25-A'ya kiyasla; ¥p<0.05 PD58-A'ya kiyasla.
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6.3.2 HSP40 mRNA Ekspresyonu

Geng ve yasli fibroblastlarda isi stresi sonrasi HSP40
MRNA ekspresyonu
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PD25-A PD58-A PD25-B PD58-B PD25-C PD58-C

Sekil 4. Isi stresinin geng ve yash fibroblast hiicrelerinde HSP40 mRNA

ekspresyonuna etkileri
*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol ornekleri kiyaslandiginda HSP40 ekpresyonunun yasl hicrelerde onemli
degisiklik gostermedigi gbzlenmektedir. Uygulanan 1s1 stresinin hemen tayin
edildiginde HSP40 ekspresyonlarinda hem gen¢ hem de yaslh hicrelerde artisa
neden oldugu gb6zlenmektedir. Fakat bu artis istatistiksel olarak anlamh
bulunamamistir. Hlcrelerin 1s1 stresi sonrasinda 3 saat normal kosullarda
tutulmasinin ardindan tayin edildiginde HSP40 ekspresyonlarinda hem geng hem de

yasli hicrelerde yiksek miktarda bir artis gézlenmektedir.

*p<0.05 PD25-A'ya kiyasla; ¥p<0.05 PD58-A'ya kiyasla.
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6.3.3 HSP47 mRNA Ekspresyonu

Geng ve yasli fibroblastlarda i1s1 stresi sonrasi HSP47
mMRNA ekspresyonu
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Sekil 5. Isi stresinin geng ve yash fibroblast hiicrelerinde HSP47 mRNA
ekspresyonuna etkileri
*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol dérnekleri kiyaslandiginda HSP47 ekpresyonunun yasli hilcrelerde azalma
goOsterdigi gézlenmektedir. Uygulanan 1si stresinin hemen tayin edildiginde HSP47
ekspresyonlarinda hem gen¢ hem de yasli hicrelerde kontrole kiyasla artisa neden
oldugu fakat genc¢ hicrelerde elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak anlamh
olmadigi gézlenmektedir. Hucrelerin Is1 stresi sonrasinda 3 saat normal kogullarda
tutulmasinin ardindan tayin edildiginde HSP47 ekspresyonlarinda hem gen¢ hem de

yasli hicrelerde kontrole kiyasla artis gézlenmektedir.

*p<0.05 PD25-A'ya kiyasla; p<0.05 PD58-A'ya kiyasla.
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6.3.4 HSP60 mRNA Ekspresyonu

Geng ve yasli fibroblastlarda 1s1 stresi sonrasi HSP60
mRNA ekspresyonu
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Sekil 6. Isi stresinin geng ve yash fibroblast hiicrelerinde HSP60 mRNA

ekspresyonuna etkileri
*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol &érnekleri kiyaslandiginda HSP60 ekpresyonunun yasli hlcrelerde azalma
goOsterdigi gézlenmektedir. Uygulanan 1si stresinin hemen tayin edildiginde HSP60
ekspresyonlarinda hem gen¢ hem de yash hicrelerde kontrole kiyasla degisiklik
gOstermedigi gbzlenmektedir. Hucrelerin 1s1 stresi sonrasinda 3 saat normal
kosullarda tutulmasinin ardindan tayin edildiginde HSP60 ekspresyonlarinda hem

gen¢ hem de yasli hiicrelerde kontrole kiyasla artis gézlenmektedir.

*p<0.05 PD25-A'ya kiyasla; ¥p<0.05 PD58-A'ya kiyasla.
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6.3.5 HSP70 mRNA Ekspresyonu

Geng ve yasli fibroblastlarda isi stresi sonrasi HSP70
MmRNA ekspresyonu
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Sekil 7. Isi stresinin geng ve yash fibroblast hiicrelerinde HSP70 mRNA

ekspresyonuna etkileri
*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol ornekleri kiyaslandiginda HSP70 ekpresyonunun yaslh hicrelerde onemli
degisiklik gostermedigi gbzlenmektedir. Uygulanan 1s1 stresinin hemen tayin
edildiginde HSP70 ekspresyonlarinda kontrole kiyasla gen¢ hiicrelerde azalmaya
yasli hicrelerde ise artisa neden oldugu fakat elde edilen sonuglarin istatistiksel
olarak anlamli olmadigi gbzlenmektedir. Hulcrelerin 1sI stresi sonrasinda 3 saat
normal kosullarda tutulmasinin ardindan tayin edildiginde HSP70 ekspresyonlarinda

hem gen¢ hem de yasli hiicrelerde kontrole kiyasla artis gézlenmektedir.

*p<0.05 PD25-A'ya kiyasla; p<0.05 PD58-A'ya kiyasla.
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6.3.6 HSP90 mRNA Ekspresyonu

Geng ve yasli fibroblastlarda isi1 stresi sonrasi HSP90
mRNA ekspresyonu

250

*
200 r
150 |
100 |
) ]
0

PD25-A PD58-A PD25-B PD58-B PD25-C PD58-C

HSP90/GAPDH

Sekil 8. Isi stresinin geng ve yash fibroblast hiicrelerinde HSP90 mRNA
ekspresyonuna etkileri

*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol ornekleri kiyaslandiginda HSP90 ekpresyonunun yaslh hicrelerde onemli
degisiklik gostermedigi gbzlenmektedir. Uygulanan 1s1 stresinin hemen tayin
edildiginde HSP90 ekspresyonlarinda hem gen¢ hem de yash hiicrelerde dnemli
degisiklik gostermedigi gdbzlenmektedir. Hlcrelerin 1s1 stresi sonrasinda 3 saat
normal kosullarda tutulmasinin ardindan tayin edildiginde HSP90 ekspresyonlarinda
kontrole kiyasla geng¢ hucrelerde artig, yash hicrelerde kontrole kiyasla 6nemli

degisiklik olmadigi gézlenmektedir.

*p<0.05 PD25-A'ya kiyasla.
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6.4 SDS-PAGE ve Western Blot ile Tayin Edilen Protein Ekspresyonu Sonuglari

6.4.1 HSP27 Protein Ekspresyonu

Geng ve Yasl Fibroblast Hiicrelerinde HSP27/B-aktin
Protein Ekspresyonu Orani
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PD: 25A PD: 58A PD: 25B PD: 58B PD: 25C PD: 58C

HSp27 ’M-—— C——
- | S —

HSP27/B-aktin

B-aktin

Sekil 9. Isi stresinin geng ve vyasl fibroblast hiicrelerinde HSP27 protein

ekspresyonuna etkileri
*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol o6rnekleri kiyaslandiginda HSP27 ekpresyonunun vyasli hiicrelerde artis
gosterdigi gézlenmektedir. Uygulanan 1si stresinin hemen tayin edildiginde HSP27
ekspresyonlarinda gen¢ hucrelerde 6énemli bir dedisiklige neden olmazken, yash
hicrelerde kontrole kiyasla azalmaya neden oldugu gézlenmektedir. Hicrelerin 1si
stresi sonrasinda 3 saat normal kosullarda tutulmasinin ardindan tayin edildiginde
HSP27 ekspresyonlarinda geng hiicrelerde énemli bir degisiklige neden olmazken

yasli hucrelerde azalmaya neden oldugu gdzlenmektedir.

*p<0.05 PD25-A'ya kiyasla; p<0.05 PD58-A'ya kiyasla.
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6.4.2 HSP40 Protein Ekspresyonu

Geng ve Yasl Fibroblast Hiicrelerinde HSP40/B-aktin
Protein Ekspresyonu Orani
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Sekil 10. Isi stresinin geng ve yash fibroblast hicrelerinde HSP40 protein

HSP40/B-actin

ekspresyonuna etkileri
*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol ornekleri kiyaslandiginda HSP40 ekpresyonunun yasl hicrelerde onemli
degisiklik gostermedigi gbzlenmektedir. Uygulanan 1s1 stresinin hemen tayin
edildiginde geng¢ ve yash hicrelerin kontrole kiyasla HSP40 ekspresyonlarinda
degisikliJe neden olmadidi gézlenmektedir. Hicrelerin 1s1 stresi sonrasinda 3 saat
normal kosullarda tutulmasinin ardindan tayin edildiginde HSP40 ekspresyonlarinda
kontrole kiyasla gen¢ hucrelerde artis gdzlenirken yash hicrelerde degisiklik

gOstermedigi gbzlenmektedir.

*p<0.05 PD25-A'ya kiyasla.
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6.4.3 HSP47 Protein Ekspresyonu

Geng ve Yash Fibroblast Huicrelerinde Hsp47/3-aktin
Protein Ekspresyonu Orani
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Sekil 11. Isi stresinin geng ve yash fibroblast hicrelerinde HSP47 protein

Hsp47/B-aktin

ekspresyonuna etkileri
*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol érnekleri kiyaslandiginda HSP47 ekpresyonunun yasli hiicrelerde degisiklige
neden olmadigi gbézlenmektedir. Uygulanan isi stresinin hemen tayin edildiginde
geng hucrelerin HSP47 ekspresyonlarinda artisa neden oldugu yash hicrelerin
HSP47 ekspresyonlarinda o6nemli degisiklige neden olmadidi gdézlenmektedir.
Hucrelerin 1s1 stresi sonrasinda 3 saat normal kogullarda tutulmasinin ardindan tayin
edildiginde HSP47 ekspresyonlarinda geng ve yash hiicrelerde kontrollere oranla
artisa neden oldugu fakat yasl hiicrelerde istatistiksel olarak anlamhlik olmadigi

gbzlenmektedir.

*p<0.05 PD25-A'ya kiyasla.
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6.4.4 HSP60 Protein Ekspresyonu

Geng ve Yash Fibroblast Hiicrelerinde Hsp60/B-aktin
Protein Ekspresyonu Orani
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Sekil 12. Is1 stresinin geng ve yash fibroblast hicrelerinde HSP60 protein

ekspresyonuna etkileri
*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol o6rnekleri kiyaslandiginda HSP60 ekpresyonunun yash hicrelerde geng
hlcrelere kiyasla azalma gdsterdigi gézlenmektedir. Uygulanan isi stresinin hemen
tayin edildiginde gen¢ ve yasli hicrelerin HSP60 ekspresyonlarinda artisa neden
oldugu goézlenmektedir. Hucrelerin Is1 stresi sonrasinda 3 saat normal kogullarda
tutulmasinin ardindan tayin edildiginde HSP60 ekspresyonlarinda geng ve yasl

hicrelerde kontrole kiyasla degigiklik gézlenmemektedir.

