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OZET

IN VITRO PARKINSON HASTALIGI MODELINDE HSP27 iINHiBiTORU J2
MOLEKULUNUN FERROPTOZIS ILE iLISKiISININ INCELENMESI

Nihan GUNAY

Doktora Tezi, Erzincan Binali Yildirim Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Do¢. Dr. Mehmet KUZUCU
II. Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Fidan ERDEN KARAOGLAN
2025, 82 sayfa

Is1 sok proteini 27 (HSP27), hiicresel stres kosullarinda ekspresyon seviyesi artan bir saperon
proteindir. Parkinson hastaligt (PH), dopaminerjik noron kaybi ve HSP'lerin azalan
aktivitesine paralel olarak a-siniiklein protein agregatlarinin birikimi ile karakterize edilen bir
norodejeneratif hastaliktir. Ferroptozis, PH ile iliskisi ortaya konmus, demir birikimi ve lipid

peroksidasyonu sonucu tetiklenen hiicre 6liimii yolagidir.

Calismada, cesitli kanser tiirlerinde kullanimi1 arastirilan HSP27 inhibitorii J2 molekiiliiniin,
rotenon ile olusturulan in vitro PH modeli iizerindeki ferroptotik ve apoptotik etkileri
incelenmistir. SH-SY5Y hiicre hatt1 ve bu hiicre hattindan rotenon ile olusturulan Parkinson
hastaligr modelinde, J2 molekiiliiniin farkli konsantrasyonlar1 uygulanmis ve hiicre canlilik
yiizdeleri belirlenmistir. Apoptotik ve pro-apoptotik protein/mRNA seviyeleri ile hiicrelerin
apoptotik siirecleri incelenmistir. HSP27'nin translasyonel ve post-translasyonel seviyede
(Western blot ve liisiferaz agregasyon deneyi ile) analizi yapilmistir. Ayrica, hiicre
gruplarinda Fe?/Fe® orani, antioksidan-oksidan dengesi, malondialdehit ve GPx4 seviyeleri
belirlenerek ferroptotik etki degerlendirilmistir. J2’nin HSP27’yi inhibe etmesiyle hiicre
gruplarinda olusturdugu stresin hiicresel sagkalimi olumsuz etkiledigi, hem apoptotik hem de

ferroptotik yolaklar1 aktive ettigi tespit edilmistir.
Anahtar Kelimeler: HSP27, J2 molekiilii, Parkinson hastaligi, SH-SY5Y



ABSTRACT

EXPLORING THE RELATIONSHIP BETWEEN CERTAIN HEAT SHOCK
PROTEIN ISOFORMS AND THE FERROPTOSIS PATHWAY IN PARKINSON'S
DISEASE

Nihan GUNAY

PhD Thesis, Erzincan Binali Yildirim University, Institute of Science and Technology,
Department of Biology
Advisor: Dog¢. Dr. Mehmet KUZUCU
Co- Advisor: Dr. Ogr. Uyesi Fidan ERDEN KARAOGLAN
2025, 82 pages

Heat shock protein 27 (HSP27) is a chaperone protein whose expression level increases under
cellular stress conditions. Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder
characterized by dopaminergic neuron loss and the accumulation of a-synuclein protein
aggregates, which parallel the decreased activity of heat shock proteins (HSPs). Ferroptosis is
a cell death pathway triggered by iron accumulation and lipid peroxidation, and its association
with PD has been established.

In this study, the ferroptotic and apoptotic effects of the HSP27 inhibitor J2 molecule, which
has been investigated for its use in various cancer types, were examined in an in vitro PD
model induced by rotenone. Different concentrations of the J2 molecule were applied to the
SH-SY5Y cell line and a rotenone-induced PD model derived from this cell line, and cell
viability percentages were determined. Apoptotic and pro-apoptotic protein/mRNA levels
were analyzed to investigate apoptotic processes. The translational and post-translational
levels of HSP27 were examined using Western-blot analysis and a luciferase aggregation
assay. Furthermore, ferroptotic effects were assessed by determining the Fe*Fe® ratio,
antioxidant-oxidant balance, malondialdehyde levels, and GPx4 levels in the cell groups. It
was determined that J2-mediated inhibition of HSP27 negatively affected cellular survival and

activated both apoptotic and ferroptotic pathways.

Keywords: HSP27, J2 molecule, Parkinson disease, SH-SY5Y
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1. GIRIS

1.1. Arastirmanin Amaci

Norodejeneratif bozukluklar arasinda en yaygin ikinci hastalik olan Parkinson hastaligi
beyindeki dopamin iireten noronlarin kayb ile karakterize edilir. Yapilan son ¢alismalarda,
Parkinson hastaliginda programlanmis hiicre 6liimii mekanizmalarindan biri olan ferroptozisin
de rol oynadig1 gosterilmektedir (Wen vd., 2020). Bu arastirmanin amaci, kemoterap6tik bir
ajan olarak da kullanilan HSP27 inhibitorii J2 molekiiliiniin, SH-SY5Y hiicre hattt ve bu
hiicre hattindan rotenon ile olusturulan Parkinson hastaligi modeli tizerinde farkli dozlarda
kullanilmast  sonucunda hiicre de meydana gelebilecek ferroptozis durumunun
degerlendirilmesidir. Ozellikle, J2 molekiiliiniin ferroptozis biyobelirtegleri ve lipid
peroksidasyonu gibi parametreler iizerindeki etkileri kismen ortaya konulmustur. Bu
degerlendirme sonucunda, HSP27 inhibitorlerinin Parkinson hastaligina eslik eden c¢esitli

kanser tiirlerinin tedavisindeki kullanim1 i¢in 6nciil bir degerlendirme yapilmistir.

1.2. Arastirmanin Onemi

Kanser hastaliginda HSP27’nin asir1 ekspresyonunun, hiicreleri apoptozdan korudugu ve
tedaviye direng gelistirebilecegi bilinmektedir (Choi vd., 2019). HSP27 inhibit6rii olan bilinen
J2 molekiilii, kanser hastaligi tedavisinde kanser hiicrelerinin kemoterapi ve radyoterapiye
kars1 direncini azaltmayr hedefleyen klinik ¢alismalart devam eden bir inhibitordiir
(Karademir ve Ozgiir, 2023). Kanser hastaliginda umut vadeden sonuglar dogurmus olsa da
HSP27°nin inhibisyonunun, norodejeneratif hastaliklar igin risk teskil edebilecegini
diistindiirmektedir. Bu ¢alisma Parkinson hastaliginda HSP27'nin bilinen roliine ek olarak J2
molekiiliiniin, Parkinson hastaligi modellemesi iizerindeki etkilerine dair yeni bilgiler
sunmay1 hedeflemektedir. Ayrica Parkinson hastaliginda ferroptozis mekanizmalarinin daha
iyl anlasilmasi, norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisine dair yeni bakis acilart

gelistirilmesine olanak taniyacaktir.
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1.3. Varsayimlar

» HSP27 inhibitérii J2 molekiilii, SH-SY5Y hiicre hattinda ve Parkinson modeli
olusturulmus hiicrelerde ferroptozis biyobelirteglerinde belirgin degisikliklere neden

olur.
» J2 molekiiliiniin farkli konsantrasyonlari; hiicre canlilik yiizdeleri, BAX, BCL-2,
CASP3 ve GPx4 protein ekspresyon degerleri, lipid peroksidasyonu ve demir

diizeyleri gibi parametreler iizerinde doza bagl etkiler gosterir.

» Rotenon ile indiiklenen Parkinson hastaligi modelinde J2 molekiilii, apoptoz ve

ferroptozis tizerindeki etkilerini daha belirgin hale getirir.

» HSP27 ve ferroptozis arasindaki etkilesimin incelenmesi, norodejeneratif hastaliklarin

terapotik hedeflerini belirlemek i¢in 6nemli bir temel olusturur.

11



2. KAVRAMSAL CERCEVE VE ILGILi CALISMALAR

2.1. Parkinson Hastahg

Parkinson hastaligi (PH), beynin arka bolgesinde bulunan Substantia Nigra Pars Compacta
(SNPC)’da ki dopaminerjik néronlarin kayb1 ve farkli beyin bolgelerinde protein kiimelerinin
(Lewy cisimcikleri) olusumu ile karakterize edilen; hem motor sistemi hem de motor dist
sistemleri etkileyen, merkezi sinir sisteminin dejeneratif bir bozuklugudur. Parkinson,
Alzheimer ve Huntington gibi hastaliklar, belirli bir proteinin hiicre ig¢i birikintilerinin
olusumu ile yanlis katlanmaya ve kontrolsiiz agregasyona yol agarak dogal olmayan bir
konformasyonu benimsemesiyle ortaya c¢ikmaktadir. Anormal protein katlanmasi, oksidatif
stres, mitokondriyal disfonksiyon ve apoptotik mekanizmalarin tiimii, zararli molekiiller
iireterek norodejenerasyona yol agan olaylar dizisini tesvik edebilen néroinflamatuar
mekanizmalarla baglantili olarak ndrodejeneratif hastaliklarin nedenleri arasinda rapor

edilmektedir (Aridon vd., 2011).

Cesitli stres faktorleri, kimyasallara maruz kalma ya da mutasyon gibi i¢sel ve dissal etkenler,
protein-protein etkilesimlerini etkileyerek proteinlerin konformasyonunda degisikliklere yol
acabilir. Bu tiir durumlar, yeni sentezlenen proteinlerin dogru bir sekilde katlanamamasina
veya diizgiin katlanmis proteinlerin dogal yapilarinin bozulmasina neden olabilir. Sonug
olarak, proteinler arasinda giiclii bir agregasyon egilimi gozlenebilir (Stefani, 2004; Tutar vd.,
2013; Wang, 2005).

Protein agregatlar1 hiicrede belirli bir miktarin {izerinde biriktiginde toksik etki
gostermektedir. Anormal proteinlerin birikmesi, néronlarin 6limii de dahil olmak tizere
ilerleyici yap1 ve/veya islevi kaybina yol agar (Mori vd., 2006, Nakamura ve Lipton, 2009).
Parkinson hastalig1 basitce dopaminerjik hiicre 6liimii olarak tanimlansa da bu hastaliklarin

patogenetik mekanizmasi heniiz net olarak agikliga kavusturulamamastir.
Norodejeneratif hastaliklarda protein agregasyonunu etkileyen faktorler arasinda; protein

yapilart -ki o6zellikle ikincil yapilar stabilitenin yani sira proteinin yanlis katlanmasini da

icerir-, mutasyonlar, post-translasyonel modifikasyonlar, bircok ndrodejeneratif hastalik i¢in
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bir biyobelirte¢ olan oksidatif stres, protein konsantrasyonu ve pH kritik dnem tagimaktadir

(Tutar vd., 2013).

Anormal protein birikiminin sebep oldugu Lewy cisimciklerinin biyolojik rolii ve patojenik
stirecleri hala belirsizligini korumaktadir. Lewy cisimcikleri anormal protein agregatlaridir ve
bu agregatlari olusturan proteinler arasinda olan a-siniiklein (a-Syn) proteinleri, sitoplazma da
dogal olarak bulunan katlanmamis proteinlerdir. PH'de ¢ok onemli bir rol oynamaktadir (Ma
vd., 2003).

Parkinson hastaligi, en yaygin ndrodejeneratif hastalik olan Alzheimer hastaliindan sonra
ikinci sirada yer alirken; yas, hastalik i¢in en onemli risk faktorii olup altmis bes yasin
tizerindeki popiilasyonun yaklasik yilizde {iigiinii etkilemektedir (Lang ve Lozano, 1998).
Ayrica kisinin cinsiyeti de, norodejeneratif ve noropsikiyatrik bozukluklar da dahil olmak
tizere tim Onemli karmagsik hastaliklarin goriilme sikligini ve/veya dogasini etkileyen bir

faktor olarak kabul gormektedir (Gillies vd., 2014).

Yaslanmanin ardindan epidemiyolojik ¢alismalar, erkek cinsiyetinin, her yasta ve incelenen
tim milletlerde Parkinson hastaliginin gelismesinde belirgin bir risk faktorii oldugunu ortaya
koymustur. Yapilan genis bir meta-analiz ¢alismasinda gosterildigi tizere erkeklerin
kadinlardan iki kat daha fazla Parkinson hastas1 oldugu ortaya konulmaktadir (Elbaz vd.,
2002).

Parkinson hastalariin 6liim sonrasi beyinlerinde yapilan incelemelerde, SNPC ig¢indeki
dopaminerjik ndronlarin kaybi ve korpus striatumda Ki sinir terminallerinin dejenerasyonu ile

iligkili olan dopamin diizeylerinde azalma bulundugu rapor edilmistir (Bernheimer vd., 1973).

Beynin biiyiik bir kism1 pembemsi gri renkte gériinmesine ragmen Substantia Nigra Latince
"siyah madde" anlamina gelir ve dopaminerjik ndronlardaki yiiksek néromelanin seviyeleri
nedeniyle Substantia Nigra bolgesi komsu alanlardan daha koyu goriiniir, bu nedenle 'siyah
madde’ olarak da anilmaktadir (Rabey ve Hefti, 1990).

Dopaminerjik ndronlar, koyu néromelanin pigmentasyonlarina sahip olmasi sebebiyle 6lim

sonrasi beyinlerde tanimlanabilir hale gelmektedir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Normal nigrostriatal yolun sematik gdsterimi ve Parkinson hastaliginda belirgin

dejenerasyon (Dauer ve Przedborski, 2003).

Yapilan istatistiksel bir arastirma da diinyada 50 yasin iizerindeki PH'li bireylerin sayist
2005'te 4,1 ile 4,6 milyon arasindayken 2030'a gelindiginde bu rakamin ikiye katlanarak 8,7
ile 9,3 milyon araliginda olacag1 dngdriilmektedir (Dorsey vd., 2007).

Diinya ¢apinda beklenen yasam siiresi arttikca kronik hastaliklarin ytikii de artmakla beraber
ozellikle gelismekte olan Dogu iilkelerinde de bu yiik muhtemelen biiyliyerek artmaya devam
edecektir. Hastalik yiikiinii hafifletmek, sosyal ve ekonomik olarak da bu durumu dengelemek

adina ¢alismalarin yiriitiilmesi gerekmektedir.

Parkinson hastaligi icin etkili tedavi yontemleri bulunmamakla birlikte hastaligin ilerlemesini
yavaglatmak i¢in mevcut tedaviler arasinda ilag tedavisi ve cerrahi yer alir. Derin beyin
stimiilasyonu (DBS), PH i¢in hedeflenen beyin alanina bir elektrot implante edilerek yiiksek
frekansl (100-200 Hz) elektriksel bir uyar1 araciligiyla gergeklestirilen cerrahi bir tedavi olup
beyin dokusunu yok etmeye gerek kalmadan bir lezyonun etkisini taklit edebilir kilar (Poewe
vd., 2007).

Kan-beyin bariyerinden gecerek dopamine doniistiiriilebilen L-Dopa, dopaminerjik ilaclar

arasinda en sik kullanilan ilagtir. L-Dopa yasam kalitesini simirli da olsa iyilestirebilme

14



potansiyelinden dolay1 Parkinson i¢in degerli bir ilag olma konumundadir. Fakat bu ilaca kars1
gelistirilen direng ve motor komplikasyonlart nedeniyle kullanimini karmasik hale
getirmektedir ve her hasta ayni terapotik etkiyi elde edememektedir (Cools vd., 2003;
Jamebozorgi vd., 2019; Peschanski vd., 1994; Pinna vd., 2014; Reichman, 2016).

Yapilan tedavilerin yetersizligi, bilim insanlarini molekiiler diizeyde ¢alismaya itmektedir. PH
hastalariin ¢cogu sporadiktir ve hastaligin etiyolojisi bilinmemektedir ve bu formlar genellikle

genetik ve cevresel faktorlerin bir kombinasyonu tarafindan olusmaktadir (Mastrangelo,

2017).

Parkinson hastaliginin yani sira kanser hastaliginda yaygin olarak kullanilan antineoplastik
ajanlarin norotoksik olabilecegi ve sinir hasari ile karakterize edilen; kemoterapinin neden
oldugu periferik néropatiye (CIPN) yol agabilecegi bazi ¢aligmalarda gésterilmektedir (Holz,
2016; Kannarkata, 2008; Shah vd., 2018).

Kanser kemoterapisi, malign hiicrelerin bilylimesini ve c¢ogalmasini kontrol etmek igin
farmakolojik ajanlarin kullanimini ifade eder. Esas olarak ¢ogalan kanser hiicrelerini hedef
alan kemoterapétik ajanlar ayni zamanda sagliklt ndronlar ilizerinde de giiclii hedef dis1
etkilere sahiptir; bu, kemoterapinin neden oldugu periferik noropati olarak bilinen patolojik

bir durumdur (Au vd., 2014; Jaggi ve Singh, 2012; Wolf vd., 2008).

CIPN patogenezinin aksonopati (akson dejenerasyonu) ve ndropati (ndronal hiicre 6liimii)
gelisiminin yani sira mitokondri ve kalsiyum kanallarindaki islev bozukluklariyla iliskili
oldugunu 6ne siiren kanitlar da birikmektedir (Berbusse vd., 2016; Canta vd., 2015; Cashman
ve Hoke, 2015; Siau ve Bennett, 2006). CIPN prevalansi iizerine yakin zamanda yapilan bir
meta-analiz ¢alismasi, kemoterapi alan kanser hastalarinin %68 kadarmin CIPN gelistirdigini
ve hastalarin yaklasik %30'unun kemoterapiyi biraktiktan 6 ay veya daha uzun siire sonra hala

CIPN yasadigini ortaya koymaktadir (Seretny vd., 2014) .

Kemoterapiye bagl periferal noropati gibi rahatsizliklar, kanser hastalarinin yasami tehdit
eden hastaliklaria yonelik tedavilerden vazge¢melerine neden olan énemli bir sorun olmaya
devam etmektedir. Giiniimiizde CIPN'nin etkili bir tedavisi ya da Onleyici bir yaklagimi

bulunmamaktadir. CIPN, duyusal ve motor fonksiyonlarda kalici kayiplara yol acarak
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hastalarin giinlik yasam aktivitelerini ve yasam kalitesini 6nemli Olgiide diisiirmektedir

(Chine vd., 2019).

2.2. Is1 Sok Proteinleri

Canlt1 hiicreler ve dokular, yasam dongiileri boyunca akut veya kronik stres kosullarina stirekli
olarak maruz kalmaktadir. Yiiksek sicaklik, agir metaller, toksinler ve hipoksi gibi proteine
zarar veren ¢evresel faktorlerin yami sira kanser, iskemi, enfeksiyonlar ve inflamasyon gibi
patolojik durumlar, protein homeostazinin (proteostaz) korunmasini saglamak amaciyla
hiicresel ~stres tepkilerini tetiklemektedir. Bu tepkilerden biri, hiicresel koruma
mekanizmalarinin  6nemli bir parcast olan ve 1s1 soku proteinlerinin (HSP'ler) artan
ekspresyonuyla karakterize edilen evrimsel olarak korunmus 1s1 soku yanitidir. HSP'lerin
¢ogu, protein agregasyonunun Onlenmesi ve ubikuitin-proteazomal degradasyonun
yonlendirilmesi i¢in gerekli olan molekiiler saperonlar olarak islev gormektedir (De Mai,

1999; Multhoff, 2007; Vihervaara ve Sistonen, 2014; Westerheide vd., 2012).

Anormal protein katlanmasi, oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve apoptotik
mekanizmalarin tiimii, zararl1 molekiiller iireterek norodejenerasyona yol acan olaylar dizisini
tesvik edebilen noroinflamatuar mekanizmalarla baglantili olarak nérodejeneratif hastaliklarin

nedenleri olarak rapor edilmektedir (Aridon vd., 2011).

HSP'lerin islevsel yollarimin engellenmesi, proteostazin bozulmasina yol agarak hiicrelerde
yanlis katlanmis ve agregat olusturmus proteinlerin birikmesine neden olur. Bu durum,
norodejeneratif hastaliklarin gostergesi olan inkliizyonlarin olusumuyla iliskilendirilmistir
(Gidalevitz vd., 2010; Neef vd., 2011). Ote yandan, yapisal olarak yiiksek HSP seviyeleri,
tiimor olusumunda goriilen diizensiz hiicre proliferasyonu ve baskilanmis hiicre Slimiinii
destekleyen bir mekanizma olarak da degerlendirilmektedir (Dai vd., 2007; Scherz-Shouval
vd., 2014).

Alzheimer, Parkinson, amyotrofik lateral skleroz ve poliglutamin hastaliklar1 (6rnegin,
Huntington hastaligi) gibi ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklarin ortak bir 6zelligi, beyinde yanlis
katlanmis proteinlerin birikimidir. Bu nedenle bir¢ok calisma HSP'lerin néroprotektif roliine

odaklanmustir.
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PH, toksik protein agregatlarinin olusumu ve birikimi ile iligskilendirildiginden, molekiiler
saperonlarin bu agregatlari ¢ézme yetenekleri sayesinde noronlari dejeneratif siireclerden
koruyabilecegi One siiriilmektedir (Soto ve Pritzkow, 2018). Bu baglamda, molekiiler
agirliklar1 10-150 kDa arasinda degisen ve ¢esitli alt gruplara ayrilan 1s1 sok proteinleri,
ozellikle kiiclik 1s1 sok proteinleri (sHSP'ler) (HSP27), HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 ve
bliyik HSP'ler (HSP110 ve GRP170) gibi saperon protein aileleri, bu koruyucu

mekanizmalarda 6nemli bir rol oynamaktadir (Johnston vd., 2018).

2.2.1. HSP27 ve Parkinson hastahgindaki yeri

HSP27 (HSPBI1 olarak da adlandirilir), kiiciik 1s1 sok proteinleri ailesinin bir liyesidir. Bu
proteinler, yanlis katlanmis veya kismen katlanmis proteinlerle etkilesim kurarak bunlarin
agregat olusturmasini engeller ve stabilizasyonlarini saglar. sHSP'ler yapisal olarak ifade
edilir ve ozellikle yiiksek sicaklik gibi stres kosullarinda ekspresyon seviyeleri artmaktadir.
Islevlerini yerine getirmek icin ATP'ye ihtiyag duymamalari, diisiik enerjili hiicresel stres

ortamlarinda etkili bir sekilde ¢alisabilmelerine olanak tanimaktadir (Treweek vd., 2015).

HSP27, fizyolojik kosullarda ¢esitli hiicre tiirlerinde yapisal olarak ifade edilir ve stres
kosullarinda ekspresyon seviyesinin artmasiyla hiicre i¢i protein konformasyonunun
korunmasia ve protein fonksiyonlarinin stabilizasyonuna katki saglar. Ayrica, HSP27'nin
hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, apoptoz, otofaji ve fibrozis gibi sinyal
iletim siireglerinde de rol oynadigi bilinmektedir (Alexander vd., 2022; Holguin vd.,2022;
Yang vd., 2021).

17



Sekil 2.1. HSP27/HSPBL1 protein yapisi

(RSCB, PDB, https://www.sinobiological.com/resource/hsp27-hspbl/proteins ).

Son yillarda kapsamli bir sekilde incelenen HSP27'nin hiicre i¢i redoks homeostazisini
diizenledigi ve lipid peroksidasyonuna (LPO) ve protein oksidasyonuna karsi koruma

saglayarak oksidatif hasara karsi hiicresel direnci arttirdigi gosterilmistir (Martinez-Laorden,
2020).

HSP27, yapilan bir ¢alismayla Lewy cisimciklerinin birikintilerinde tespit edilmistir (McLean
vd., 2002). In vitro bir ¢alismada ise, HSP27'nin a-Syn’in amiloid fibril olusumunu inhibe
ettigi bildirilmistir (Cox vd., 2016). Ayrica HSP27, yasa baglh olarak biriken ve polimerize
olan oksitlenmis dopaminin birincil depolama alanlar1 olan, Substantia Nigra’daki
noromelanin graniillerinin bilesenlerinden biridir. Bu veriler géz 6niine alindiginda, HSP27,
Parkinson hastaliginin patofizyolojisinde 6zellikle etkilenen dopaminerjik néronlarda mevcut

oldugundan, potansiyel tedavi hedefleri arasinda yer almaktadir (Stefani ve Dobson, 2003).

Hiicre i¢indeki protein agregasyonunun, proteostatik dengesizliklere karsi ilk savunma
mekanizmasi olarak aBc ve HSP27 gibi sHSP'ler tarafindan hafifletildigi bildirilmektedir
(Dai vd., 2007). HSP27'nin, Parkinson hastalarina ait beyin dokularindaki Lewy
cisimciklerinde a-syn ile birlikte ¢okelti olusturdugu bilinmektedir. a-syn birikiminin hiicre
tabanli bir modelinde, bu model kullanilarak sHSP'ler olan HSP27 ve oBc'nin, a-syn'in

hiicrelerde kalint1 olarak birikmesini engelledigi rapor edilmistir (Cox ve Ecroyd, 2017).
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Bireysel HSP'lerin koruyucu etkileri tizerine yapilan ¢alismalarda ¢ogunlukla ana uyarilabilir
1s1 soku proteini HSP70'ye odaklanilsa da, mevcut kanitlar, kiiciik 1s1 soku proteini HSP27'nin
sinir sisteminde daha giiclii bir koruyucu etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. Bu
baglamda, 6rnegin kiiltiirlenmis néronlarda HSP70'in asir1 ekspresyonu, termal veya iskemik
strese karsi koruma saglarken, diger bazi stres uyaranlarina karsi koruma saglamamaktadir.
Diger taraftan, HSP27'nin asir1 ekspresyonu, pek cok stres faktoriine karst etkili bir koruma
sunmaktadir. Benzer sekilde, HSP70'i asir1 eksprese eden transgenik hayvanlar kalp
iskemisine kars1 korunmus olsa da, serebral iskemi ve sinir sistemi {lizerindeki diger streslere
karst daha az koruma gosterdigi rapor edilmistir. Buna karsin, HSP27'yi asir1 ekspresyon
gosteren transgenik hayvanlar, kalp iskemisine karst koruma saglamakla kalmayip, ayni

zamanda norolojik koruma da sergilemislerdir (Duffy ve Boucher, 2015; Latchman, 2005).