*p<0.05 PD25-A'ya kiyasla.
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6.4.5 HSP70 Protein Ekspresyonu

Geng ve Yaslh Fibroblast Huicrelerinde Hsp70/B-aktin
Protein Ekspresyonu Orani
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Sekil 13. Is1 stresinin geng ve yash fibroblast hicrelerinde HSP70 protein

ekspresyonuna etkileri
*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol ornekleri kiyaslandiginda HSP70 ekpresyonunun yasl hicrelerde geng
hicrelere kiyasla arttigi gbézlenmektedir. Uygulanan 1si stresinin hemen tayin
edildiginde gen¢ ve yash hicrelerin HSP70 ekspresyonlarinda degisiklige neden
olmadiklari gézlenmektedir. Hlcrelerin 1sI stresi sonrasinda 3 saat normal kogullarda
tutulmasinin ardindan tayin edildiginde HSP70 ekspresyonlarinda geng ve yasli
hicrelerde kontrole kiyasla artis oldugu fakat yaslh hicrelerde bu artisin istatistiksel

olarak anlamli olmadigi gézlenmektedir.

*p<0.05 PD25-A'ya kiyasla.
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6.4.6 HSP90 Protein Ekspresyonu

Geng ve Yash Fibroblast Hicrelerinde Hsp90/B-aktin
Protein Ekspresyonu Orani
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Sekil 14. Isi stresinin geng ve yash fibroblast hicrelerinde HSP90 protein

ekspresyonuna etkileri
*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol ornekleri kiyaslandiginda HSP90 ekpresyonunun yasl hicrelerde geng
hicrelere kiyasla degisiklik gézlenmemektedir. Uygulanan isi stresinin hemen tayin
edildiginde gen¢ ve yash hicrelerin HSP90 ekspresyonlarinda degisiklige neden
olmadigi gézlenmektedir. Hucrelerin Is1 stresi sonrasinda 3 saat normal kogullarda
tutulmasinin ardindan tayin edildiginde HSP90 ekspresyonlarinda gen¢ ve yasli

hicrelerde kontrole kiyasla artis gézlenmektedir.

*p<0.05 PD25-A'ya kiyasla; ¥p<0.05 PD58-A'ya kiyasla.
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6.5 Protein Karbonil Tayini Sonuglari

6.5.1 ELISA yontemiyle Protein Karbonil Tayini Sonuglari

Geng ve Yasl Fibroblast Hiicrelerinde Protein
Karbonilasyonu (ELISA)
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Sekil 15. Is1 stresinin gen¢ ve yash fibroblast hicrelerinde protein karbonil
miktarlarina etkileri (ELISA)

*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol érnekleri kiyaslandiginda protein karbonil miktarlarinin yasli hiicrelerde geng
hicrelere kiyasla degismedigi gézlenmektedir. Uygulanan isi stresinin, hemen tayin
edildiginde protein karbonil miktarlarinda gen¢ hicrelerde az miktarda artisa neden
olurken vyash hucrelerde anlamli degisiklige neden olmadigi gdézlenmektedir.
Hucrelerin 1s1 stresi sonrasinda 3 saat normal kosullarda tutulmasinin ardindan tayin
edildiginde protein karbonil miktarlarinin geng¢ hicrelerde kontrole kiyasla arttigi ve
yash hicrelerde kontrole kiyasla az miktarda azaldi§i goézlenmektedir. ELISA
sonuglari ile oxy-blot sonuglari tam olarak uyusmamaktadir. Oxy-blot yénteminde
sonuglar daha anlamh ¢ikmistir. Nedeni ise, oxy-blot yénteminde 6n plana c¢ikan
bantlar analiz edilmistir ki bu bizim planladigimiz ¢alisma acgisindan daha dnem arz

etmektedir. Bu sekilde karbonillenen proteinler spesifik olarak tayin edilmistir.
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6.5.2 Oxy-Blot Yontemi ile Protein Karbonil Tayini Sonuglari

Geng ve Yaslh Fibroblast Hiicrelerinde Isi Stresi Sonrasi
Protein Karbonil Olugsumu (Oxyblot)
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>250 kDA
Band ——>

=130 kDA
=100 kDA

Band 2——>

Band

Sekil 16. Isi stresinin gen¢ ve yash fibroblast hicrelerinde protein karbonil

miktarlarina etkileri (OXY-BLOT)
*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

> 70 kDA

Kontrol érnekleri kiyaslandiginda protein karbonil miktarlarinin yasli hiicrelerde geng
hicrelere kiyasla arttigi gozlenmektedir. Uygulanan 1si stresinin, hemen tayin

edildiginde protein karbonil miktarlarinda geng¢ ve yasl hicrelerde kontrole kiyasla
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anlaml degisiklige neden olmadigi gézlenmektedir. Hicrelerin 1sI stresi sonrasinda 3
saat normal kosullarda tutulmasinin ardindan tayin edildiginde protein karbonil
miktarlarinin geng¢ ve yasli hicrelerde kontollere kiyasla anlaml degisiklige neden

olmadigi gézlenmektedir.

*p<0.05 PD25-A'ya kiyasla PD58-A; *p<0.05 PD25-B'ya kiyasla PD58-B.

6.6 Karbonile Proteinlerin LC-MS/MS ile Tayini

Tablo 2. Geng ve yagl fibroblastlarda karbonile proteinlerin LC-MS/MS ile analizi
(*data yok). Elde edilen skorlara goére degerlendirildiler. Tartisma kisminda
kullanilmak Gzere planlananlar ayrica isaretlendi.

BAND 1
PD: 25A PD: 58A PD: 25B PD: 58B PD: 25C PD: 58C
Access Protein ID m p Sc em Sc em Sc em Sc em Sc em Sc em
code w | or PA or PA o PA o PA o PA or PA
(Da e | e | e | e | e | e |
)
SEP11_  Septin-11 507 6 29 0.3 * * 87 06 28 06 12 02 60 03
HUMAN 91 . 3 4 2 6 1 6 5 4 4
5
SERA_H D-3- 564 6 14 02 * * 50 03 44 00 25 04 15 02
UMAN phosphoglycer 83 . 8 1 4 7 6 3 6 6 9
ate 3
dehydrogenas
e
STT3A_  Dolichyl- 804 8 25 00 24 00 18 02 43 00 30 00 10 0.0
HUMAN  diphospho 77 . 5 5 5 5 9 5 6 5
oligosaccharid 3
e--protein
glycosyltransfe
rase  subunit
STT3A
SYDC_H AspartyltRNA 571 6 26 06 14 03 33 07 15 05 12 04 43 0.2
UMAN synthetase, 00 . 4 5 4 7 6 6 6 5 3 6 7 9
cytoplasmic 1
SYHC_H Histidyl-tRNA 572 5 15 03 12 02 31 04 * * 11 02 76 0.2
UMAN synthetase, 43 . 4 7 5 1 4 5 3 1 1
cytoplasmic 7
SYWC_  Tryptophanyl- 530 5 50 0.0 * * 40 02 11 01 13 02 99 0.2
HUMAN  tRNA 01 . 7 2 5 4 2 2 2
synthetase, 8
cytoplasmic
TBA1A_  Tubulin alpha- 501 4 30 68 10 35 19 53 23 68 27 73 22 6.2
HUMAN 1A chain 04 .29 19 3 98 1 67 0 19 8 67 7
9
TBA1B_  Tubulin alpha- 501 4 31 68 10 35 19 53 27 68 29 73 23 6.2
HUMAN 1B chain 20 . 63 98 1 81 1 03 0 65 8 91 7
9
TBA4A_ Tubulin alpha- 498 4 12 26 55 2.1 10 28 11 3.1 10 26 92 3.1
HUMAN  4A chain 92 . 14 0 6 8 52 6 49 5 87 0 0 5
9
TBA4B_  Putative 275 7 51 04 20 06 25 06 67 06 60 06 * *
HUMAN  tubulin-like 34 . 9 7 4 8 5 7 3 7 7 7
protein alpha- 7
4B
TBB2A_ Tubulin beta- 498 4 29 75 91 04 28 54 24 64 27 49 32 49
HUMAN  2A chain 75 . 65 7 8 4 54 4 35 3 04 9 62 9
8
TBB3_H  Tubulin beta-3 504 4 34 57 82 02 28 41 26 53 31 53 33 441
UMAN chain 00 . 67 7 9 4 78 0 96 1 67 1 32 0
8
TBB5_H  Tubulin beta 49 4 41 76 11 06 34 83 30 64 38 59 36 59
UMAN chain 39 .99 5 92 6 42 0 88 9 41 7 52 7

33



TBB6_H
UMAN

TCPA_H
UMAN

TCPB_H
UMAN

TCPD_H
UMAN

TCPZ_H
UMAN

TRAP1_
HUMAN

TXND5_
HUMAN

TYPH_H
UMAN
UGPA_
HUMAN
VIME_H
UMAN
XPP3_H
UMAN

2ABA_H
UMAN

ACTB_H
UMAN

ACTBL_
HUMAN

HNRH1_
HUMAN

HNRPQ
_HUMA

HS90A_
HUMAN

HS90B_
HUMAN

IF5_HU
MAN

K1C10_
HUMAN

K1C16_
HUMAN

Tubulin beta-6
chain

T-complex
protein 1
subunit alpha
T-complex
protein 1
subunit beta
T-complex
protein 1
subunit delta
T-complex
protein 1
subunit zeta
Heat shock
protein 75
kDa,
mitochondrial
Thioredoxin
domain-
containing
protein 5
Thymidine
phosphorylase

UTP--glucose-
1-phosphate
uridylyltransfer
ase

Vimentin

Probable Xaa-
Pro
aminopeptidas
e3
Serine/threoni
ne-protein
phosphatase
2A 55 kDa
regulatory
subunit B
alpha isoform
Actin,
cytoplasmic 1

Beta-actin-like
protein 2

Heterogeneou
S nuclear
ribonucleoprot
ein H
Heterogeneou
S nuclear
ribonucleoprot
ein Q
Heat
protein
90-alpha
Heat
protein
90-beta
Eukaryotic
translation
initiation factor
5

Keratin, type |
cytoskeletal 10

shock
HSP

shock
HSP

Keratin, type |
cytoskeletal 16

498
25

603
06

573
21

577
57

578
57

735

444
32

489
94
567
74
534
88
569
97

515
28

417
10

419
76

491
98

694
29

844

76

830
81

491
92
587
92

511
05

21
15

30

41
68

28

20

3.5

0.0

0.4

0.2

0.2

0.0

0.5

0.3

0.2

39.
06

0.0

0.1

0.6

0.1

1.0

0.1

0.1

0.1

0.2

2.1

0.1

64

36

68

73

50

22
24

19
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79

21

17
16
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0.2

0.0
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0.1
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87
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0.6

23
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94
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14
09

0.2
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0.2

0.2

77.
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0.6
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35
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0.8
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0.1
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0.4
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0.3

21
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K1C9_H
UMAN

K22E_H
UMAN

K2C1_H
UMAN

K2C5_H
UMAN

K2C6B_
HUMAN

K2C7_H
UMAN

KPYM_
HUMAN
KRT81_
HUMAN

LMNA_H
UMAN

MYH14_
HUMAN

MYH9_H
UMAN

NUCB2_
HUMAN

0oDO2_
HUMAN

PDIAT_
HUMAN

PDIA3_
HUMAN

PDIAG_
HUMAN

PLD3_H
UMAN

PSD12_
HUMAN

PSMD2_
HUMAN

PSMD4_
HUMAN

PTBP1_
HUMAN

Keratin, type |
cytoskeletal 9

Keratin, type Il
cytoskeletal 2
epidermal
Keratin, type Il
cytoskeletal 1

Keratin, type Il
cytoskeletal 5

Keratin, type Il
cytoskeletal
6B

Keratin, type Il
cytoskeletal 7

Pyruvate
kinase
isozymes
M1/M2
Keratin, type Il
cuticular Hb1

Lamin-A/C

Myosin-14

Myosin-9

Nucleobindin-
2

Dihydrolipoylly
sine-residue
succinyltransfe
rase
component of
2-oxoglutarate
dehydrogenas
e complex,
mitochondrial
Protein
disulfide-
isomerase
Protein
disulfide-
isomerase A3
Protein
disulfide-
isomerase A6
Phospholipase
D3

26S
proteasome
non-ATPase
regulatory
subunit 12
26S
proteasome
non-ATPase
regulatory
subunit 2
26S
proteasome
non-ATPase
regulatory
subunit 4
Polypyrimidine
tract-binding
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27
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81
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PTBP2_
HUMAN

PTRF_H
UMAN

RHGO1_
HUMAN

RUVB1_
HUMAN

SBP1_H
UMAN

SCRN1_
HUMAN

SEP11_
HUMAN

2ABA_H
UMAN

ACTB_H
UMAN

ACTBL_
HUMAN

AL1A1_
HUMAN

AL9A1_
HUMAN

ALBU_H
UMAN

AMPL_H
UMAN

ANX11_
HUMAN

AP2M1_
HUMAN

ARSA_H
UMAN

ATPA_H
UMAN

ATPB_H
UMAN

CALR_H
UMAN

CNDP2_
HUMAN

COR1C_
HUMAN

DCTN2_
HUMAN

protein 1

Polypyrimidine
tract-binding
protein 2
Polymerase |
and transcript
release factor
Rho GTPase-
activating
protein 1
RuvB-like 1

Selenium-
binding protein
1

Secernin-1

Septin-11

Serine/threoni
ne-protein
phosphatase
2A 55 kDa
regulatory
subunit B
alpha isoform
Actin,
cytoplasmic 1

Beta-actin-like
protein 2

Retinal
dehydrogenas
e

4-
trimethylamino
butyraldehyde
dehydrogenas
e

Serum
albumin

Cytosol
aminopeptidas

e
Annexin A11

AP-2 complex
subunit mu

Arylsulfatase
A

ATP synthase
subunit alpha,
mitochondrial
ATP synthase
subunit  beta,
mitochondrial
Calreticulin

Cytosolic non-
specific
dipeptidase
Coronin-1C

Dynactin
subunit 2

574
55

434
50

504
04

501
96

523
58

463

507

91

515
29

417
10

419
76

546

536
36

664
29

561
31

543
56

496
23

518
78

551
76

517
37

464
38

527
14

532
15

440
73

26

87

67

10
94

21
54

0.0

0.6

0.7

0.2

0.0

0.7

0.3

0.1

0.6

0.1

0.6

0.2

0.1

0.1

0.2

0.2

0.0

3.0

5.3

0.5

0.1

0.4

88

86

57

70

0.9

0.0

1.0

0.0

0.1

0.1

0.1

0.3

0.0

1.4

0.5

0.2

0.1

0.2

0.1

20

14
09

0.0

0.1

0.0

0.5

0.1

0.5

0.6

0.1

0.5

0.1

0.6

0.3

0.1

0.2

0.2

0.4

4.1

2.8

0.4

0.3

0.7

0.3

25

28

90

77

67

88

60

92

76

12
23

0.0

1.1

0.1

0.1

0.2

0.7

0.6

0.0

0.4

0.1

2.0

0.2

0.2

0.2

0.0

0.3

0.1

3.0

1.0

0.5

0.1

0.4

0.0
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0.0

0.1

0.2

0.0
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0.1

0.2

0.4

0.3

0.1

0.1

1.9

1.9

1.4

0.1

0.2

0.1

25

11

62

76
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83
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DDX39_  ATP- 489 30 04 42 00 39 10 17 01 * * 10 0.0
HUMAN  dependent 67 1 4 8 6 7 0 6 8 8
RNA helicase
DDX39
DESM_ Desmin 533 43 08 43 07 18 07 76 07 69 07 13 038
HUMAN 72 9 3 5 1 59 1 4 1 2 1 54 3
DHE3_H Glutamate 559 3 06 16 00 16 03 13 03 55 01 67 01
UMAN dehydrogenas 73 9 9 6 6 4 1 4 2 9
e 1,
mitochondrial
DPYL2_  Dihydropyrimi 622 * * 35 00 10 00 60 01 10 02 16 03
HUMAN  dinase-related 55 6 3 6 2 2 6 9 3
protein 2
EF1A1_  Elongation 501 70 01 63 00 27 05 8 01 13 01 79 04
HUMAN  factor 1-alpha 09 5 7 1 8 5 7 5 5
1
ENOA _ Alpha-enolase 470 40 27. 92 26 44 31. 24 13. 19 73 18 11.
HUMAN 09 22 00 2 6 49 57 08 16 62 3 94 17
ENOB_ Beta-enolase 468 53 03 27 01 66 02 25 01 33 01 32 02
HUMAN 26 7 6 7 7 7 6 9 6 4 6 0 6
ENOG_ Gamma- 471 67 05 3 02 92 05 70 09 37 02 43 0.2
HUMAN  enolase 08 3 7 3 6 2 7 8 7 7 5 6 5
ENPL_H Endoplasmin 901 42 00 37 00 71 01 33 02 20 00 45 00
UMAN 22 4 4 2 0 6 8 8 4
ERF1_H  Eukaryotic 488 29 04 88 01 45 06 66 02 50 01 61 0.2
UMAN peptide chain 69 7 4 6 9 7 5 6 5
release factor
subunit 1
F10A1_ Hsc70- 413 41 04 43 00 34 04 33 01 18 0.3 i i
HUMAN interacting 06 47 1 9 6 1 9 1 0
protein 7
FSCN1_  Fascin 543 21 06 9 03 48 10 94 02 80 03 46 01
HUMAN 65 3 9 0 8 5 2 9 4
G6PD_H  Glucose-6- 590 63 0.1 * * 12 02 46 00 16 04 23 05
UMAN phosphate 1- 88 3 6 7 6 2 4 4 3
dehydrogenas
e
G6PI_H Glucose-6- 629 3% 03 59 00 24 02 57 04 48 04 60 07
UMAN phosphate 76 3 3 6 9 6 0 9 0 9 7 7
isomerase
GSHB_ Glutathione 522 30 03 72 01 47 05 29 05 94 01 i i
HUMAN  synthetase 21 9 2 5 9 1 0 1 5
GSHR_ Glutathione 516 48 00 87 0.0 i i 71 01 48 00 50 0.0
HUMAN  reductase, 67 7 7 4 7 7
mitochondrial
HBB_HU Hemoglobin 158 4 02 44 02 64 02 32 02 59 02 * *
MAN subunit beta 57 4 4 4 4 4
HNRH1_  Heterogeneou 491 38 10 76 01 30 05 12 02 15 03 * *
HUMAN s nuclear 99 0 7 6 6 5 8 4 3 4
ribonucleoprot
ein
HNRPQ Heterogeneou 694 91 0.1 * * 3 02 74 00 60 00 52 00
_HUMA s nuclear 29 1 0 3 5 5 5
N ribonucleoprot
ein Q
HS90A_  Heat shock 844 13 01 79 01 52 01 24 02 21 01 16 0.1
HUMAN  protein HSP 76 1 9 4 2 9 9 4 0 9 1 9
90-alpha
HS90B_  Heat shock 830 10 0.1 * * 48 01 19 01 13 00 11 00
HUMAN protein  HSP 81 5 4 0 9 4 4 7 9 4 9
90-beta
BAND 2
ACAP2_  Arf-GAP with 879 27 00 29 00 21 00 29 00 22 00 * *
HUMAN coiled-caoil, 73 4 4 4 4 4
ANK repeat
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AL1A1_
HUMAN