2.3. Ferroptozis

Hiicre oliimii, temel bir patofizyolojik siire¢ olmanin yani sira, normal yasam ve gelisim
stireclerinde de hiicresel homeostazi korumada 6nemli bir rol oynamaktadir. Hiicre 6liimii, iki
ana modelde incelenebilir: kazara hiicre 6liimii (accidental cell death; ACD) ve diizenlenmis
hiicre 6liimii (regulated cell death; RCD) (Han vd., 2020). ACD, hiicrelerin kimyasal, fiziksel
veya mekanik streslere maruz kaldiginda ani ve yikici bir sekilde 6lmesiyle karakterizedir.
Buna karsin RCD, 6zel bir molekiiler mekanizmaya dayanan ve genetik ya da farmakolojik
miidahalelerle modiile edilebilen, hizlandirilabilen veya geciktirilebilen bir hiicre 6limii

stirecidir (Galluzzi vd., 2018).

Hiicre 6liimiiniin ilk siniflandirmas1 1970’lere dayanmaktadir. Hiicre 6liimiiniin 3 ana tiirii

kapsadigi belirtilmistir. Bunlar; apoptoz, nekroz ve otofajidir (Schweichel ve Merker, 1973).

Apoptoz, hiicre dis1 veya hiicre i¢i mikro ortamin bozulmasiyla baslatilan diizenlenmis hiicre
Olimi tiirtidiir. En iyi tamimlanmis hiicre 6lim mekanizmalarindan biri olan apoptozda
hiicrelerin kontrollii bir sekilde 6lmesiyle ¢evre dokulara zarar verilmez. Bu mekanizma da rol
BCL-2 protein ailesi ve Kaspaz enzimleri 6nemli rolleri alan proteinlerdir (Han vd., 2020;

Hao vd., 2018; Li vd., 2020; Tang vd., 2019).
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Nekroz, kazara hiicre 6liimii olarak da tanimlanirken apoptazdan farkli olarak dokulardan
inflamasyona neden olabilir ve kaspaz bagimsizdir. Rol alan proteinler, RIPK1 ve RIPK3
(Reseptor etkilesimli protein kinazlari) ve MLKL (Karisik soy kinaz alan1 benzeri protein).

(Galluzzi vd., 2018; Li vd., 2020; Wang vd., 2014).

Otofaji, viicudun hasarli hiicreleri temizleyerek daha yeni ve saglikli hiicreler olusturdugu
dogal ve biyolojik bir siirectir. Rol alan proteinler; Beclin-1 ve LC3 (Mikrotiibiil iligkili
protein 1A/1B-hafif zincir 3) (Latunde-Dada, 2017; Li vd., 2020; Park ve Chung, 2019).

Norodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi durumlarda onemli bir rol oynayan ferroptozis,
demir bagimli, lipid peroksidasyonu ile tetiklenen bir hiicre 6liimii seklidir. Rol oynayan
proteinler, glutatyon peroksidaz 4 (GPx4), lipid peroksidasyon tiriinleri (6rn. malondialdehit
ve 4-HNE) (Han vd., 2020; Li vd., 2020).

Ferroptozis, apoptotik olmayan bir hiicre 6liimii bigimi olarak, ilk kez Dixon ve arkadaslari
tarafindan kesfedilmistir. Ferroptozis, hiicre i¢i demir depolarina bagli olarak meydana
gelirken, diger metallere bagl degildir. Morfolojik, biyokimyasal ve genetik agidan apoptoz,
nekroz ve otofaji ile farklilik gosteren ferroptozisin karakteristik mekanizmalari, demir ve
reaktif oksijen tiirleri (ROS), lipid peroksidasyonunun (LPO) birikimi, indirgenmis glutatyon
(GSH) tiikkenmesi ve sistein/glutamat tasima siireglerini igermektedir (Dixon vd., 2012; Jiang
vd., 2021; Yan vd., 2021).

Ferroptozis, son zamanlarda kanserle iligkili bir hiicre oliimii siireci olarak tanimlanmis
olmakla birlikte, mevcut ¢aligmalarda ferroptozisin dopaminerjik noronlar i¢in de 6nemli bir
hiicre 6liim yolu oldugu gosterilmistir (Costa vd., 2023; Do Van vd., 2016; Green, 2019;
Luogian vd., 2022; Wang vd., 2022).

PH'min patolojik belirteglerinden biride etkilenen noéronlarda anormal demir birikimidir.
Demir, DNA sentezi, mitokondriyal solunum ve oksijen taginmasi dahil olmak {izere ¢esitli
fizyolojik islevlerde hayati bir rol oynar. Noronal olarak demir, miyelinlesme ve
norotransmisyonda rol oynar ve beyindeki en bol bulunan metaldir. Ayrica demir, dopamin
biyosentezinde Onemli bir enzim olan tirozin hidroksilaz (TH) i¢in bir kofaktér goérevi

gordligli yapilan caligmalarla vurgulanmaktadir. Demir bu eylemlerde fizyolojik olarak
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onemli olsa da, asir1 miktarda bulunmasi oksidatif stres yoluyla toksik etkiler

gosterebilmektedir (Mounsey ve Teismann, 2012; Rausch vd., 1988).

Norodejeneratif hastalik baglaminda, néronlarda siklikla azalmig glutatyon, yliksek hiicresel
demir ve artmis lipid peroksidasyonu gozlenmektedir (Do Van vd., 2016; Yoo vd., 2010).
Beyinde demir birikmesi, GSH tiikenmesi ve lipid peroksidasyonu gibi durumlarin gériinmesi
norodejeneratif hastaliklarda ferroptozun da dahil oldugunu diistindiirmektedir (Reichert vd.,
2020).

2.4, HSP27 inhibitorii J2 Molekiilii

Kanser tedavisinde kemoterapi ve radyasyon tedavisinin etkinligini artirma potansiyeli
nedeniyle klinik Oncesi arastirmalarda incelenen J2 (Ci3H1204S) molekiilii, bir HSP27
inhibitoriidiir. Yapilan c¢alismalar, J2'nin HSP27'nin dimerizasyonunu degistirerek biiyiik
polimerlerin olusumunu engelledigini ve bu yolla HSP27'nin saperon aktivitesini bozdugunu
gostermektedir (Choi vd., 2017; Hwang vd., 2017). Bu inhibisyon, kanser hiicrelerinde
apoptozun indiiklenmesine ve hiicresel stresin artmasina yol agmaktadir (Karademir ve Ozgiir,

2023).

Norodejeneratif rahatsizliklarda HSP’lerin aktivitelerinin 6nemi sik¢a vurgulanmaktadir. Son
caligmalar diger HSP’lere gére HSP27'nin sinir sisteminde daha giiglii bir koruyucu etkiye
sahip olabilecegini vurgulamaktadir (Latchman, 2005). Mevcut literatiirde, J2 molekiiliiniin
SH-SYS5Y hiicreleri veya Parkinson hastaligit modellenmis hiicreleri iizerinde dogrudan
spesifik calismalara rastlanmamistir. HSP27 inhibitorii J2'min HSP27’yi baskilamasi
sonucunda noronal hiicreler iizerindeki etkilerinin incelenmesine yonelik caligmalar

gerceklestirilmistir.

Rotenonun hiicreler {izerinde yarattigi tahrip de degerlendirilerek; mitokondriyal
disfonksiyon, Fe?* birikimi ve ferroptozis mekanizmasinin SH-SYS5Y hiicre hattinda ve
Parkinson hastaligi modelinde nasil bir iliski i¢inde oldugu incelenmistir. Fe?* seviyelerindeki
artis ve GPx4 diizeylerindeki azalma, ferroptozis mekanizmasinin ndronal hiicrelerde hiicre
Olimiinii tetikledigini gostermektedir. Ayrica, HSP27 inhibisyonunun bu siirece etkisini

degerlendirmek amaciyla J2 molekiilii ile gergeklestirilen deneylerde ferroptozisin daha da
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arttigi gozlemlenmistir. Elde edilen bulgular, ferroptozis mekanizmasinin Parkinson
hastaliginda 6nemli bir rol oynayabilecegini ve HSP27’nin bu siirecte koruyucu bir etkiye

sahip olabilecegini diisindiirmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Tez kapsaminda yapilan tiim deneyler Erzincan Binali Yildirrm Universitesi/Fen Edebiyat
Fakiiltesi/Biyoloji Boliimii/Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuvari, Erzincan Binali
Yildirim Universitesi/Miihendislik Fakiiltesi/Gida Miihendisligi Boliimii/Gida Biyoteknolojisi
Laboratuvarinda ve Erzincan Binali Yildirnm Universitesi/Temel Bilimler Uygulama ve

Arastirma Merkezinde gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Plazmid

Insan HSP27 gen dizisi (NM_001540), plazmid vektér pET-22b(+)’e klonlanmis bir sekilde
liyofilize olarak Biomatik'ten (Ontario, Kanada) temin edilmistir.

(s821) BmeT1101 Styl (5921)
(5820) Awval - BsoBI - PaeR71 - PspXI - Tlil - Xhol A
(5758) BstBI . Dralll (245)
h . Psil (370}

(5565) Agel

(5252) SanDI
(5203) Ndel ™.
(5163) Xbal "

(5097) BglIl

(5056) Sgral Scal (905)

/ Pyul (1017)
(4908) Sphl . /

(4843) EcoNI
(4800) PFIMI

- PstL {1144)

ta593) BStAPI ]
|
|

Hsp27 in pET-22b(+)
5982 bp

(4375) MIul ——
(4361) Boli*
\

(4172) Apal — I"\
(4168) PspOMI

(3964) BssHII X
(3929) EcoRY

Pcil (2274}

BspQI - Sapl (2391)

(3534) PshAl Acel (2506)
) BStZ171 (2507)
(3297) FspAl | PFIFL - Tth1111 (2532)

(3169) Bpul0I

Sekil 3.1. pET-22b(+) ‘de HSP27 ekspresyon vektoriiniin sematik gosterimi
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3.1.2. Mikroorganizma Suslari ve Besiyerleri

Plazmid amplifikasyonu ve rekombinant HSP27’nin ekspresyonunda, Escherichia coli XL1-
Blue ve BL21(DE3) suslar1 kullanilmistir. %0,5 maya ekstrakti, %1 NaCl ve %1 pepton
iceren LB besiyerine ilave olarak se¢ilim saglamak amaciyla ampisilin antibiyotigi eklenerek
bir kiiltlir ortam1 hazirlanmistir. Klonlama islemi sonrasinda pozitif E.coli BL21(DE3) hiicre

transformantlarinin se¢imi, ampisilin iceren LB agar besiyeri kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.1.3. Plazmid Transformasyonu ve Restiriksiyon Enzimleri

HSP27 genini igeren plazmid, E.coli XL1-Blue ve BL21(DE3) suslarina aktarilmigtir. XL1-
Blue yiiksek verimli plazmid replikasyonu igin kullanilirken, BL21(DE3) susu rekombinant
protein lretimi i¢in kullanilmistir. Transformasyon sonrasi plazmidin dogrulugunu teyit
etmek amaciyla, plazmid DNA's1 Apal ve Xhol restriksiyon enzimleri kullanilarak kesim
analizi yapilmistir. Elde edilen bant profilleri, hedef genin dogru bir sekilde aktarildigini ve

plazmidin 6ngoriilen sekilde yapilandirildigini gostermistir.

3.1.4. Hiicre Hatlar1 ve J2 molekiilii

SH-SYS5Y hiicre hatti ATCC’den ticari olarak satin alinarak temin edilmistir. J2 bilesigi
ProbeChem Biochemicals Co. Ltd. (Sanghay, Cin) firmasindan temin edilmistir.