ALBU_H
UMAN

AMPL_H
UMAN

CALR_H
UMAN

CH60_H
UMAN

CKAP4_
HUMAN

DCD_H
UMAN

DESM_
HUMAN

G6PI_H
UMAN

K1C10_
HUMAN

K1C9_H
UMAN

K22E_H
UMAN

K2C5_H
UMAN

K2C7_H
UMAN

K2C71

KPYM_
HUMAN

LS14B_
HUMAN

PDIA3_
HUMAN

PTRF_H
UMAN

TBA1A_
HUMAN

TBA1B_
HUMAN

TBB2A_
HUMAN

TBB3_H
UMAN

TBB5_H

and PH
domain-
containing
protein 2
Retinal
dehydrogenas
e

Serum
albumin

Cytosol
aminopeptidas
e

Calreticulin

60 kDa heat
shock protein,
mitochondrial
Cytoskeleton-
associated
protein 4
Dermcidin

Desmin

Glucose-6-
phosphate
isomerase
Keratin, type |
cytoskeletal 10

Keratin, type |
cytoskeletal 9

Keratin, type Il
cytoskeletal 2
epidermal
Keratin, type Il
cytoskeletal 5

Keratin, type Il
cytoskeletal 7

Keratin, type Il
cytoskeletal 71

Pyruvate
kinase
isozymes
M1/M2

Protein LSM14
homolog B

Protein
disulfide-
isomerase A3
Polymerase |
and transcript
release factor
Tubulin alpha-
1A chain

Tubulin alpha-
1B chain

Tubulin
2A chain

beta-

Tubulin beta-3

chain

Tubulin  beta

546
96

664
29

561
31

464
38

579
27

659

925

533

72

629
76

587
92

620
27

653

623

40

512
23

572

577
69

420

45

542
31

434

501

04

501
20

498
75

504
00

496

29

12
65

18

15

68

31

36

18

28

33

75

34

1.4

0.2

0.3

1.6

0.7

1.0
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0.6
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0.0
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12
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0.6

27

0.8

0.7

2.1

0.5

0.6

0.1

0.6

6.2

0.0
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34
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UMAN chain 39 53 9 66 7 3 02 3 48 4
TBB6_H  Tubulin beta-6 498 20 35 13 26 34 0.1 15 23 53 04 * *
UMAN chain 25 80 95 3 5 95 8 9 3
TCPB_H  T-complex 573 77 1.7 9% 1.7 15 0.1 51 06 21 47 21 041
UMAN protein 1 21 3 1 7 1 7 3 0 5 89 4 3 3

subunit beta
TCPZ_H  T-complex 578 23 02 21 041 * * 12 02 53 03 38 0.0
UMAN protein 1 57 7 8 0 3 9 0 6 6 6

subunit zeta
TRY1_H  Trypsin-1 240 * * 12 03 33 03 14 03 10 03 23 04
UMAN 99 5 0 7 0 4 0 2 0 6 8
U17L1_ Putative 595 33 | 38 | 27 | 25 | 47 | 24 |
HUMAN ubiquitin 52 5

carboxyl-

terminal

hydrolase 17-

like protein 1
UGPA_ UTP--glucose- 567 40 07 91 1.7 10 041 64 12 52 038 * *
HUMAN 1-phosphate 74 9 7 2 5 6 3 6 8 3 8

uridylyltransfer

ase
BAND 3
ACAP2_  Arf-GAP with 879 20 00 23 00 23 00 19 00 24 00 25 0.0
HUMAN coiled-cail, 73 4 4 4 4 4 4

ANK repeat

and PH

domain-

containing

protein 2
ACTB_H Actin, 417 15 02 55 041 15 05 13 01 44 05 22 04
UMAN cytoplasmic 1 10 7 9 9 7 3 4 9 2 3 3 1
AHNK_H  Neuroblast 628 85 0.1 48 00 93 0.1 77 01 81 041 63 0.0
UMAN differentiation- 699 8 8 2 9 3 8 0 2 9 1 2

associated

protein

AHNAK
ALBU_H  Serum 664 67 0.1 11 01 23 0.1 26 00 27 00 30 0.1
UMAN albumin 29 6 6 1 9 6 5 5 3 6
AMPN_ Aminopeptidas 109 11 01 38 03 94 08 11 07 21 1.0 21 1.4
HUMAN eN 340 9 8 7 5 9 1 45 0 48 7 99 4
ASAP2_  Arf-GAP with 111 26 * 28 * 30 00 26 0.0 * * 28 *
HUMAN SH3 domain, 581 3 3

ANK repeat

and PH

domain-

containing

protein 2
AT2B1_ Plasma 138 * * 19 0.1 16 0.1 12 0.0 52 0.1 11 0.0
HUMAN membrane 668 0 1 8 1 9 5 1 4 5 5

calcium-

transporting

ATPase 1
AT2B3_ Plasma 134 78 00 11 00 13 00 77 00 29 00 11 0.0
HUMAN membrane 112 3 9 6 3 8 3 5 8 5 6

calcium-

transporting

ATPase 3
AT2B4 Plasma 137 11 00 22 01 30 041 15 0.0 37 0.1 25 041
HUMAN membrane 833 4 5 6 7 5 7 2 8 9 7 9 1

calcium-

transporting

ATPase 4
CLH1_H  Clathrin heavy 191 33 14 50 26 41 25 17 07 97 04 96 05
UMAN chain 1 361 50 7 69 7 86 4 58 3 6 6 6 4
CLH2_H  Clathrin heavy 186 85 02 11 04 13 03 61 02 32 041 25 041
UMAN chain 2 910 4 6 49 7 98 9 0 1 4 2 6 2
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COBA3_
HUMAN

COPA_
HUMAN

DCD_H
UMAN

DESM_
HUMAN

DHX9_H
UMAN
DYHC1_
HUMAN

EEA1_H
UMAN

EIF3A_H
UMAN
FAS_HU
MAN

FAS_HU
MAN

FLNA_H
UMAN

FLNB_H
UMAN

FLNC_H
UMAN

G3P_HU
MAN

IQGA1_
HUMAN

IQGA3_
HUMAN

IQGA3_
HUMAN

K1C10_
HUMAN

K1C14_
HUMAN

K1C16_
HUMAN

K1C9_H
UMAN

K22E_H
UMAN

K2C3_H
UMAN

Collagen
alpha-3(VI)
chain
Coatomer
subunit alpha

Dermcidin
Desmin

ATP-
dependent
RNA helicase
A

Cytoplasmic
dynein 1
heavy chain 1
Early
endosome
antigen 1
Eukaryotic
translation
initiation factor
3 subunit A
Fatty acid
synthase

Fatty acid
synthase

Filamin-A
Filamin-B
Filamin-C

Glyceraldehyd
e-3-phosphate
dehydrogenas

e
Ras GTPase-
activating-like
protein
IQGAP1
Ras GTPase-
activating-like
protein
IQGAP3
Ras GTPase-
activating-like
protein
IQGAP3
Keratin, type |
cytoskeletal 10

Keratin, type |
cytoskeletal 14

Keratin, type |
cytoskeletal 16

Keratin, type |
cytoskeletal 9

Keratin, type Il
cytoskeletal 2
epidermal
Keratin, type Il
cytoskeletal 3

340
597

138
258

925
533
72
140
869
532
072

162
368

166
337
273
254

273
254

280
433

277
991

290
841

358
99

189
001

184
584

184
584

587

92

513
98

511
05

620
27

653
93

643
78

12
33

62

62

56

13
21
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11
18

88
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K2C4 H
UMAN

K2C5_H
UMAN

K2CBA _
HUMAN

K2C6B_
HUMAN

K2C7_H
UMAN

K2C72_
HUMAN

KPYM_
HUMAN
KRT84_
HUMAN

MYH10_
HUMAN

MYH11_
HUMAN

MYH14_
HUMAN

MYOF _
HUMAN

RRBP1_
HUMAN

RS27A_
HUMAN

SPTB2_
HUMAN

SUMO2

HUMA
TBA1B_
HUMAN

TLN1_H
UMAN

TSP1_H
UMAN

UACA_H
UMAN

UBR4_H
UMAN

UGGG1
HUMA

VIME_H
UMAN

Keratin, type Il
cytoskeletal 4

Keratin, type Il
cytoskeletal 5

Keratin, type Il
cytoskeletal
6A

Keratin, type Il
cytoskeletal
6B

Keratin, type Il
cytoskeletal 7

Keratin, type Il
cytoskeletal 72

Pyruvate
kinase
isozymes
M1/M2
Keratin, type Il
cuticular Hb4

Myosin-10

Myosin-113

Myosin-14

Myoferlin

Ribosome-
binding protein
1
Ubiquitin-40S
ribosomal
protein S27a
Spectrin  beta
chain, brain 1

Small
ubiquitin-
related
modifier 2
Tubulin alpha-
1B chain

Talin-1

Thrombospon
din-1

Uveal
autoantigen
with coiled-coil
domains and
ankyrin
repeats

E3  ubiquitin-
protein ligase
UBR4

UDP-
glucose:glycop
rotein
glucosyltransf
erase 1
Vimentin

572
50

623
40

598

598

99

512
23

558

577
67

648

01

228
727

227
199

227
601

234
561

152
381

941
274
439
106
02
501
20

269
599

127
414

162
404

573
476

172
924
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88

87

59
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47

10
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09
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Tablo 3. Geng¢ ve yaslh fibroblastlarda karbonile proteinlerin MALDI TOF MS ile
analizi (*data yok)