3.1.5. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1.5.1. Cozeltiler ve tamponlar i¢in kullamlan kimyasal maddeler

Cozeltilerin ve besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar Sigma-Aldrich (ABD),

ve Merck (Almanya) firmalarindan tedarik edilmistir.
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3.1.5.2. Hiicre Kiiltiirii deneylerinde ve biyokimyasal analizlerde kullanilan kimyasal

maddeler
Aquaguard-1 : Vivacell Bioscience
Aquaguard-2 : Vivacell Bioscience
BAX ELISA kit : Cusabio
BCL-2 ELISA kit : Cusabio
CASP3 ELISA kit : Cusabio
cDNA sentez kiti : iScript™ ¢DNA Kit, Biorad
Cell Proliferation Kit (MTT) : Biological Industries
Demir Olgiim Kiti : Iron Osr 6186, Osr 6286, Beckman Coulter

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline : Biowest
Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium  : Serana

ECL subsrast : Clarity Western ECL Substrat, 500 mL, BioRad
Fetal Bovine Serum : Biological Industries

Jel hazirlama kiti : TGX™ FastCast™ Acrylamide Kit, 12%, BioRad
L-Glutamin : Serena

Penisilin-Streptomisin : HyClone

Protein ekstraksiyon Kkiti : M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent
Protein inhibitér mix M : Serva 39102.01

RNA izolasyon Kiti : RNeasy Mini Kit (50), Qiagen

RT-gPCR Kit : SYBR Green PCR Master Mix, Qiagen

TAS Assay Kiti : Rel Assay Diagnostics

TOS Assay Kiti : Rel Assay Diagnostics

Tripsin-EDTA : Serana

3.1.6. Yararlanilan alet ve cihazlar

Biyogiivenlik kabin : Bil-ser B2 Class I,

Buz makinesi : Scotsman AF-20
Buzdolaplar : Argelik

CO; inkiibatorii : Niive EC 160

Calkalamali inkiibator : 1ISS-7200 Incubated Shaker
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Demir Olg¢iim Cihazi : Beckman Coulter AU5800
Derin dondurucu (-30 °C) : Hairer

Dikey Elektoroforez Sistemi: Mini-Protean Electrophoresis System (Bio-Rad)

Elektroporasyon Cihazi : BioRAD Gene Pulser Xcell
ELISA okuyucu : Epoch, Biotek

ELISA yikayici : ELX50, BioTek

Gii¢ kaynagi : Thermo EC 300 XL

Hassas terazi : Shimadzu ATX 120

Inverted Mikroskop : Nikon Eclipse Ti2-U Inverted
Isik mikroskobu : Leica DM 4000B

Jel goriintiileme cihazi : ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad)
Liiminometre :Biofix lumi-10 Macherey—Nagel
Magnetik karigtirict : Heidolph MR Hei-Standart
Mikrodalga firin : Arzum

Otoklav : Zealway GR110DR

Otomatik pipet : Eppendorf Research Plus

PCR cihaz1 : Bio-Rad C1000 Touch

pH metre : Radiometer meterlab PHM 210
DNA/RNA tayin cihazi : Qubit 4 Fluorometer

Real-time PCR cihazi : Qiagen Rotor Gene 6flex

Saf su cihazi : Niive

Santrifii : Hettich Santrifiij 220, Hettich Santrifiij 220R, Beckman
Coulter Allegra X-30R Santrifiij

Sogutmali santrifiij : Beckman Coulter Allegra X-30R
Spektrofotometre : Spektronic 20 Genesis

Su banyosu : Memmert

Sarjli otomatik pipet - Isolab

Ultra-low dondurucu (-85 °C) : Haier, New Brunswick U410
Vorteks : Heidolph Reaxtop

Vorteks : Heidolph Reaxtop

Yatay Elektroforez tanki : Thermo Owl Easycast B2-BP
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3.1.7. Kullanilan kimyasal c¢ozeltiler

10X TBE (Tris-Borat-EDTA) tamponu: 10x TBE igin 54 g Tris, ve 27,5 g borik asit 600 mL
distile su ile ¢ozlilmiis ve saf HCL ile pH= 8,0’a ayarlandiktan sonra 40 mL EDTA eklenmis

ve toplam hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmustir.

10x TG tamponu: 250 mM Tris+1900 mM glisin icermektedir. 1 L i¢in; 30,3 g tris-base ve

144 g glisin tartilarak hazirlanan tampon otoklavnarak steril hale getirilmistir.

%10 SDS ¢ozeltisi i¢in 25 g sodyum dodesil siilfat tartilarak, 200 mL saf suda ¢oziildiikten

sonra 250 mL’ye tamamlanarak %10’luk bir ¢6zelti hazirlanmstir.

TGM (Tris-Glisin-Methanol) tamponu; 25 uM Tris, 190/192 mM Glisin, %20 metanol
icermektedir. 250 mL i¢in; 25 mL 10x TG, 175 mL ddH,0 ve 50 mL metanol eklenerek +4°C

de muhafaza edilmistir.

TGS (Tris-Glisin-SDS) yiiriitme tamponu; 10x TG tamponu 1x olacak sekilde kullanilmigtir. 2
kaset i¢in hazirlanan yiiriitme tampon igerigi 7mL SDS+70 mL 10x TG karigtirilarak distile

su ile 700 mL’ye tamamlamastir.

TBS (Tris-Buffered Saline) tamponu; 20 mM Tris base (pH=7,5), 150 mM NaCl icermektedir.
500 mL i¢in; 1 M Tris stoktan (pH=8) 10 mL+1 M NaCl stoktan 75 mL eklenerek

karistirildiktan sonra pH 7,5’e sabitlenmistir.
TBST tamponu; 250 mL TBS + 250 pL Tween 20 eklenerek hazirlanmistir.
Blocking soliisyonu; %1°5’lik BSA (bovine serum albumin) kullanilmistir. 0,75 g BSA

tartildiktan sonra 50 mL TBST i¢inde ¢oziindiiriilmiis ve 0,22 pm por ¢apina sahip PES

filtreden gecirilerek kullanilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri ve Biyokimyasal Analizler

3.2.1.1. Hiicre kiiltiirii kosullari

SH-SY5Y noroblastoma hiicre hatti, %10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 Penisilin-Streptomisin
(PenStrep) igeren DMEM ortaminda kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin 37°C'de, %5 CO; igeren
steril atmosfer kosullarinda inkiibasyonu saglanmistir. Karbondioksit inkiibatoriinde,
inkiibasyon ortaminin %95 nem seviyesinde sabit kalmasi ve kontaminasyonun Onlenmesi
amaciyla, 1 L otoklavlanmig saf suya %1 oraninda aquaguard-1 eklenmistir. Hiicre kiiltiirii
islemleri laminar akis kabini i¢inde gerceklestirilmis olup, her islem Oncesi ve sonrasinda

kabin, UV 1sinlartyla sterilize edilmis ve %70'lik etanol ile temizlenmistir.

3.2.1.2. Hiicre Kkiiltiiriiniin pasajlanmasi

Inkiibasyon siirecinde, SH-SYSY hiicre kiiltiiriiniin gelisimi giinliik olarak izlenmis ve
besiyeri her giin yenilenmistir. Hiicrelerin yogunlugu, T-flask yiizeyinin yaklasik %90'm
kaplayana kadar besiyeri degisim islemleri devam etmistir. SH-SYSY hiicre hattinin T-
flask'in 75 cm?'lik yiizeyinin %901 doldurmasi genellikle 2 ila 3 giin siirmektedir. Hiicreler,
invert mikroskop ile yeterli yogunluga ulastiginda, steril ¢aligma ortaminda pasajlama islemi
yapilmustir. T-flask igerisindeki besiyeri uzaklastirildiktan sonra, hiicreler 37°C'de 4 mL
DPBS ile yikanarak o6lii hiicrelerden temizlenmistir. Hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi i¢in 6
mL 9%0,25 Tripsin-%0,02 EDTA soliisyonu eklenmis ve yaklasik 5-6 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin yiizeyden tamamen ayrildigi invert mikroskop ile
kontrol edilmis ve ardindan tripsin etkisini notralize etmek amaciyla hiicrelerin iizerine %1 L-

glutamin, %1 PenStrep ve %10 FBS igeren 25 mL DMEM besiyeri eklenmistir.

Daha sonra hiicre kiiltiirii, 50 mL'lik steril falkon tiiplere transfer edilmis ve 800 Xg hizinda 7
dk siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra olusan silipernatant
uzaklastirilmigtir. Hiicre pelletinin iizerine %1 L-glutamin, %1 PenStrep ve %10 FBS igeren
12 mL DMEM eklenmis ve otomatik pipet kullanilarak hiicreler tamamen homojen hale

gelinceye kadar pipetaj yapilmistir. Hiicre yogunluguna bagli olarak, hiicreler 2 veya 3 T-
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flaska aktarilmistir. Inokiile edilen hiicrelerin besiyerleri, %1 L-glutamin, %1 PenStrep
ve %10 FBS iceren DMEM ile 10 mL'ye tamamlanmis ve pasajlanan hiicre kiiltiirleri, ayni
inkiibasyon kosullarinda karbondioksit inkiibatoriine yerlestirilerek inkiibasyona devam

edilmistir.

3.2.1.3. Hiicre kiiltiiriiniin stoklanmasi

SH-SY5Y hiicreleri, ilk kiiltivasyonlarindan sonra diizenli olarak pasajlanarak cogaltilmis ve
uzun siireli saklama amaciyla sivi azot tankinda dondurulmustur. Hiicre dondurma islemi
sirasinda, hiicreler T-flasklarda pasajlanmis ve ardindan 800 xg’de 7 dk santrifiij edilerek
slipernatant uzaklastirilmistir. Her bir kriyo tiipii i¢in, aseptik kosullarda 900 uL. FBS ve 100
pL DMSO karisimi hazirlanmis ve bu hiicre dondurma siispansiyonu hiicre pelletinin {izerine
eklenmigtir. Hiicreler pipetleme islemiyle homojen hale getirildikten sonra, 2 mL'lik kriyo

tiiplerine aktarilmig ve hizla sivi azot tankina yerlestirilmistir.

3.2.1.4. Dondurulan hiicrelerin ¢oziindiiriilmesi

Tez calismalari kapsaminda stoklanan hiicreler, ihtiya¢ duyuldugunda c¢oziindiiriilerek
deneylere devam edilmistir. Dondurulmus hiicreler, 37°C'de su banyosunda kisa siire inkiibe
edilerek ¢oziilmistiir. Aseptik kosullar altinda falkon tiipe aktarilan hiicreler, 37°C'de 1sitilmig
30 mL DMEM'e eklenmis ve DMSO'nun olas1 toksik etkileri ortadan kaldirilmistir. Hiicreler,
800 xg hizinda 7 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirilmistir. Hiicre
pelletine %21 L-glutamin, %21 PenStrep ve %10 FBS iceren 10 mL DMEM eklenerek
pipetleme ile homojenize edilmistir. Hazirlanan hiicre kiiltiirleri, ayn1 kosullarinda yeniden

inkiibasyona alinmistir.
3.2.1.5. Hiicre sayim
Inkiibasyona birakilan hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda, besiyeri uzaklastirilarak
hiicreler 37°C'de 4 mL DPBS ile yikanmistir. Hiicrelerin TC-treated ylizeyden ayrilmasi

amaciyla, 6 mL 9%0,25 Tripsin-%0,02 EDTA soliisyonu uygulanmis ve ardindan hiicre
siispansiyonuna 37°C'de 1sitilmis DMEM eklenmistir.
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Hiicreler, steril falkon tiiplere aktarilmis ve santrifiij isleminden sonra siipernatant
uzaklagtirnlmigtir. Olusan hiicre pelletine 5 mL. DMEM eklenerek pipetle homojenize
edilmistir. Hiicre sayimi, 10 pL hiicre slispansiyonu thoma lamina alinarak gergeklestirilmis;
hiicre sayisi, DMEM hacmi ve thoma lamindaki sivi hacminin 1 mL'nin dortte biri oldugu

dikkate alinarak hesaplanmistir.

3.2.1.6. Sitotoksisite calismalari

3.2.1.6.1. Rotenon ve J2 molekiiliiniin hazirlanmasi

SH-SYS5Y noéroblastoma hiicre hattinda Parkinson hastaligi modeli olusturmak amaciyla
rotenon kullanilmustir. Literatiirdeki bilgilere dayanarak ana stok ¢ozeltisi 0,1 M olarak
hazirlanmistir. Molekiil agirhigi 394,41 g/mol olan rotenondan 0,039 g tartilmis ve 1 mL
DMSO iginde ¢oziilmesi saglanmaistir.

1 mg olan HSP27 inhibitori J2 molekiilii (Cat No: PC-63191) iizerine 378 puL DMSO

eklenerek 0,01 M ana stok ¢o6zeltisi elde edilmistir.

3.2.1.6.2. Hiicre canhlik testi

SH-SY5Y néroblastoma hiicreleri, her bir kuyucukta 200 pL besiyeri i¢inde 5x10* hiicre
olacak sekilde 96 kuyucuklu TC-treated plaklara inokiile edilmistir. Hiicreler, 37°C'de %5

CO; ve %95 nem kosullarinda gece boyunca inkiibe edilmistir.

Parkinson modeli olusturmak amaciyla her bir kuyucuga 0,1 mM rotenon eklenmis ve
hiicreler 12 saat boyunca bu kosullarda inkiibe edilmistir. J2 molekiiliiniin zaman ve
konsantrasyona bagli sitotoksik etkilerini incelemek icin, 12, 24 ve 48 saatlik siirelerde farkl
konsantrasyonlar (200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39, 0,195 ve 0,0975 uM)

kullanilarak 3 tekrarli deneyler gerceklestirilmistir.

Ik grup, yalnizca SH-SYSY hiicre hattt olup, bu gruba J2'nin farkli konsantrasyonlari
uygulanmistir. Ikinci grup ise rotenon kullanilarak SH-SYS5Y hiicre hattindan olusturulan

Parkinson modeli olup, bu gruba J2'nin farkli konsantrasyonlari uygulanmistir. Belirlenen
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zaman araliklarinin sonunda, hiicre canliligin1 6lgmek amaciyla her kuyucuga 100 uL MTT
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium  Bromide) reaktifi eklenmis ve
hiicreler 2,5 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda protokole uygun sekilde MTT
solvent eklenmis ve absorbans degerleri, hiicre canlilik yilizdelerini hesaplamak amaciyla 570

nm'de ELISA mikroplate okuyucusu ile dl¢tilmiistiir.

Sekil 3.2. SH-SY5Y hiicre hatt1 ve Rotenon ile indiiklenen Parkinson modellemesi

IC50 degerleri, AA Bioquest ICsp hesaplama araci (https://www.aatbio.com/tools/ic50-

calculator) kullanilarak hesaplanmistir. 1Csy degeri, 24 saatlik inkiibasyon siiresi i¢in 0,12 uM
olarak belirlenmis ve bu degerin alt ve iist konsantrasyon degerleri de analizlere dahil
edilmistir. Sonra ki tiim hiicre kiiltiirii deneyleri, Tablo 1'de belirtilen deney setindeki madde

ve konsantrasyonlar kullanilarak gergeklestirilmistir.

Tablo 1. Deney seti kodlari

Kodlar Uygulanan Madde

Negatif Kontrol (-K) Sadece besiyeri

NK-1 0,06 uM J2

NK-2 0,12 uM J2

NK-3 0,24 uM J2

Pozitif Kontrol (+K) Rotenon igeren besiyeri (10 mM)
PK-1 Rotenon + 0,06 uM J2

PK-2 Rotenon + 0,12 uM J2

PK-3 Rotenon + 0,24 uM J2
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3.2.1.7. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

SH-SYS5Y noroblastoma hiicre hattt ve Parkinson modeli olusturulmus hiicre hatti iizerinde
test edilen J2 molekiiliinlin her bir konsantrasyonu i¢in belirlenen genlerin ekspresyonunu
molekiiler diizeyde degerlendirmek amaciyla, her gruptaki hiicrelerin RNA’lar1 saflastirilarak
biyokimyasal analizler gerceklestirilmistir. Deney setindeki 8 farkli grup igin aseptik
kosullarda TC-treated petrilerde 10 mL’de yaklasik 1x10° hiicre igerecek sekilde gece
boyunca inokiilasyon yapilmis; daha once agiklanan deney gruplar1 olusturulmustur.. 24 saat
sonra, Qiagen RNeasy Mini Kit (50) protokolii kullanilarak toplam RNA saflastirma islemleri

asagida belirtilen adimlara uygun olarak gerceklestirilmistir.

» Petrilerden alinan siipernatant, falkonlarda 10 dk boyunca 8000 xg’de santrifiij
edilerek siipernatant uzaklastirilmis ve hiicre peleti elde edilmistir. Peleti igeren
falkonlar, buza gomiilmiistiir.

» Buzun izerindeki petrilerin tizerine 1 mL Qiagen RNAprotect Tissue Reagent
eklenmis ve 15 saat 4 °C’de penentrasyon i¢in buz dolabinda inkiibe edilmesinin
ardindan kazima islemi yapilarak ilk santrifiij isleminin iizerine eklenip pipetle
homojenize edilmistir.

» Her o6rnek, 2 mL’lik ependorf tiiplerine alinmisg ve 8000 xg’de 5 dk santrifiij edilerek
siipernatant uzaklastirilmistir.

» Hiicreler 1,5 mL PBS ile yikanmig ve ardindan santrifiij edilerek slipernatant atilmistir.

» Her bir gruba hazirlanan RLT buffer karisimindan (3000 pL RLT+30 pL B-
merkaptoetanol) 350 uL eklenerek, 2 kez 1 dk vortekslenmistir.

» Kitin igeriginde bulunan QIAshredder tiiplerine eklenen her 6rnek, maksimum hizda 2
dk santrifiij edilmistir.

» Soguk, %70’lik hazirlanan etanol ile 350 puL (1:1 oraninda) eklenerek pipetleme islemi
yapilmugtir.

» Hazirlanan her 6rnek, RNeasy kolona aktarilmis ve 45 saniye 8000 xg’de santrifiij
edilerek altta kalan siipernatant uzaklastirilmistir.

» Her bir kolona 700 uL. W1 buffer eklenmis ve 45 saniye 8000 xg’de santrifiij edilerek
slipernatant atilmistir.

» Her bir kolona 500 uL. RPE buffer eklenmis ve 45 saniye 8000 xg’de santrifiij edilerek

siipernatant uzaklastirilmistir.
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» Bu adimda her bir kolona yeniden 500 uL RPE buffer eklenmis ve 2 dk 8000 xg’de
santrifiij edilerek siipernatant atilmistir.

» Her bir kolon, bos halde maksimum hizda 1 dk santrifiij edilmistir.

» Bu asamalarda kullanilan kolonlarin tiipleri atilmis ve kolonlar, 1,5 mL’lik RNaz-
DNaz’dan arindirilmis steril yeni koleksiyon tiiplerine yerlestirilmistir.

» Her bir kolona 50 uLL RNaz-free su eklenmis ve +4°C’de 8000 xg’de 1 dk santrifiij
edilerek toplam RNA elde edilmistir.

Ekstrakte edilen RNA’nin saflik konsantrasyon ol¢iimiiniin yapilmasinin ardindan iScript™
cDNA sentez kit protokoliine gére cDNA sentezi gergeklestirilerek -80°C’de ¢cDNA’lar RT-

gPCR ¢alismasinda kullanilmak iizere stoklanmistir.

RNA ve cDNA konsantrasyonu ve safliginin tespiti

260 nm, 280 nm, 320 nm dalga boylarinda kore kars1 biitiin numunelerin absorbans degerleri
Olgiilerek RNA ve DNA’nin safligi ve konsantrasyonu ELISA mikroplate okuma cihazi

araciligiyla belirlenmistir.

RNA miktar1 (ng/puL) = (ODgg) x seyreltme faktorii x 40
DNA miktar1 (ng/uL) = (OD2g0) x seyreltme faktorii x 50

RNA konsantrasyonu ve saflik degerlendirmesi, farkli dalga boylarindaki absorbans degerleri
kullanilarak gercgeklestirilmistir. 260 nm dalga boyundaki absorbans RNA molekiillerinden,
280 nm’deki absorbans proteinlerden, 320 nm’deki absorbans ise partikiil varligindan
kaynaklanmaktadir. Saflik degerlendirmesi, RNA ve DNA icin belirlenen asagidaki skalalar

dogrultusunda yapilmistir.

RNA; OD260/OD280 > 2,0
DNA; OD260/0D280 =1,8
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3.2.1.8. RT-gqPCR ile gen ifade diizeylerinin belirlenmesi

Calismada negatif ve pozitif kontrol igin belirlenen ICso degeri (0,12 pg/mL) referans
alinarak, deney setindeki her bir grup i¢in BAX, BCL2, GPx4 ve CASP3 genlerinin ifade

diizeyleri belirlenmistir. Referans geni olarak GADPH geni kullanilmistir.

Primer tasarimlari, Homo sapiens'e ait gen sekanslari esas alinarak NCBI GenBank
veritabanindan yararlanilarak yapilmistir. Tasarim sirasinda, primerlerin hedef gen bolgesine
0zgii olmasma ve genomun diger bolgeleriyle benzerlik géstermemesine dikkat edilmistir.
PCR iirlinli uzunlugu 150-300 baz cifti ile sinirlandirilmig, primerlerin 3’ uclarinda fazla
sayida G veya C niikleotidi bulunmamasina 6zen gosterilmistir. GC igerigi %60°1 gegmeyecek
sekilde ayarlanmig, se¢imlerde miimkiin oldugunca primerlerin G veya C ile sonlanmasina
dikkat edilmistir. Primer uzunluklar1 15-30 baz c¢ifti arasinda olacak sekilde secilmis, T
degerleri arasindaki farkin 5°C'yi agmamasina 6zen gosterilmistir. Ty, degerleri, Rozen ve
Skaletsky tarafindan gelistirilmis formiil {izerinden hesaplanmis ve 67°C'nin altinda olacak
sekilde optimize edilmistir (Rozen ve Skaletsky, 1999). Ayrica, amplifikasyonun sadece
cDNA’dan yapilmasini saglamak ve genomik DNA kontaminasyonunu onlemek amaciyla

rimerlerin ekzon-ekzon birlesim bdlgelerini kapsamasina dikkat edilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Primer sekanslari

Gen Primer Dizisi
BAX F: 5-AGCAGATCATGAAGACAGGG
R: 5-GAAGTTGCCGTCAGAAAACA
BCL-2 F: 5-TATCTGGGCCACAAGTGAAG
R: 5-ATTCGACGTTTTGCCTGAAG
GPx4 F: 5-ATTGGTCGGCTGGACGAG
R: 5-ACTTCGGTCTTGCCTCACTG
CASP3 F: 5-GCGCTCTGGTTTTCGTTAAT
R: 5-ACCCATCTCAGGATAATCCATTT
GADPH F:5-CTTTTGCGTCGCCAGCC
R: 5-AATTTGCCATGGGTGGAATCA
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Her bir gen igin uygun baglanma sicakligini belirlemek amaciyla, gradient PCR yontemi ile
optimizasyon caligmalar1 gerceklestirilmistir. Farkli sicaklik araliklarinda gergeklestirilen
amplifikasyon sonucunda, en verimli ve spesifik amplifikasyonun gozlendigi sicakliklar
belirlenip bu sicakliklar kullanilarak RT-qPCR analizleri gergeklestirilmistir. Bu degerler
BAX ve BCL2, GPx4 i¢in 58°C, CASP3 i¢in 54°C ve GADPH i¢in 53°C olarak belirlenmistir.

Qiagen SYBR Green Master Mix kiti kullanilarak Tablo 2.’de ki genel sicaklik siklusu
protokoliine gére RT-qPCR islemi gerceklestirilmistir.

Tablo 3. RT-qPCR sicaklik siklusu

Dongii Adr Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 °C 30 sn. 1
Denatiirasyon 95 °C Ssn.

Baglanma 53-55 °C 30 sn. 50

Uzama (Florans okuma) 72°C 45 sn.

Bekleme 4°C © 1

3.2.1.9. Protein ifade diizeylerinin belirlenmesi

SH-SYS5Y hiicre hatt1 ve bu hiicre hattindan olusturulan Parkinson modeli {izerinde denenen
J2 maddesinin her bir konsantrasyonu HSP27 genindeki etkisini protein ifade diizeyinde
belirleyebilmek i¢in her bir hiicre grubundan proteinler saflastirilarak biyokimyasal analizler
icin kullanilmistir. Deney setindeki 8 farkli grubun her biri igin aseptik kosullarda TC-treated
petrilerde 10 mL’de yaklasik 1x10° hiicre olacak sekilde 15-18 saat inokiilasyon yapilmus,
daha once agiklanan basamaklar uygulanarak negatif ve pozitif kontroller olusturulmus ve
belirlenen konsantrasyonlardaki ilag uygulamalari gergeklestirildikten 24 saat sonra total

protein ekstraksiyon islemi asagida ki protokole gore gerceklestirilmistir.

» Petriler iizerine proteaz inhibitér kokteyli ilave edilmesinin ardindan 10 dk buz
tizerinde bekletilmistir. Hiicre lizerindeki sivi kisim falkonlara alinarak 5 dk 8000
Xg’de santrifiij edilmistir, siipernetant ve pelletler ayri tiiplerde -20 °C’de muhafaza

edilmistir.
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» Petrile ylizeyinden hiicre styiricilar yardimi ile kazinan hiicreler buz lizerinde 5-6 kez
21 gauge’luk steril siringa ile ¢ek-birak yapilarak lizis islemi gerceklestirilmistir.
» +4°C, 14.000 xg’de 10 dakika boyunca santrifiij edilen 6rneklerin siipernetant kismi

yeni steril ependorf tiiplere aliquetlenerek -20°C’de stoklanmustir.

Sekil 3. 3. Hiicre kiiltiirii calismalari

3.2.1.10. Western-blot analizi

Western-blot analizi, her hiicre grubunda HSP27°nin ekspresyon seviyelerini belirlemek
amaciyla gerceklestirilmistir. Deney protokoliinde asagidaki adimlar izlenmistir.

Hiicre gruplarindan elde edilen protein ekstraktlarinin protein konsantrasyonlar1 Bradford
tayin yontemi kullanilarak belirlenlenmistir (Bradford, 1976). Protein tayin islemlerinde 1,4
mg/mL BSA ¢ozeltisinden Korelatif azalan konsantrasyonlarda standartlar hazirlanmistir. Bir
96’lik plate kullanilarak her bir kuyucuga standart ¢ozeltilerden ve deney grubu protein
ekstraktindan 4’ser tekrarli olacak sekilde 5’er pL eklenmis, tizerilerine 250 pulL coomassie
brillant blue reaktifi (Sigma, B9616) eklenerek pipetaj isleminden sonra 15 dk oda

sicakliginda karanlikta inkiibe edildikten sonra 595 nm de absorbans degerleri okunmustur.

Numunelerin hazirlanmasi;

Her 6rnek igin her kuyucuga 20-50 pg arasinda protein aktarilmaktadir. Bir ependorf i¢inde
475 pbL 2x Laemmli c¢ozeltisi + 25 pL p-merkaptoetanol hazirlanarak numunelerin
denetiirasyonun kullanilacak olan numune boyama ¢6zeltisi hazirlanmistir. 1:1 olacak sekilde
20 pL numune boyama ¢ozeltisi + 20 uL 6rnek eklenerek vortekslendikten sonra 95°C’de 5

dk denatiirasyon islemi gergeklestirilmistir.
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Jel hazirlanirken TGX™ FastCast™ Akrilamid %12 (Biorad) kitinden faydalanilmistir.
Ureticinin protokoliine gore jel hazirlama basamaklar1 takip edilmistir. Hazirlanan jeller
yiriitme tamponu ile 80 voltta 6n yiiriitme yapilarak tamponun jelin i¢ine niifuz etmesi igin
10 dk bos bir sekilde sistem g¢alistirilmistir. Ardindan boyanmis ve denatiire edilmis protein

numunelerinden her bir kuyucuga 20 pL yiiklenmistir.