Access code Protem ID mW D2 pl Score
PD:25A
BAND1 TBB>_HUMAN Tubulm beta cham 49639 48 o4
TBB2A_HUMAN  Tubulin betz-2A chaim 49875 48 34
VIME_HUMAN Tubulin beta-2B chain 53488 5.0 67
TBB2B_HUMAN  Tubulin beta-2B chaim 49921 48 54
TBB4B_HUMAN  Tubulin betz-4B chain 49799 438 33
BAND2 VIME_HUMAN Vimentin 53488 50 94
ZN443_HUMAN Zic fmger protsin 443 77465 93 34
BAND3 NDUAS HUMAN  NADH dehydrogenass [ubiqumone] ! alpha subcomplex subunit 9, mitochondrial 38876 9.7 36
PD:38A
BAND1 VIME HUMAN Vimentm 33488 3.0 67
DICER_HUMAN Endoribonuclease Dicer 218542 55 49
PKH4B_HUMAN  Pleckstrin homology domam-contaming family G member 4B 139580 6.3 113
MLIP_HUMAN Muscular LMNA-mteracting protein 50398 6.0 47
GLRX1_HUMAN  Glutarsdoxin-1 11637 8.4 *
ARLSA HUMAN  ADP-gibosylation factor-like protein 8A 21402 7.6 23
CJi11_HUMAN Uncharacterized protem C10orflll 17754 100 23
CDY2 HUMAN Testis-specific chromodomaim protem Y 2 60486 9.1 39
BAND2 EXPH5_HUMAN  Exophilin-3 222382 8.0 34
BAND3 NKAPL HUMAN  NKAP-like protein 46284 9.7 43
KCQID_HUMAN  KCNQ! downstream ngighbor protem 7380 9.6 32
PD:25B
BAND1 PSBS_HUMAN Protezsome subunit beta type-8 22645 16 41
BAND2 CD320_HUMAN CD320 antigen 25553 46 33
BAND3 UB6L2 HUMAN  Protem USP6-like 2 17709 78 24
MKS1_HUMAN Meckel syndrome type 1 protem 61993 92
S15A4 HUMAN Solute carrier family 13 member 4 67203 6.1 15
CLHCI_HUMAN  Clathrim heavy cham linker domam-contzming protein 1 21215 56 15
PSB11_HUMAN Proteasome subunit beta type-11 37652 8.6 20
DNJB4_ HUMAN  Dnal homolog subfamily B ber 4 58889 5.6 19
FTCD_HUMAN 8437 9.1 16
SVIP_HUMAN Small VCP/p97-interacting protem 9436 82 15
ELOF!1_HUMAN Transcription el ton factor 1 homol 61993 92 4
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6.7 ELISA Yontemi ile Nitrotirozin Tayini Sonuglari

Geng ve yasl fibroblastlarda is1 stresi sonrasi
nitrotirozin olugsumu

1111

PD25-A PD58-A PD25-B PD58-B PD25-C PD58-C

140
120
100 |
80 |
60 -
40 |
20 |

Sekil 17. Isi stresinin geng ve yasl fibroblast hiicrelerinde protein nitrotirozin

miktarlarina etkileri
*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol érnekleri kiyaslandiginda protein karbonil miktarlarinin yasli hiicrelerde geng
hicrelere kiyasla degismedigi gézlenmektedir. Uygulanan isi stresinin, hemen tayin
edildiginde protein karbonil miktarlarinda gen¢ hicrelerde az miktarda artisa neden
olurken vyash hucrelerde anlamli degisiklige neden olmadigi gdézlenmektedir.
Hucrelerin 1s1 stresi sonrasinda 3 saat normal kosullarda tutulmasinin ardindan tayin
edildiginde protein karbonil miktarlarinin gen¢ hiicrelerde ve yasl hiicrelerde kontrole

kiyasla degisiklik olmadigi gdzlenmektedir.

6.8 Proteomik Analiz

6.8.1 iki Boyutlu jel elektroforezi

Geng ve yash fibroblastlarda 1s1 sok etkisi ve 1s1 sok etkisi sonrasi geri kazanim
prosesi uygulanarak gerceklesen protein ekspresyon degisimleri 2D-jel elektroforezi
yontemi ile her bir gruba ait protein haritalari gikarilarak gergeklestiriimistir. Sekil
18'de goéruldigu gibi gruplar arasi ekspresyonlari dedisen 9 adet protein spotu
belirlenmigtir. Ekspresyon degisim degerleri Bio 2D-Software (Vilber Lourmat) ile
analiz edilmistir. Sekil 19' da her bir protein spotuna ait ekspresyon degisimleri

gruplar arasi karsilastirmalar yapilarak degerlendirilmistir.
6.8.2 Kiitle Spektrometri Analizleri

iki boyutlu jel elektroforezi sonrasinda elde edilen protein spotlarindan ekspresyon

degisimi gosteren 9 adet protein spotunun MALDI TOF MS analizleri yapilmistir.
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Kitle spektrometrisi analizleri ile tanimlanan proteinler iki boyutlu jel Uzerinde
gOsterilmistir (Sekil 20).

Tablo 4' de analizleri yapilan proteinlere ait spot numaralari, Gyelik numaralari
(Accession number, AN), protein adi, skor, izolektrik noktalar (pl), molekiler
agirhklari (MW) gosterilmistir. Yapilmis olan analizler sonucunda belirlenen 9 adet
protein spotu, "Galectin-1", "Heat shock 70 kDa protein", Tropomyosin alpha-3
chain", "Calreticulin, 60 kDa heat shock protein", "Tropomyosin alpha-4 chain",

"Perilipin-3", "Calumenin”, "Vimentin" olarak tanimlanmistir.
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MW
250-10 (kDa)

Sekil 18. Her bir gruba ait total proteinlerin 2D-jel ile gésterimi. *A: 37 °C’'de 1 saat, B:
42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat
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Spot 1(Galectin-1)

Spot 2 (Heat shock 70 kDa
protein)

Spot 3 (Tropomyosin alpha-3
chain)

Spot 4 (Calreticulin)

Spot 5 (60 kDa heat shock
protein)

Spot 6 (Tropomyosin alpha-4
chain)

Spot 7 (Perilipin-3)
Spot 8 (Calumenin)

Spot 9 (Vimentin)

O25A
@E58A
E25B
O58B
@25C
@58C

0 100 200 300 400

Sekil 19. Ekspresyonu degdisen proteinlerin dansitometrik analizleri
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Sekil 20. Kutle spektrometrisi ile tanimlanan proteinlerin 2D-jelde gosterimi
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Tablo 4. Kitle spektrometrisi analizleri ile belirlenen proteinler

Spot A.N. Protein adi Skor pl Mw (kDa)
numarasi

1 P09382 Galectin-1 137 5.30 14
2 P11142 Heat shock 70 kDa protein 69 5,61 70,9
3 P06753-2 Tropomyosin alpha-3 chain 219 4,75 29
4 pP27797 Calreticulin 151 4,29 48,1
5 P10809 60 kDa heat shock protein 95 5,24 61

6 P67936 Tropomyosin alpha-4 chain 235 4,69 28,5
7 060664 Perilipin-3 122 5,30 47
8 043852 Calumenin 56 4,46 371
9 P08670 Vimentin 61 5,05 53.6

6.9 siRNA ile HSP70 susturulmasi

Cont GAP Nontarget Hsp70

HSP70 s s S

GAPDH o s S—

HSP70 GAPDH
140 140
120 120 +
100 | 100
o 5
2 80 [ & 80 |
T (U]
60 60 |-
40 40
0 - 20 |
0

Control Non target Hsp70 siRNA
Control Non target Hsp70 siRNA

Sekil 21. Pozitif kontrol siRNA (GAPDH), negatif kontrol siRNA (non targeting) ve
hedef siRNA transfeksiyonlarinin kontrol érnekleri ile kiyaslanmasi. HSP70 siRNA
uygulanmis hucrelerde kontrol ve negatif kontrole kiyasla HSP70 ekspresyonunda

%90 oraninda azalma gézlendi. GAPDH siRNA ile ise %50 susturma gergeklestirildi.
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6.10 KNK437 ile HSP70 inhibisyonunun Isi Soku ile Etkisi

6.10.1 Geng Fibroblast Hiicrelerinde KNK437 ile HSP70 inhibisyonu

Geng fibroblast hiicrelerinde KNK437'nin HSP70/3-
aktin oranina etkisi

350
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300 f
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HSP70 — I —-
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Sekil 22. PD25 olan geng¢ hicrelerde HSP70 inhibitori KNK437'nin HSP70
ekspresyonuna ve isi soku ile indiiklenmesine etkisi. A: DMSO kontrol, B: KNK437
kontrol, C: DMSO + 1 saat 1si sok + 3 saat inkibasyon, D=KNK437 + 1 saat i1s1 sok

+ 3 saat inkibasyon

Sonuglardan KNK437'nin geng hiicrelerde 0Ozellikle i1s1 soku ile indiklenen HSP70
ekspresyonunda azalmaya neden oldugu gézlenmigtir. *p<0.05 A'ya kiyasla C;
4p<0.05 C'ye kiyasla D.

6.10.2 Yasl Fibroblast Hiicrelerinde KNK437 ile HSP70 inhibisyonu

Yasli fibroblast hiicrelerinde KNK437'nin
HSP70/B-aktin oranina etkisi

300
*
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c
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o
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—— et e —
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Sekil 23. PD58 olan yash hucrelerde HSP70 inhibitérit KNK437’nin HSP70
ekspresyonuna ve isi soku ile indiiklenmesine etkisi. A: DMSO kontrol, B: KNK437
kontrol, C: DMSO + 1 saat I1sI sok + 3 saat inkiibasyon, D=KNK437 + 1 saat 1sI $ok

+ 3 saat inkibasyon

Sonuglardan KNK437'nin yash hiicrelerde 6zellikle 1s1 soku ile indiklenen HSP70

ekspresyonunda azalmaya neden oldugu gézlenmisgtir.

*p<0.05 A'ya kiyasla C; ¥p<0.05 C'ye kiyasla D.

6.11 Sivi Sintilasyon Metodu ile Protein Dongisii Tayini

6.11.1 Geng ve Yash Hiicrelerde Sivi Sintilasyon Metodu ile Protein Déngiisi

Tayini
Geng ve yash fibroblast
Geng ve yash fibroblast hiicrelerinde ¢coziiniir Geng ve yasl fibroblast
hﬁcreletindf ?rotein protein bagli hiicrelerinde protein
dongisi radyoaktivitesi = agregatlar
100 5 100 58 X
80 £Z g8
= sg 8 eS¢
= a3 v >
N 5z =
5 60 2 £ 60 EE
T 5 £ * =]
a 40 o2 40 Sa
£s 5,
20 T2 20 sc
g~ g
0 S S o
PD: 25 A PD: 58A PD: 25 A PD: 58A PD:25 A PD: 58A

Sekil 24. Hicresel yaslanmanin protein dongusi ve protein agregat olusumu Uzerine
etkileri

Hucrelerde pasaj numarasi artisi ile yaslanmanin proteolitik yikimda ve ¢6zinebilir
protein miktarlarinda anlamli derecede azalmaya neden oldugu, ¢ézinmeyen protein

agregatlarinda ise anlamli derecede bir artisa neden oldugu gézlenmistir.

*p<0.05 25A'ya kiyasla 58A.
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6.11.2 Isi1 Stresi Uygulanan Geng¢ Hiicrelerde Sivi Sintilasyon Metodu ile Protein

Doéngiisu Tayini

Is1 Stresi Uygulanan Geng¢ Hiicrelerde Protein
Dongusu
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80
40
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0

PD:25A PD:25B PD:25C

Proteoliz (%)

Is1 Stresi Uygulanan Geng Hiicrelerde Is1 Stresi Uygulanan Geng Hiicrelerde
Coziinur Protein bagh Radyoaktivite Protein Agregat Miktari
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(Total proteinin ylzdesi)

(=

Sekil 25. PD25 olan geng¢ hicrelerde 1s1 uygulamasinin protein doéngusda,
¢ozundr protein ve protein agregat miktarina etkisi. *A: 37 °C’de 1 saat, B: 42
°C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol ile kiyaslandidinda protein dénglsu olarak adlandirilan proteolizin her iki
grupta da degisiklik géstermedidi gozlendi. Cézinen proteinlerin her iki grupta da
kontrole kiyasla azaldi§i gbzlendi. Protein agregatlarinin da her iki grupta kontrole

kiyasla azaldigi gézlendi.

*p<0.05 PD:25A'ya kiyasla.
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6.11.3 siRNA ile HSP70 Ekspresyonunu Susturulan Geng¢ Hiicrelerde Sivi

Sintilasyon Metodu ile Protein D6ngiisu Tayini

siRNA ile HSP70 Ekspresyonunu Susturulan Geng
o Hucrelerde Protein Donglisi
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Sekil 26. PD25 olan geng hicrelerde siRNA ile HSP70 susturulmasinin
ardindan 1s1 uygulamasinin protein dongusl, ¢o6zunlr protein ve protein
agregat miktarina etkisi. *A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’'de 1 saat, C: 42 °C’de 1
saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol ile kiyaslandiginda protein dénglsu olarak adlandirilan proteolizin her iki
grupta da degisiklik gostermedigi gozlendi. Coziinen proteinlerin sadece 1isi
uygulamasi sonrasi 3 saat normal kosullarda tutulan C grubunda kontrole kiyasla
azaldigi gozlendi. Protein agregatlarinin her iki grupta kontrole kiyasla azaldigi

g6zlendi.

*p<0.05 PD:25A'ya kiyasla.
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6.11.4 KNK437 ile HSP70 inhibisyonu Yapilan Geng Hiicrelerde Sivi Sintilasyon

Metodu ile Protein Dongiisii Tayini

KNK437 ile HSP70 inhibisyonu Yapilan Geng
Hiicrelerde Protein Donglisi
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Sekil 27. PD25 olan geng hiicrelerde KNK437 ile HSP70 inhibisyonunun
ardindan 1s1 uygulamasinin protein dongusl, ¢6zinlr protein ve protein
agregat miktarina etkisi. A: DMSO kontrol, B: KNK437 kontrol, C: DMSO + 1
saat I1sI sok + 3 saat inklUbasyon, D=KNK437 + 1 saat IsI sok + 3 saat

inkbasyon

Kontrol ile kiyaslandiginda protein donglsU olarak adlandirilan proteolizin ve
¢6zunen proteinlerin KNK437 uygulamasi ile kontrole kiyasla arttigi gézlendi. C ve D
gruplarinda kontrole kiyasla azalma go6zlendi. Protein agregatlarinin KNK437
uygulamasi ile kontrole kiyasla arttigi goézlendi. C grubunda kontrole kiyasla

azalirken, D grubunda kontrole kiyasla arttigi gézlendi.

*p<0.05 A'ya kiyasla; 4p<0.05 A'ya kiyasla; p<0.05 B'ye kiyasla.
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6.12 Proteazom Aktivite Tayini

6.12.1 Is1 Stresi Uygulanan Geng ve Yasl Hiicrelerde Proteazom Aktivite Tayini

Geng ve yasli fibroblast hiicrelerinde proteazom aktivitesi
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PD:25A PD:258 PD PD:25C PD:58C

Sekil 28. Isi1 stresinin geng ve yash fibroblast hiicrelerinde proteazom aktivitesi

Uzerine etkileri
*A: 37 °C’de 1 saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol ornekleri kiyaslandiginda proteazom aktivitesinin yasli hicrelerde geng
hicrelere kiyasla azaldigi gézlenmektedir. Uygulanan isi stresinin, hemen tayin
edildiginde proteazom aktivitesinde hem gen¢ hem de yash hicrelerde azalmaya
neden oldugu gézlendi. Hucrelerin 1sI stresi sonrasinda 3 saat normal kosullarda
tutulmasinin ardindan tayin edildiginde proteazom aktivitesinde hem gen¢ hem de

yasli hucrelerde azalmaya neden oldugu gdzlendi.

*p<0.05 PD:25A'ya kiyasla; ¥p<0.05 PD:58A'ya kiyasla; *p<0.05 PD:25A'ya kiyasla.
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6.12.2 siRNA ile HSP70 Ekspresyonu Susturulan Geng¢ Hiicrelerde Proteazom
Aktivite Tayini

Geng fibroblast hucrelerinde siRNA uygulamasi ve

E ISI stresi sonrasi 26S Proteazom aktivitesi
& s00 r
B2 700 )
3 :
600 |
2 g %
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o< 200 |
-
2 [ mm
& - 0 L A A J
g PD:25A-siRNA PD:258-siRNA PD:25C-siRNA

Sekil 29. PD25 olan geng hicrelerde siRNA ile HSP70 susturulmasinin
ardindan is1 uygulamasinin proteazom aktivitesi Gzerine etkisi. *A: 37 °C’de 1
saat, B: 42 °C’de 1 saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat

Kontrol ile kiyaslandidinda proteazom aktivitesinde siRNA uygulamasi sonrasi artis
gOzlenmistir. . Cézliinen proteinlerin sadece i1s1 uygulamasi sonrasi 3 saat normal
kosullarda tutulan C grubunda kontrole kiyasla azaldigi goézlendi. Protein

agregatlarinin her iki grupta kontrole kiyasla azaldigi1 gézlendi.

*p<0.05 PD:25A'ya kiyasla.

54



6.12.3 KNK437 ile HSP70 inhibisyonu Yapilan Geng ve Yash Hiicrelerde

Proteazom Aktivite Tayini

Geng fibroblast hicrelerinde 20S proteazom

— aktivite tayini
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Sekil 30. PD25 olan geng hicrelerde HSP70 inhibitéri KNK437'nin 20S proteazom aktivitesi
Uzerine etkileri. A: DMSO kontrol, B: KNK437 kontrol, C: DMSO + 1 saat Is1 sok + 3 saat
inkubasyon, D=KNK437 + 1 saat 1sI1 sok + 3 saat inkibasyon

20S proteazom aktivitesinin kontrol hiicrelerinde KNK437 ile azaldigi gdzlenmistir. Isi stresi
ile kontrole gore 20S aktivitesi azalmistir. KNK437’nin 1s1 stresi hicrelerinde 20S aktivitesinde

artisa neden oldugu gézlenmisgtir.

Geng fibroblast hicrelerinde 265 proteazom
aktivite tayini
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Sekil 31. PD25 olan geng hiicrelerde HSP70 inhibitorii KNK437’nin 26S proteazom aktivitesi
Uzerine etkileri. A: DMSO kontrol, B: KNK437 kontrol, C: DMSO + 1 saat Is1 sok + 3 saat
inkubasyon, D=KNK437 + 1 saat 1sI sok + 3 saat inkibasyon

Proteazom Aktivitesi
(nmol MCA / min x mg protein)
- S
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26S proteazom aktivitesinin kontrol hicrelerinde KNK437 ile arttigi goézlenmistir. Isi stresi ile
kontrole gore 26S aktivitesinde degisiklik gdozlenmemistir. KNK437'nin 1si1 stresi hiicrelerinde

26S aktivitesinde artisa neden oldugu gézlenmistir.

Yash fibroblast hiicrelerinde 208 proteazom
aktivite tayini
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Sekil 32. PD58 olan yasl hiicrelerde HSP70 inhibitérii KNK437'nin 20S proteazom aktivitesi
Uzerine etkileri. A: DMSO kontrol, B: KNK437 kontrol, C: DMSO + 1 saat is1 sok + 3 saat
inkubasyon, D=KNK437 + 1 saat 1sI1 sok + 3 saat inkibasyon

Proteazom Aktivitesi
(nmol MCA / min x mg protein)

20S proteazom aktivitesinin kontrol hiicrelerinde KNK437 ile degismedigi gézlenmistir. Isi
stresi ile kontrole gore 20S aktivitesinde azalma go6zlenmistir. KNK437'nin 1s1 stresi

hicrelerinde 20S aktivitesinde artisa neden oldugu gézlenmistir.

Yagh fibroblast hiicrelerinde 265 proteazom
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Sekil 33. PD58 olan yasl hiicrelerde HSP70 inhibitérii KNK437'nin 20S proteazom aktivitesi
Uzerine etkileri. A: DMSO kontrol, B: KNK437 kontrol, C: DMSO + 1 saat Is1 sok + 3 saat
inkiibasyon, D=KNK437 + 1 saat 1sI sok + 3 saat inkiibasyon 26S proteazom aktivitesinin

kontrol hiicrelerinde KNK437 ile dedismedigi gézlenmistir. Isi stresi ile kontrole gore 26S
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aktivitesinde degisiklik gézlenmemistir. KNK437'nin isi stresi hiicrelerinde 26S aktivitesinde

artisa neden oldugu gézlenmistir.