Yiriitme isleminin ardindan TGM igerisinde yikama yapilan blotting paper, PVDF membran
ve jelden asagida ki sekilde bir sandvi¢ olusturularak 7 dk 25 miliamper’de blotlama islemi

gergeklesitirilmistir.
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¢
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Sekil 3.4. Western-blot protein transferi

Protein numunelerinin gegtigi PVDF membran hazirlanan blocking soliisyonu ile gece boyu
muamele edilmistir. Ertesi giin membran 3 kez 10 mL TBST ile 15 dk oda sicakliginda,
yikama iglemine birakilmistir. Bu islemin ardindan %1,5’lik hazirlanan BSA’dan 10 mL
almarak 3 pL primer antikor eklenip pipetaj isleminin ardindan 1,5 saat inkiibasyona
birakilmistir. Yikama islem basamaklar1 tekrar edilmis, ardindan 10 mL TBST’de 2 pL
sekonder antikor kullanilmstir. 1,5 saatlik oda sicakligindaki inkiibasyon siiresinin ardindan
yikama iglem basamaklar tekrar edilmis, son olarak 2 kez TBS ile 15’er dk yikama islemleri
gerceklestirilmistir. Hazirlanan subtrat cozeltisi ilave edilerek 5 dk oda sicakliginda,

karanlikta inkiibasyonun ardindan goriintiileme islemi yapilmistir.

3.2.1.11. Total antioksidan ve oksidan seviyeleri

Total Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Total Oksidan Seviyesi (TOS) testleri, biyolojik bir
numunede mevcut tiim antioksidan ve oksidan kapasitesini 6l¢mek amaciyla kullanilmaktadir.

Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasarin 6nlenmesinde rol oynayan
37


https://www.bio-rad.com/en-tr/sku/1610175-tgx-fastcast-acrylamide-kit-12?ID=1610175

bilesiklerdir, buna karsin oksidanlar, reaktif molekiiller olarak hiicresel yapilara zarar vererek
hastalik olusumuna katki saglayabilir. Bu ¢alisma kapsaminda TAS ve TOS aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in Rel Assay Diagnostik tarafindan iiretilen ticari TAS-TOS Assay kitlerinden
yararlanarak deney setinde belirtilen numunelerden ekstrakte edilen ve -80°C'de stoklanmig

protein ekstraktalar1 kullanilmistir.

TAS Analizleri, kit protokoliine uygun sekilde ve her bir numune i¢in dort tekrarli olacak

sekilde gergeklestirilmistir:

» 96 kuyucuklu mikroplate’de her bir kuyucuga numune, standart, ultra saf su, L1 ve
L2’den 18 pL eklenmistir.

» Ardindan, her bir kuyucuga 300 uL. R1 eklenerek pipetajlanmustir.

» 30 saniye oda sicakliginda bekletilen plaka, 660 nm dalga boyunda ELISA cihaz ile
okunmustur.

» Devaminda, her bir kuyucuga 45 pl. R2 eklenmis ve tekrar pipetajlanmistir.

» Plaka, 37°C' de 5 dk inkiibasyona birakildiktan sonra 660 nm’de yeniden okunmustur.

TAS testi, numunedeki antioksidanlarin koyu mavi-yesil renkli ABTS (2-2'-Azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)) radikalini renksiz ABTS formuna indirger. Bu
reaksiyon, spektrofotometrik olarak 660 nm dalga boyunda Olgiliir. Olusan renk
degisikliginin yogunlugu, numunedeki toplam antioksidan miktari ile orantilidir. Kalibrasyon
icin E vitamini analogu olan Trolox kullanilmis olup, sonu¢lar mmol Trolox Equivalent/L

cinsinden ifade edilmistir.

TOS Analizleri, kit protokoliine uygun sekilde ve her bir numune i¢in dort tekrarl olacak

sekilde gergeklestirilmistir:

» 96 kuyucuklu mikroplate’de her bir kuyucuga numune, standart, ultra saf su, L1 ve L2
olmak tizere 45 pL eklenmistir.

» Her bir kuyucuga 150 uL R1 eklenerek pipetleme islemi uygulanmistir.

» 30 saniye oda sicakliginda bekletilen plaka, 530 nm dalga boyunda ELISA cihaz ile
okuma yapilmistir.

» Her bir kuyucuga 15 pL R2 eklenmis ve tekrar pipetleme islemi uygulanmistir.
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» Plaka, 37°C'de 5 dk inkiibasyona birakildiktan sonra 530 nm’de yeniden okunmustur.

TOS testi, numunedeki oksidan molekiillerin ferrdz iyon selatdr kompleksini ferrik iyona
oksitleme kapasitesine dayanir. Ferrik iyonlar, asidik ortamda kromojen ile reaksiyona girerek
renkli bir kompleks olusturur. Numunedeki toplam oksidan miktariyla orantili olan bu
komplesksin renk yogunlugu spektrofotometrik olarak 530 nm dalga boyunda 6l¢iilmektedir.
Kalibrasyon, hidrojen peroksit kullanilarak yapilmis ve sonuglar litre bagina mikromolar

hidrojen peroksit (umol H,O; Equivalent/L) cinsinden ifade edilmistir.

3.2.1.12. Malondialdehit tayini

Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonunun bir {iriinii olup oksidatif stres artisiyla
birlikte diizeyi yiikselen bir biyobelirtectir. Bu nedenle, MDA diizeyinin Slgiilmesi, oksidatif
stres seviyesinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Malondialdehit diizeyleri,
spektrofotometrik analiz yontemiyle belirlenmistir (Khalil ve Salem, 1995). Uygulanan bu
yontemde, sicak ve asidik bir ortamda tiobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona giren MDA
renkli bir kompleks olusturmaktadir. TBA-MDA kompleksinin 532 nm dalga boyundaki

absorbansi, MDA konsantrasyonunun belirlenmesini saglar.

Deney Prosediirii:

» %10’luk trikloroasetik asit (TCA) ve %0,675’lik tiobarbitiirik asit (TBA) ¢ozeltileri
hazirlanmstir.

» Numuneler ve kore 300 uLL ddH,0O eklenmistir.

» Her bir 6rnek kapakli cam tiiplere her birine 1500 pL %10’luk TCA eklenmis ve
vortekslenmistir.

» Tiipler, 90°C’de 15 dk su banyosunda inkiibasyona birakilmistir.

» Daha sonra tiipler buzlu suda sogutulmus ve 3000 rpm’de 10 dk boyunca +4°C’de
santrifiijlenmistir.

» Santrifiij sonrasinda elde edilen siip ernatanttan 300 pL ayr1 tiiplere aktarilmistir.

A\

Her bir tiipe 600 pLL. TBA ¢ozeltisi eklenmis ve karistirilmistir.
» Tiipler, 90°C’de 15 dk boyunca su banyosunda inkiibasyona birakilmis ve pembe renk

olusumu gozlemlenmistir.
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» Ardindan tipler buzlu suda sogutularak 532 nm dalga boyunda absorbansi

Olciilmiistiir.
3.2.1.13. Demir seviyelerinin 6l¢iimii

Hiicre ici demirin homeostazisi, hiicrelerdeki normal fizyolojik aktivitelerin siirdiiriilmesi i¢in
ozellikle 6nemlidir. Bu asamada, her bir hiicre grubunda demir seviyelerinin belirlenmesini
hedeflenmistir. Demir Ol¢iimii, Beckman Coulter analiz cihazinda, fotometrik renk testi

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Kullanilan Yontem ve Prensip:
Bu testte kromojen olarak 2,4,6-Tri-(2-piridil)-5-triazin (TPTZ) kullanilmistir.

» Asidik ortamda transferine bagli demir, serbest demir iyonlarina ayrilir ve askorbik
asit yardimiyla ti¢ degerlikli demir (Fe**), iki degerlikli demire (Fe**) indirgenir.

» Fe**, TPTZ ile reaksiyona girerek mavi renkli bir kompleks olusturur. Bu kompleksin
600/800 nm dalga boyunda absorbansi Olgiilerek, toplam demir konsantrasyonu
hesaplanir.

» Sonraki reaksiyonda askorbik asit verilmeden ortama sadece TPTZ verilerek sadece
Fe*"lerin Fe kompleksi olusturulmasi saglanarak toplam demir konsantrasyonun

sadece Fe?*’nin olusturdugu konsantrasyondan ¢ikarilarak Fe** miktar elde edilmistir,

Kullanilan Materyaller:
» Reaktifler:
o RZ1: Glisin tampon (pH 1.7), 215 mmol/L
o R2: L-askorbik asit, 4,7 mmol/L
o TPTZ, 0,5 mmol/L

Test Prosediirii:
» Reaktifler, oda sicakliginda kararliligin1 koruyacak sekilde hazirlanmistir.
» Analiz cihazinda kalibrasyon, System Calibrator (Kat. No. 66300) kullanilarak
yapilmustir.
» Beckman Coulter analiz cihazi araciligiyla numunelerin demir konsantrasyonlari

olgtilerek hesaplanmustir.
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3.2.1.14. GPx4 aktivite tayini

Yaklagik 2x10° hiicre her grup icin (-K, +K ve 0,06, 0,12 ve 0,24 pM J2 uygulanan SH-SY5Y
hiicreleri) 24 saat inkiibasyonun ardindan tripsinizasyon yapilip kaldirilarak 10 dk, 1000 xg’de
santrifiij edilmistir. Tlim hiicreler ii¢ kez soguk DPBS ile yikanarak son santrifiijiin ardindan
her biri 300 pul GPx4 analiz tamponunda (50 mM Tris-HCI [pH 8,0], 0,5 mM EDTA)
resiispanse edilmistir. Hiicreler buz igerisinde sonikasyon ile homojenize edilerek ve 14000
xg’de 10 dk santrifiij yapilmistir. Numunelerden alinan siipernetantlar; GPx4 analiz tamponu
icerisinde son konsantrasyonlari, 0,25 mM NADPH ve 0,5 U/mL glutatyon rediiktaz olacak
sekilde hazirlanmis ve en son 30 mM tert-biitilhidroperoksit eklenmesiyle reaksiyon
baslatilmistir. Reaksiyon karisimindaki NADPH miktar1, 5 dk boyunca her 10 saniyede bir,
340 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimiiyle Kinetik olarak belirlenmistir (Yang vd., 2014;
Friedmann Angeli vd., 2014).

3.2.1.15.  Plazmid Transformasyonu ve Agaroz Jel Elektroforezi

Transformasyon islemlerinde, CaCl, metodu ile kimyasal transformasyona yetenekli hale
getirilmis E.coli BL21(DE3) kullanilmistir. Buz {izerinde gergeklestirilen kimyasal
transformasyon islemlerinde HSP27 genini iceren plazmid, BL21(DE3)’e aktarilmistir. Buz
tizerinde devam edilen islemlerde kompetent hiicrelere plazmit ¢ozeltisinden 5 pL ilave
edilmis ve 30 dk siire ile inkiibe edilmistir. Hiicreler 42°C’ye ayarlanmig 1s1 blogunda 60
saniye tutulmus tekrar buz iizerinde 5 dk inkiibe edilerek hiicrelere 1s1 soku uygulanarak
plazmidlerin hiicre igine girmeleri saglanmistir. Daha sonra 200 pL sivi Luria-Bertani (LB)
Miller (5 g/L maya ekstrakti, 10 g/L NaCl, 10 g/L pepton) besiyerine ilave edilen hiicreler, 1
saat 37°C’de calkalamali inkiibatdrde inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen hiicreler 100
pg/mL ampisilin igeren LB Miller agar petrilerine yayma yontemi ile farkli miktarlarda
ekilmistir. Petriler 15 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Segilen farkli
kolonilerden 100 pg/mL ampisilin iceren LB miller besiyerine ekim yapilarak 18 saat 37°C
225 rpm’de inkiibasyona birakilmigtir. Bu islemin ardindan plazmid izolasyonu

gerceklestirilmistir.

Plazmid izolasyonu su sekilde gerceklestirilmistir;
» Her bir kiiltiir 13.000 xg’de 1 dk santrifiijlenmistir.

41



» Her peletin iizerine 200 pL resiispansiyon soliisyonu eklenerek vortekslenmistir.

» Elde edilen karigimin iizerine 200 pL lizis tamponu eklenerek 6-8 kez nazik bir sekilde
alt tist edilmistir. (Numuneler 5 dk dan fazla bekletilmemeye 6zen gosterildi).

» Her bir 6rnegin iizerine 350 pL nétrolizasyon soliisyonu eklenerek tekrar nazik bir
sekilde 6-8 kez alt {ist edilmistir.

» Her bir 6rnek daha sonrasinda 5 dk 13.000 xg’de santrifiij edilmistir.

Y

Siipernetant 6rnekleri JetSpin kolonlarina aktarilarak 1 dk santrifiij edilmistir.

A\

Sonraki basamakta 500 pL wash soliisyon eklenerek 1 dk santrifiij yapilarak
siipernetant uzaklastirilmistir.

Tekrar 500 pL. wash soliisyon ile yikama yapilarak siipernetant uzaklastirilmistir.

1 dk bos santrifiij yapilarak kolon soliisyondan uzaklastirilmistir.

Yeni collection tiipler kullanilarak kolonlar yerlestirilmistir.

vV V VY V

Her bir kolona 50 pL eliisyon soliisyonu eklenerek plazmit kolondan alinmastir.

izole edilen plazmidlerin her bir Apal ve Xhol restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Elde
edilen restriksiyon fragmanlari, agaroz jel elektroforezi yontemiyle incelenmistir. Agaroz jel
hazirlanirken, %1 oraninda agaroz, (SeaChem, FMC Bioproducts, ME, ABD) 1x TAE
tampon ¢ozeltisinde (Tris-Asetat-EDTA, 40 mM Tris, 20 mM asetik asit, 1 mM EDTA)
¢Oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan bu cozeltiye 2uL/100 mL etidiyum bromiir ¢ozeltisi ilave

edilmistir. Marker olarak (M) GeneRuler 1 Kb Plus DNA Ladder (Fermentas) kullanilmistir.

Bir sonra ki basamakta {ireticinin protokoliine gére Qubit™ dsDNA Kantifikasyon Testi Kit

kullanilarak Invitrogen Qubit Florometre ile DNA konsantrasyonu 6l¢iilmiistiir.
3.2.1.16. HSP27 plazmitinin dondurularak stoklanmasi
Saflagtirilan rekombinant HSP27 plazmidi, ilgili genin klonlanmasindan ve dogrulama

asamalarindan sonra tekrar kullanilmak tiizere %50 gliserol igeren bir kriyoprotektan

soliisyonda -80°C'de dondurularak stoklanmustir.

42



3.2.1.17. HSP27’nin iiretimi ve saflastirilmasi

Daha 6nceden -80°C'de saklanmig olan plazmit stoklarindan bir miktar alinarak 100 pg/mL
ampisilin igeren LB Miller siv1 besiyerine ekim yapilmistir. Ekim islemi sonrasinda 37°C'de,
18 saat boyunca, ¢alkalamali inkiibator kullanilarak 225 rpm'de inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda elde edilen bakteri kiiltiiriinden optik yogunluk (OD) o6l¢iimii yapilmis ve ODgoo
degeri 0,1 olacak sekilde 2 L’lik erlenmayerlere inokiile edilmistir.

Sekil 3. 5. Ekim iglemi sonras1t ODgpp 0l¢timii

Transferden sonra, bakterilerin logaritmik faza ulasmasini izlemek i¢in kiiltiirler 37°C'de 225
rpm'de inkiibe edilmis ve yaklasik 45 dakika sonra ODgyo degeri yeniden 6l¢iilmiistiir. Bakteri
yogunlugunun ODggg lizerinden 0,5-0,6 arasinda bir degere ulagsmasiyla, hedef proteinin
ekspresyonunu indiike etmek iizere izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozit (IPTG) eklenmistir.
IPTG indiiksiyonunun etkinligini ve en uygun indiiksiyon zamanmi belirlemek igin,

indiiksiyon sonras1 0., 1., 2., 3. ve 4. saatlerde numuneler alinmistir.

Her bir numune, santrifiij islemi ile pelet haline getirilmis ve elde edilen peletlere uygun
miktarda lizis soliisyonu (1 M PBS, 2 M NacCl, 0,372 g KCI, %50 gliserol, 250 puL Trixton X-
100, 2 M Imidazol) eklenerek bakteriyel hiicrelerin etkili bir sekilde parcalanmasi
saglanmigtir. Lizis islemi stirdiiriiliirken, homojenizasyon i¢in sonikasyon uygulanmis ve bu

islem sonucunda protein icerigi analize uygun hale getirilmistir.

Elde edilen numunelerin protein analizleri, SDS-PAGE yontemi ile gerceklestirilmis ve
indiiksiyon siirecinin hedef protein ekspresyonuna etkisi ayrintili olarak incelenmistir. Bu
analiz, protein bant yogunluguna dayali olarak optimum indiiksiyon zaman araliginin

belirlenmesi amaciyla yiiriitilmiistiir.
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Belirlenen en uygun indiiksiyon zaman aralig1 sonrasinda, proteinin yeterli miktarda {iretimini
saglamak icin daha biliylik hacimli flasklar kullanilarak bakteriyel biiylimeye devam
edilmistir. Protein saflastirma siirecinin baglatilabilmesi i¢in lizis soliisyonu ile muamele
edilen hiicre peletine uygun miktarda proteaz inhibitér kokteyli eklenmistir. Bu islem
sonrasinda, hiicreler sonikator kullanilarak buz tizerinde homojenize edilmis, elde edilen lizat
+4°C'de 10 dk boyunca 10.000 xg'de santrifiij edilerek siipernatant dikkatlice steril bir

falkona aktarilmistir.

Rekombinant HSP27’nin saflastirilmasi  Ni-NTA kolon kromatografisi Kkullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu yontem, proteinin N-terminaline eklenen alti tane His Histidin amino
asidinin eklenmesi ile Ni** iyonuna afinetisinin kullanilmasi esasmna dayanmaktadir. Ilk
olarak hiicre ekstraktlar1 1:1 oraninda dengeleme soliisyonu (10x PBS, 2 M imidazol) ile
karistirilarak kromatografi kolonu iizerine yiiklenmistir. Oncesinde, yiiklenen 6rnekten SDS-
PAGE analizi i¢in uygun miktarda numune ayrilmis ve ayrica flow-through fraksiyonlari

toplanarak kolon tizerinden iki kez daha gegirilmistir.

Kolon yikama asamasinda, 20 mM ve 100 mM imidazol iceren farkli konsantrasyonlarda
yikama soliisyonlar1 (wash buffer) uygulanmis ve non-spesifik proteinlerin uzaklastirilmasi
saglanmistir. Ardindan, proteinin saf olarak elde edilmesini saglamak i¢in 100 mM, 200 mM,
400 mM imidazol igeren farkli konsantrasyonlarda eliiyon soliisyonlar1 kullanilmis ve bu
stirecte hedef proteinin hangi eliiyon fraksiyonlarinda yogun olarak bulundugu belirlenmistir.
Toplanan eliiSsyon fraksiyonlarimin protein konsantrasyonlari ve SDS-PAGE ile analizi

gergeklestirilerek saf protein verimi ve kalitesi degerlendirilmistir.

3.2.1.18. Liisiferaz konformasyonel degisim tayini

Lisiferaz enziminin liiminesans sinyal yogunlugu, dogru katlanmis konformasyon ve
agregasyon durumlarindaki degisiklikleri temel alan bir yontemle incelenmistir (Mymrikov
vd., 2017). Bu c¢alismada, liisiferaz 6 M iire ¢ozeltisi (25 mM HEPES, pH 7.4), oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edilerek denatiire edilmistir. Ardindan, uygun miktarda alinan
denatiire liisiferaz tizerine 50 uM Liisiferin, 50 mM KCI, 25 mM HEPES, 5 mM MgCl,, 5
mM DTT ve 2 mM ATP ilave edilerek aktivite tayin ¢ozeltisi hazirlanmistir.
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Deney kapsaminda, drneklerdeki HSP27 aktivitesinin 6lgiim araliginin altinda kalmasindan
dolay1 esik degerinin iizerine ¢ikmasi i¢in, her deney grubuna ait protein ekstraktlarina 1 pM
olacak sekilde HSP27 ilave edilerek &rnek ¢ozeltisi hazirlanmistir (Karademir ve Ozgiir,
2023).

Hazirlanan orneklere aktivite tayin cozeltisi ilave edilerek; liisiferaz eklenmemis negatif
kontrol ve denatiire edilmemis liisiferaz ilave edilerek hazirlanmis pozitif kontrole gore
liisiferinin  oksiliisiferine doniisme miktar1 belirlenerek yiizdece seperon kabiliyeti

liiminometre yardimiyla test edilmistir.

3.2.1.19. [Istatistiksel hesaplamalar

Gen ekspresyon seviyelerinin karsilagtirilmasinda Livak ve Schmittgen (2001) tarafindan
gelistirilen 27T yéntemi uygulanmustir. Bu yontem, hedef genin ekspresyon diizeylerini
referans (housekeeping) gene gore normalize ederek, iki farkli 6rnek arasindaki goreceli gen
ekspresyon farkini belirlemek i¢in kullanilmistir. Bu ¢aligmada, ikincil normalizasyon islemi
GADPH geninin referans gen olarak kullanilmasiyla gergeklestirilmis ve bu yontemle BAX,
BCL-2 ve CASP3 genlerinin ekspresyon seviyeleri karsilagtirilmigtir.

Istatistiksel analizler, SPSS 22.0 yazilimi araciligiyla yapilmistir. Verilerin ortalama ve
standart sapma degerleri tamimlayici istatistikler kullanilarak hesaplanmustir. Olgiimler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigini belirlemek amaciyla Tek Yonli
Varyans Analizi (One-Way ANOVA) testi uygulanmistir. Analiz sonuglarinda anlamlilik
diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Tez kapsaminda HSP27 inhibitorii olarak bilinen J2 molekiilii, SH-SYSY hiicre hattinda ve bu
hattan olusturulan Parkinson modelli hiicrelerde farkli konsantrasyonlar da denenerek bu
gruplar {izerindeki etkileri incelenmistir. Ayn1 zaman da HSP27 rekombinant olarak E.coli

BL21(DE3) de iiretilmis ve saflastirilarak aktivite 6l¢iimiinde kullanilmistir.

4.1. MTT Canlilik Testi

SH-SY5Y noroblastoma hiicreleri (negatif kontrol) ve bu hiicrelerden olusturulan Parkinson
hastaligt modeli  hiicreler (pozitif kontrol) iizerinde J2 molekiiliiniin  farkli
konsantrasyonlardaki etkilerini incelemek ilizere MTT testi uygulanmigtir. Bu test ile J2
molekiiliinlin zaman ve konsantrasyona bagli olarak ortaya koydugu sitotoksik etkilerin
degerlendirilmesi amaglanmigtir. Deneyler, 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri boyunca
200-100-50-25-12,5-6,25-3,125-1,56-0,78-0,39-0,19-0,0975 uM konsantrasyonlarinda J2
molekiilii uygulanarak yiiriitiilmiis ve her bir grup i¢in {i¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
Bu yaklasimla, J2 molekiiliiniin hiicre canlilik iizerindeki etkileri kantitatif olarak analiz

edilmistir. Elde edilen veriler Sekil 4.1., 4.2., 4.3.’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. J2 molekiiliiniin deney gruplari {izerindeki 12. saat MTT canlilik testi sonuglari

46



Sekiller incelendiginde, SH-SYSY hiicre hattinda J2 molekiiliiniin 25 uM ve {izeri
konsantrasyonlarinda hiicre canliligini ciddi sekilde azalttigin1 ve diger dozlarda ise canlilik
oranlarinda anlaml artislar gdzlendigini gdstermektedir. Ozellikle 0,195 uM ve 0,0975 pM

dozlarinda canlilik oranlarinin %110,08 ve %121,76 seviyelerine ulagsmistir.

J2 molekiiliiniin Parkinson modeli olusturulmus hiicrelerde de 6,25 uM ve tizeri dozlarinda da
canlilik oranlarimi diistirdiigii goriilmektedir. Diger dozlarda canlilik oranlarinda artiglar
gozlenmis olup, ozellikle 0,39 uM ve 0,195 uM dozlarinda canlilik oranlarini anlamli bir
sekilde arttirmaktadir.

120

[ SH-SY5Y
I SH-SYSY+Rotenon

100 + I

80 +

60

% Hiicre Canlilig1

< x*. 200 100 50 25 125 625 3125 156 078 039 0.195 0.0975

J2 Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.2. J2 molekiiliiniin deney gruplari tizerindeki 24. saat MTT canlilik testi sonuglari

24. saat diliminde SH-SY5Y hiicre hattinda J2 molekiilii 200, 100, 50 ve 25 uM gibi yiiksek
konsantrasyonlarinda hiicre canliligint daha da azalttig1 goriilmektedir. Bu konsantrasyonlarda
canlilik oranlar1 %10 ve altina diiserken, orta ve diisiik dozlarda canlilik oranlarinda artiglar

gbzlenmistir.

24. saat diliminde J2 molekiiliiniin Parkinson modeli olusturulmus hiicrelerde yiliksek dozlarda
(200, 100, 50, 25, 12,50 ve 6,25 uM) hiicre canliligini ciddi sekilde azalttigin1 gostermektedir.
Orta ve diisiikk dozlarda (3,125 uM ve alt1) canlilik oranlarinda artislar kaydedilmis olup,
ozellikle 0,195 uM ve 0,0975 uM dozlarinda letal etkisi kisitl olmustur.
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Sekil 4.3. J2 molekiiliiniin deney gruplar: tizerindeki 48. saat MTT canlilik testi

SH-SYS5Y hiicre hattinda ve Parkinson modeli olusturulmus hiicrelerde de 48 saatlik
inkiibasyon siiresinde ise J2 molekiiliiniin 200, 100, 50, 25, 12,50, 6,25 ve 3,125 uM
dozlarinda hiicre canliligini anlamli bir sekilde azalttigin1 gostermektedir. 1,56 uM ve istii
dozlarda canlilik oranlarinda artiglar gézlenmis olup, 6zellikle en diisiik dozda hiicre canlilik

seviyelerinin arttig goriillmektedir.