6.13 HSP40 immiinpresipitasyonu

PD:25A PD:25C

70kDa >
55kDa >

b G

35kDa >

Sekil 34. PD:25 olan geng hiicrelerde HSP40 immiinpresipitasyonu. HSP40
¢cOkturtlmesinin ardindan HSP70 ve HSP27 antikoru baglandidinda higbir bant
g6zlenmedi ve bu proteinlerin HSP40'a baglanmadigi saptandi. *A: 37 °C’de 1
saat, C: 42 °C’de 1 saat + 37 °C’de 3 saat
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7. TARTISMA/SONUC

Yaslanma, hicre fonksiyonlarinda ve fizyolojisinde degisiklikler ile karakterize olan
oldukga komplike bir prosestir. One siiriilen yiizlerce teorinin yanisira yaslanmada
serbest radikal teorisi mekanizmasi agiklamasi acgisindan 6nemli yer tutmaktadir
(Harman, 1956). Bu teori, yaslanma sirecinde birgok biyomolekilin oksidatif
modifikasyona ug@radigini kabul etmektedir. Diger molekillerin yanisira, protein
oksidasyonu yaslanma esnasinda dnemli rol oynar. Yaglanma esnasindaki protein
oksidasyonunda baslica problem, proteazomal sistem gibi yikim mekanizmalarinda
meydana gelen aksama ve antioksidan savunmada olusan azalma nedeniyle hasarli
proteinlerin akimile olmasidir (Grune vd., 1997; Matsubara ve Machado, 1991 .
Hucre icerisinde proteazomal degradasyon farkli mekanizmalar ile dizenlenmekte ve
son yillarda 1s1 sok proteinlerinin bu regulatdrler arasinda olduguna inaniimaktadir
(Grune vd., 2011).

Ist sok proteinleri (HSP) ekspresyonlari stres durumunda artis gosteren ve
organizmada yuksek oranlarda bulunan bir protein ailesidir. Is1 soku, reaktif oksijen
turleri, ilaglar veya inflamasayon gibi durumlarda ekspresyonlari 3-4 kat artis
gostermektedir (Garrido vd., 2001). Tum fonksiyonlari aydinlatlamamasina ragmen,
HSP'lerin molekiiler saperonlar olarak aktivite gosterdikleri ve proteinlerin dogru
katlanmasi, stres kaynakl protein hasarinin tamiri gibi dnemli fonksiyonlari oldugu
bilinmektedir (Freeman vd., 2000).

HSP ailesi molekiler saperon olarak HSP10, HSP27, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90
ve HSP110 proteinlerini igeren genlerle kodlanmaktadir (Lindquist ve Craig, 1988).
HSP10 ve HSP60 genellikle mitokondriyel proteinlerin dogru katlanarak
agregasyonlarinin dnlenmesinde etkili olan saperoninler olarak etki gdsterirler
(Calderwood, 2005). HSP70 ve HSP90, sitoplazmada katlanmamis polipeptid
sekanslarina baglanarak dogru katlanabilmelerini indlkler (Mayer ve Bukau, 2005).
Kiguk HSP ailesinden olan HSP27 ise ATP bagimsiz olarak hedef proteinlerin

katlanmasindan sorumludur.

Batin organizmalar hafif 1si stresine yanitta HSP ekspresyonunu gergeklestirmektedir
ve Ozellikle HSP 70'in yapisal sentezi termal stres icin bir marker olarak kullanilabilir.
Escherichia coli ile yapilan ¢alismada, 1s1 gsoku sirasinda gerceklesen agregasyonun
E. coli HSP70 homolog DnaK ile onlendigi gosterilmistir (Mayer ve Bukau, 2005).

Sican dokularinda, insan cildi ve insan hicrelerinde bulunan T lenfositlerde yagslanma
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surecinde , strese karsi 1si sok proteinleri ile korunmada azalma oldugu tespit edilmistir
(Fargnoli vd., 1990; Pahlavani vd., 1995; Liu vd., 1989; Luce ve Cristofalo, 1992;
Effros vd., 1994; Muramatsu vd., 1996; Deguchi vd., 1988)

Bu calismada, literatirde kabul géren 1 saatlik 42 °C'lik i1s1 uygulamasi ardindan isi
sok proteinlerindeki degisim 1s1 uygulamasinin hemen ardindan ve de 3 saatlik
kurtarma (recovery) olarak adlandirilan normal hicresel sartlarda inkiibasyonun
ardindan mRNA ve protein dizeyinde test edilmigtir. Elde edilen sonuglar i1siginda
protein oksidasyon urunleri olarak protein karbonil ve nitrozillenmesi test edilmis ve
karbonillenen proteinler kitle spektrometresi ile tayin edilmistir. Ayrica bu 1si
uygulamasi slresince ekspresyonlari dedisen proteinler iki boyutlu jel elektroforezi ile
tayin edilerek, kitle spektrometresi ile belirlenmistir. HSP70'in dncelikli 6éenminden
dolaylr HSP70 susturulmasi ve inhibisyonu ile sonuglar dogrulanmistir. En son olarak
HSP70 ko-saperonu oldugu bilinen HSP40, imminpresipitasyon yodntemi ile

¢cokturtlmastar.

Zayif 1s1 uygulamasi, 1sI sok proteinlerine olan etkisi yaninda hiicrede hormesis olarak
bilinen bircok metabolik yolakta 6nemli rol oynamaktadir. Uygulanan 1si stresi,
HSP'lerde meydana getirdigi degisikliklerle protein kalite kontroliine katki saglamakta
ve bu yolaklarin aydinlatilabilmesinde yardimci olmaktadir (Rattan, 2004). Zayf
stresin, uygulanan kosulda htcre 6limdne neden olmamasi deneylerin saglkli devami
agisindan 6nem arz etmektedir. Deneylerimizde uygulanan isi yogunlugu ve strelerde
hicrelerde canhlik oraninin %85-90'in altina dusmedigi gézlenerek, deneylere devam

edilmigtir.

HSP27, 6zellikle protein agregatlarinin akimulasyonunda énemli roli olan kiigik HSP
ailesinde bir proteindir (Lanneau vd., 2010). Birgok énemli transkripsiyon faktoérinin
ubikitinlenmesini ve proteazomal yikimini indiklemektedir (Parcellier vd., 2006).
Klguk bir protein olmasi nedeniyle hem sitozolde hem de nlkleusta aktivite
gOsterebilmektedir. HSP27 ile elde edilen sonuglara bakildiginda, o6zellikle yasl
hicrelerde 1s1 uygulamasi sonrasi protein ekspresyonunda anlamli derecede azalma
g6zlenmistir. Bu da HSP27'nin roli disunildiginde, stres ile protein

akimdulasyonunun yash hicrelerde geng hiicrelere oranla artisina dogru orantilidir.

HSP40, genellikle HSP70 ile iliskili ko-saperon olarak bilinen ve katlanmamis

proteinleri baglayarak HSP70'e transfer eden proteindir. Bunun yanisira, HSP70'e
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baglanmadigi durumlarda endoplazmik retikulum ile baglantili degradadasyon ve kalite
kontrol mekanizmasinda da 6nemli rol oynar (Summers vd., 2009). Elde edilen
sonuglarda protein ekspresyonunun sadece 3 saatlik kurtarma prosedirinde geng
hicrelerde artis gosterdigi goézlenmistir. Yash hiicrelerde yine yaslanma ile stres

baglantili azalan degradasyonun nedenini dogrulayarak higbir artis gézlenmemistir.

HSP47, oOzellikle kollajen katlanmasinda 6nemli roli olan bir saperondur. Deride,
kollajen sentezinde fibroblast hicrelerinin yer almasindan dolayl, bu hiicrelerde
HSP47 miktarinin oldukga yiksek oldugu bilinmektedir (Satoh vd., 1996). Elde edilen
sonuglarda 1s1 stresi ile sadece geng¢ hiicrelerde HSP47 diizeyinin artis gosterdigi,
yash hucrelerde bir degisiklik olmadigdi goézlenmistir. Bu da cilt yagslanmasinda ve
kollajen degradasyonundaki artigin yaslilarda yiksek oranda olmasini agiklamaktadir.
Bu kapsamda HSP47'nin rolinl arastirdigimiz daha detayli bir ¢alismamiz devam

etmektedir.

HSP60, mitokondriyel protein kalite kontroliinden sorumlu olan bir saperonindir ve
subsratlarin katlanmasindan sorumludur. Ozellikle HSP70'den salindiktan sonra
proteine baglanir ve HSP60 disfonksiyonu mitokondriyel matrikste protein
agregatlarinin akiimule olmasina neden olur (Manning-Krieg vd., 1991; Ostermann
vd., 1989). Elde ettigimiz sonucglarda, HSP60''In sadece gen¢ hicrelerde isi
uygulamasinin hemen ardindan induklendigini, yasli hicrelerde higbir degisiklik

olmadigini géstermistir.

HSP70, protein kalite kontrolinde ve déngusiinde hem normal hiicre kosullarinda hem
de stres durumunda 6nemli rol oynamaktadir (Evans vd., 2010). Katlanmanin yanisira,
protein yikiminda 6zellikle proteazomal degradasyonda dnemi kanitlanmistir (Grune
vd., 2011). Sonuglarimiz, HSP70'in yine sadece gen¢ hicrelerde stresle aktive
oldugunu ve yash hicrelerde degismedigini géstermektedir. Bu da yasli hlcrelerde
yikimin azalisini agiklamaktadir. Bu kapsamda, HSP70 ayrica inhibitér ve siRNA

uygulamalri ile daha da ayrintili incelenmistir.

HSP90, diger HSP'lerin aksine katlanmamis proteine baglanmak yerine proteinleri
fonksiyonel katlanmis durumda tutmaktan sorumludur. Bu proteinler arasinda birgok
hlcre ylzey reseptorleri, transkripsiyon faktorleri, protein kinazlar yer almaktadir. Isi

stresi uygulamasinin ardinda, hem geng¢ hem de yasl hicrelerde 3 saatlik kurtarma
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inkibasyonu iceren grupta artis gdsterdigini gézlemledik. Yash hucrelerdeki artigin,

genc¢ hicrelere oranla oldukga disik oldugu saptandi.

Protein karbonilleri yan zincir oksidasyonu sonucu meydana gelen ve protein
oksidasyonu gostergesi olarak siklikla kullanilan drtnlerdir. Protein karbonil
olusumunun yashlikla baglantili olarak artis gdsterdigi ve olusan Urlnlerin proteazomal
degradasyonla uzaklastirimadigdi durumda protein agregatlari olusumuna yol actigi
bilinmektedir. Protein karbonil tayininde ELISA metodu yerine spesifik proteinlerin
karbonilasyonunu gérmek adina oxy-blot metodu tercih edilmektedir. Oxy-blot
metoduyla artisi gobzlemlenen bantlar kesilerek hangi proteine ait oldugu
saptanabilmektedir. Bu ¢alismada da karbonilasyonu artan proteinler olarak HSP70,
Tiyoredoksin domeyn iceren protein 5, HSP90, protein disllfid izomeraz, 26S
proteazom altlnite 2,4 ve 12, ATP sentaz alfa altinitesi, Hsc70 baglantili protein,
glutatyon sentetaz, glutatyon rediiktaz, HSP60 ve ubikitin karboksil terminal hidrolaz
protein bulunmustur. Bu proteinler &6zellikle protein oksidasyonunda savunma
mekanizmalarindaki rollerinden dolay! ilgi ¢ekici olmustur. Protein karbonil oxy-blot
sonucuna bakildiginda, i1si uygulamasinin hemen ardindan hem gen¢ hem de yasli
hicrelerde bir fark gézlenmezken, 3 saatlik kurtarma protokollinin ardindan yasl
hlcrelerde azalma oldugu gézlenmistir. Bu grupta HSP60'in da distigu gézlenmistir ki
baska bir galismada elde edilen sonuglarla parallellik gdstermektedir (Fink, 1998).
HSP70, 90 ve 60da gozlenen karbonillenme bu proteinlerin neden artmadigini da

aciklamaktadir.

Proteomik analiz, 6&zellikle belirli stres, hastalik gibi kosullarda artis azalma gdsteren
ve bilinmeyen proteinleri tayin agisindan dnemli bir prosedirdir. Calismamizda, geng
ve yasli hlcrelerde, 1si stresine bagh olarak 1s1 sok proteinleri ile iligkili proteinlerin
tanimlanmasi ve yaslanma surecinde 1si1 sok proteinlerinin proteom Uzerine olan rold
incelenmistir. Bu amagla, Is1 stresi uygulanmis geng¢ ve yasli hicrelerden ekstrakte
edilen proteinler iki boyutlu jel elektroforezi ile belirlenmis ve kitle spektrometrisi ile
ilgili protein spotlarinin tanimlanmasi gergeklestiriimistir. Calismamizda, 2 ve 5
numarall spotlar sirasi ile HSP70 ve HSP60 protein olarak tanimlanmistir. HSP70
ekspresyonlari, yasli hiucrelerde geng hiicrelere gore artis gostermistir. Isi soku etkisi
ile ekspresyonlarinda disis gdzlemlenmis ve 1sI soku sonrasi geri kazanim
prosesinde, hem gen¢ hemde vyash hicrelerde HSP70 ekspresyonlarinda artig
gbzlemlenmigtir. Bu sonuglar western blot sonuglariyla da paralellik géstermektedir.

HSP60 ekspresyonlarinda, yash hicrelerle karsilastirildiginda geng hicrelerde artis
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gbzlemlenmigtir. Isi soku etkisi ile ekspresyonlarinda hem geng hicrelerde hemde
yash hucrelerde artis gbézlemlenmis ve 1sI soku sonrasi geri kazanim prosesinde
ekspresyonlarinda tekrar artis gozlemlenmistir. Galektin-1, protein/glikan ve
protein/protein interaksiyonlari yolu ile hiicre adezyonu, gog¢iu ve blylumesi igin
potansiyel regllatdor olarak gérev yapmaktadir. Kalretikulin apoptotik hicrelerde bir
fagositoz kolaylastirici olarak gérev yapmaktadir. Fibroblast hiicreleri ile yapiimis olan
iki boyutlu jel temelli proteomik calismasinda yaslanmayla galektin-1 ve kalretikulin
protein ekspresyonlarinda artig gdézlemlenmistir (Ho vd., 2014). Hem in vivo hemde in
vitro galismalar, kalretikulinin yaralarin iyilesmesi igin hlicre gé¢linde ve dokularin
yeniden olugsumu igin ekstraselller matriks Uretiminde énemli rolu oldugunu kollejeni
destekledigini gostermektedir (Gold vd., 2006). Calismamizda 1 ve 4 numarali spotlar
sirasiyla galektin-1 ve galreticulin olarak tanimlanmistir. Literatire uygun olarak
calismamizda, galektin-1 ve kalretikulin ekspresyonlarinda, yash hlcrelerde geng
hlcrelere goére artis gézlemlenmistir. Bunun yaninda 1s1 sok etkisi ile geng ve yasli
hlcrelerinde galektin-1 ve kalretikulin ekspresyonlarinda baskilanma gergeklesmistir.
Yaslanma prosesinde perilipin-3 Un rolu ile ilgili gok az bir bilgi bulunmaktadir.
Calismalarda perilipin-3 Un, lipit damlalarinin depolanmasinda membrandan yag
asitlerinin taginmasi biyogenezine katildigi gosteriimektedir (Bulankina vd., 2009).
Calismamizda 7 numaral spot perilipin-3 olarak tanimlanmigtir. Yash hicrelerde geng
hicrelere goére perilipin-3 ekspresyonu artmaktadir. Isi soku etkisi ile perilipin-3
ekspresyonu gen¢ ve yash hlcrelerde artarken, Isi soku sonrasi geri kazanim
prosesinde perilipin-3 ekspresyonunda artis gézlemlenmistir. Tropomiyosin hem kas
hem de kas olmayan hicrelerde bulunan bir aktin baglayici bir proteindir.
Tropomiyosin kas hicrelerinde, kas kasilmasi surecinde kalsiyum iyon akisina cevapta
aktinin miyosine kooperatif olarak baglanmasinda rol oynamaktadir. Bunun yaninda
kas disi hucrelerde aktin flamentlerinin modulatér ve stabilizator rollu oldugu bilinmekte
ancak tam olarak acgikliga kavusturulamamistir (Wang ve Coluccio, 2010; Cooley ve
Bergtrom, 2001). Calismamizda 3 ve 6 numaral spotlar sirasiyla “Tropomyosin alpha-
3 chain” ve “Tropomyosin alpha-4 chain” olarak tanimlanmistir. TA-3 ekspresyonu
yash hdcrelerde artis gostermigtir. Isi soku etkisi ile geng ve yash hicrelerde
ekspresyonlari baskilanirken 1s1 soku sonrasi geri kazanim prosesinde TA-3
ekspresyonlarinda tekrar artis meydana gelmektedir. TA-4 ekspresyonlari, 1s1 soku
sonrasl geng hicrelerde degisim gdstermezken yasl hlcrelerde baskilanmigtir. Isi
soku sonrasi geri kazanim prosesinde yasli hicrelerde TA-4 ekspresyonlari artmistir.
Ara filamentler, aktin mikrofilamentler ve mikrotibile ek olarak hiicre iskeletinin en

Oonemli yap! bilesenlerinden biridir. Vimentin hlcre hareketi, kemotaktik gé¢u, ve yara
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iyilesmesi gibi bir cok énemli bir hucre fonksiyonlari igin gereklidir. Belirlenmis olan
vimentin modifikasyonlarinin biyolojik etkisi, ara flament sistemin yapisal bozulmalari
nedeni ile fibroblastlarin kasiima kapasitelerindeki kayiplarla iliskilendirilmistir. Bunun
sonucunda yaslanma prosesini hizlandiriimasinda etkili oldugu gugli bir sekilde
kanittanmistir (Kueper vd., 2007). Calismamizda, 9 numarali spot vimentin olarak
tanimlanmistir. Geng¢ hicrelerle karsilagtirildiginda yash hiicrelerde vimentin
ekspresyonlari artis géstermistir. Isi soku uygulanmis gen¢ hicrelerde vimentin
ekspresyonlarinda bir degisim gdzlemlenmezken, isi soku uygulanmis yasli hicrelerde
aekspresyonu onemli derecede artmistir. Bunun yaninda i1si soku sonrasi kazanim
prosesinde hem geng hemde yasl hiicrelerde vimentin ekspresyonlari 6nemli dizeyde

artis géstermisgtir.

Elde edilen sonuglar ve HSP70'in &zellikle proteoliz, proteazomal degradasyon ve
protein akimiulasyonu yonindeki énemli roli gergevesinde HSP70 inhibe edilerek ve
susturularak kullandigimiz 1s1 uygulamasi modelinde proteoliz, protein agregasyonu ve
proteazomal aktivitedeki rolii saptandi. HSP70'in varligi durumunda proteoliz ve
proteazomal degradasyonda azalma g&zlenirken, susturma ve inhibisyonu ile
proteolizde ve proteazomal degradasyonda artis oldugu saptandi. Bu noktada elde
edilen bu ilging sonuglar, HSP70Q'in proteinlerin hasar sonrasi tekrar katlanmasi ya da
yikilmasina karar asamasinda énemli bir protein oldugu kanitlanmis oldu. Bu durumda,
HSP70'in proteinleri yikima degdil de tekrar katlanmaya go6tirdigi disindldi. Bu
proseste de HSP70'in hangi kosaperona baglandidi énemli oldugundan, HSP40
immiupresipitasyonu yapildi. HSP40 presipite edilerek HSP70 baglandiginda ise higbir
bant gézlenemedi ve HSP70'in HSP40'a baglanmadigi saptandi.

Bu projede elde edilen sonuglarin 1s1 sok proteinleri agisindan literatlire katki
saglayacagi disunulmektedir. Sonuglarla bir adet makale yayinlanmis, iki adet daha
arastirma makalesi hazirlik agsamasindadir. Ayrica projede goérevli olan bursiyerlerin
istegi Uzerine, proje kapsaminda vyer almayan kollajenin ayrintii katlanma
mekanizmasi, HSP90nin proteazom ve otofajideki ayrintili rolii ve kanser hiicreleri ve
saglikl hiicrelerde HSP'lerin farkl etkileri gibi konularda daha ayrintili olan ¢alismalar

baslatiimigtir.
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