4.2. Apoptotik Gen ve Protein Diizeylerinin RT-gPCR ve ELISA ile Belirlenmesi

HSP27 inhibitorii J2 molekiiliiniin apoptotik ve anti-apoptotik gen ve protein ifade diizeyleri
tizerindeki etkisi BAX, BCL-2 ve CASP3 diizeylerinin RT-qPCR ve ELISA yoOntemi
araciligiyla oOlgiilerek degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, negatif kontrol (-K), pozitif
kontrol (+K) ve farkli konsantrasyonlardaki J2 uygulamalar i¢in Sekil 4.4., 4.5., 4.6.’da

gosterilmektedir.
BAX, apoptotik yolakta gorev alan pro-apoptotik bir proteindir. ELISA sonuclarina gore:

» BAX diizeyleri (-K) grubunda 55,69 ng.mg’ protein &lgiiliirken, J2’nin artan
konsantrasyonlarda  uygulanmasiyla  birlikte =~ BAX  diizeylerinindeki  artis
konsantrasyon sirasina gore %7,74, %35,43 ve %139,77 olarak kaydedilmistir.

Ozellikle en yiiksek konsantrasyon olan 0,24 pM J2 konsantrasyonunda anlamli bir
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yiikselme gdzlemlenmistir. 133,18 ng.mg™ protein élciilen (+K) grubunda ise BAX
seviyesinin (-K)’ya kiyasla oldukga yiiksek oldugu ve J2’nin artan konsantrasyonlarda

uygulanmasi ile doz bagimli olarak sirayla %12,12, %37,61 ve %64,72 oranlarinda
art1s kaydedilmistir.

» RT-gqPCR wverileri incelendiginde ELISA sonuglarii destekler nitelikte oldugu
goriilmektedir. BAX gen ifade diizeyleri (-K) grubu referans olarak alindiginda, J2’nin
artan konsantrasyonlar da uygulanmasiyla birlikte ifade diizeylerinde artis sirasiyla
%54, %64 ve %79 olarak kaydedilmistir. (+K) grubunda ise 1,96 birim olgiiliirken,
J2’nin artan konsantrasyonlarda uygulanmasiyla doza bagimli olarak gruplarda BAX
gen ifade diizeylerinin %17,35, %22,45 ve %93,88 oraninda artiglar kaydedildigi

goriilmektedir.
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Sekil 4.4. Deney gruplarinin BAX protein seviyeleri
BCL-2, anti-apoptotik 6zelliklere sahip bir proteindir. ELISA sonuglarina gore:

> BCL-2 protein diizeyleri (-K) grubunda 1895,95 ng.mg™ protein kaydedilirken J2’nin
artan konsantrasyonlarda uygulanmasiyla birlikte sirastyla %21,99, %22,90 ve %20,60
oraninda azalmalar meydana geldigi fakat anlamli farkliliklar icermedigi
goriilmektedir. (+K) grubunda ise BCL-2 protein ifade diizeyi 1427,06 ng.mg™ protein
Ol¢iilmiistiir. (+K) grubu, J2 uygulanan (-K) grubuyla es deger bir seviyede olup
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J2’nin artan konsantrasyonlarda uygulanmasiyla birlikte belirgin bir sekilde sirasiyla

%48,50, %61,67 ve %55,36 oraninda azalmalar kaydedilmistir.

» RT-qPCR verileri ELISA sonuglarini destekler niteliktedir. BCL-2 gen ifade diizeyleri,
ELISA sonuglarina paralel sekilde, (-K) grubu referans olarak alindiginda J2
uygulamasiyla artan konsantrasyonlarda sirasiyla %3, %14 ve %21 oraninda azalma
egiliminde oldugu, (+K) grubunda normalize degerden daha disiikk bir deger
kaydedildigi ve J2’nin uygulanmasi ile %17, %28,38 ve %48,65 oranlarinda azalma

egilimi gostermektedir.
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Sekil 4.5. Deney gruplarinin BCL-2 protein seviyeleri

CASP3, apoptotik hiicre 6liimiinde rol oynayan bir efektor kaspazdir. ELISA sonuglarina
bakildiginda;

> CAPS3 protein diizeyleri (-K) grubunda 8,25 ng.mg™” protein seviyelerde ifade
edilirken, J2’nin artan konsantrasyonlarda uygulanmasiyla birlikte CASP3
diizeylerinde yiizdece artig sirasiyla soyledir; %23,99, %70,96 ve %151,63. (+K)
grubunda bu seviye 21,73 ng.mg' protein olarak &lgiilirken J2 molekiiliiniin
uygulanmasi ile birlikte sirasiyla %0,76 artma, %5,95 ve %0,38 azalmalar sekilde
oldugu fakat anlamli farkliliklar gostermedigi ve genel olarak yiiksek seviyelerde ifade

edildigi gézlemlenmektedir.
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» RT-gPCR verileri, CASP3 gen ifade diizeylerine paralel sekilde ELISA sonuglarini
destekler niteliktedir. (-K) gen ifade diizeyi referans olarak alindiginda bu gruba artan
konsantrasyonlarda uygulanan J2’nin yiizdece artislart su sekildedir; %17, %23 ve
%98. (+K) grubunda bu seviye 2,21 birim O6lgiilirken, (+K) grubuna J2’nin
uygulanmasiyla CASP3 gen ifade diizeyleri %1,81, %7,24 ve %12,22 oranlarinda artis
meydana geldigi kaydedilmistir.
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Sekil 4.6. Deney gruplarinin CASP3 protein seviyeleri

Bu sonuglar, J2 uygulamasimin CASP3 gen seviyelerini 6zellikle negatif kontrol kosullarinda
doza bagli olarak artirdigin1 gostermektedir. Pozitif kontrol grubunda CASP3 gen
seviyelerinin zaten yiiksek oldugu ve 0,06 ve 0,12 puM dozunda uygulanan J2
konsantrasyonlarinda bu seviyenin anlamli bir sekilde degismedigi goriilmektedir. Bu durum,

J2’nin apoptotik hiicre 6liimii siirecinde etkili oldugunu gostermektedir.

4.3. HSP27 Seviyelerinin Western-blot ile Belirlenmesi

SH-SYS5Y hiicre hatt1 ve bu hiicre hattindan olusturulan Parkinson modeli {izerinde denenen
J2 maddesinin her bir konsantrasyonu HSP27 genindeki etkisini protein ifade diizeyinde

belirleyebilmek i¢in her bir hiicre grubundan esit miktarda protein ekstratlar1 alinarak

kullanmistir.
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(-K)'da ki bant yogunlugu referans olarak alindiginda (-K)'ya uygulanan J2’nin farkli
konsantrasyonlarindaki artisin giderek bant yogunluklarinda azalmalara neden oldugu
gozlemlenmektedir. Ayni sekilde pozitif kontrol degerlendirildiginde (+K)'da ki bant
yogunlugu (-K)'ya gore oldukga kalin ve yogun oldugu ayrica J2’nin artan konsantrasyonlar

uygulanmasi ile bant yogunluklariin giderek azaldig1 goriilmektedir.

Sekil 4.7. Deney gruplarinda HSP27°nin Western-blot analizi
4.4. Total Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Total Oksidan Seviyesi (TOS)

Hiicrelerde olusan oksidan-antioksidan dengesi, TAS ve TOS ELISA kitleri araciligiyla hiicre
homojenatlar1 {izerinde uygulanarak asagidaki grafiklerde de sonuglar degerlendirilmistir. ilk
asamada (-K) ve (+K) gruplarina farkli konsantrasyonlarda (0,06; 0,12 ve 0,24 uM) HSP27
inhibitorii J2 molekiiliiniin uygulanarak toplam antioksidan kapasitesi (TAS) o6lgiimleri

gergeklestirilmistir.

Negatif kontrol grubunda TAS degeri 1,55 mmol Trolox Equiv/L olarak kaydedilmistir. Ayni
gruba 0,06 uM J2’de %41,29 artig, 0,12 uM J2’de %52,84 azalma ve 0,24 uM J2’de %41,29
artts gozlemlenmistir. Pozitif kontrol grubunda TAS degeri mmol Trolox Equiv/L olarak
Ol¢iilmiistiir. Bu grupta J2 uygulamasinin doz artigina bagl olarak TAS degerlerinde kademeli
bir artig gozlenmistir: 0,06 uM J2’de 2,3 mmol Trolox Equiv/L (%4,07), 0,12 uM J2’de 2,37
(%7,24) ve 0,24 uM J2 uygulamasinda 2,4 mmol Trolox Equiv/L (%8,60) diizeyine
ulasmistir. Bu sonuglar, pozitif kontrol kosullar1 altinda J2 molekiiliiniin antioksidan

kapasiteyi doza bagli olarak arttirdigina isaret etmektedir.
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Sekil 4.8. Deney gruplarinda ki toplam antioksidan seviyeleri

TOS verileri dikkate alindiginda, (-K) ve (+K) gruplarina farkli konsantrasyonlarda (0,06;
0,12 ve 0,24 pM) HSP27 inhibitorii J2 molekiilii uygulanarak toplam oksidan seviyeleri

incelenmistir.

Negatif kontrol grubu hiicrelerinde 6l¢iilen deger 7,78 mmol Trolox Equiv/L iken, 0,06 uM J2
uygulandiginda bu deger %28,66 artisla 10,01 birime ve 0,12 uM J2’de 6lgiilen oksidan
seviyesi %42,16 artigla 11,06 mmol Trolox Equiv/L degerine yiikselmektedir. 0,24 uM J2
uygulanmasinda 10,60 mmol Trolox Equiv/L diizeyine geriledigi ve %36,25 bir disiis
kaydedilmistir. Bu gézlem, (-K) grubunda J2 dozunun artigsiyla genel olarak yiikselen bir
oksidan profili olusturmasinin yani sira 0,12 uM dozunda zirve degere ulastigi ve son dozda

kismen gerileme yasandigin1 gostermektedir.

Pozitif kontrol grubunda toplam oksidan seviyesi 10,40 mmol Trolox Equiv/L olarak
Ol¢iilmektedir. 0,06 uM J2 uygulandiginda degisim gostermeyerek yine 10,40 mmol Trolox
Equiv/L olarak saptanmistir. Buna karsilk 0,12 pM J2 uygulamasinda oksidan
seviyesi %7,69’luk bir degerle 11,20 mmol Trolox Equiv/L diizeyine yiikselirken, 0,24 uM
J2°de %3,27’lik bir distsle tekrar 10,06 mmol Trolox Equiv/L gerilemistir. Dolayisiyla
pozitif kontrol kosullarinda da J2, belli bir doza kadar oksidan seviyelerini arttirirken en

yiiksek doza ulasildiginda toplam oksidan diizeyinin bir miktar diistiigli gézlemlenmektedir.
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Sekil 4.9. Deney gruplarinda ki toplam oksidan seviyeleri

4.5. MDA Tayini

Negatif ve pozitif kontrol gruplarina farkli konsantrasyonlarda (0,06, 0,12 ve 0,24 uM)
HSP27 inhibitéri J2 molekiilii 24 saat boyunca uygulanarak lipit peroksidasyonu gostergesi

olan MDA seviyeleri incelenmistir.

Negatif kontrol grubu hiicrelerinde MDA miktar1 1,8 pmol/mg protein diizeyinde iken, 0,06
uM J2’de bu deger %29,17°1ik bir artisla 2,325’e, 0,12 uM J2’de %48,5’lik bir artigla 2,673’e
ve 0,24 uM J2 dozunda ise %65°1ik bir artigla 2,970 pmol/mg seviyelerine yiikselmistir.

Ote yandan, pozitif kontrol grubundaki hiicrelerde 4,316 pmol/mg protein olarak dlgiilen
MDA seviyesi, 0,06 uM J2 dozunda 6,24 nmol/mg ile % 44,58’lik bir artis, 0,12 uM’da 8,85
pmol/mg ile % 105,05 ve 0,24 uM J2 dozunda ise 17,632 pmol/mg ile %308’lik bir artig
gostermistir.  Bu sonuglar, J2 konsantrasyonundaki artisla birlikte hiicrelerde lipit

peroksidasyonunun belirgin sekilde yiikseldigini gostermektedir.
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Sekil 4.10. Deney gruplarinda belirlenen MDA miktarlar
4.6. Demir Seviyelerinin Olciimii

J2 molekiiliiniin demir bagimli ferroptozis tizerindeki etkisini incelemek amaciyla hiicre

gruplarindaki demir seviyeleri 6l¢tilmiistiir.

Veriler incelendiginde; Fe*? seviyeleri (-K)’da 1,62 pmoL/L iken, J2 uygulanmas: ile artan
doz miktarina bagimli olarak sirasiyla 4,56 umoL/L, 7,89 umoL/L, 8,53 pumoL/L birimlik
artiglar géstermistir. Parkinson modeli (+K)’da 16,22 pmoL/L Fe*? seviyesi Ol¢iiliirken, J2 nin
uygulanmasiyla elde edilen veriler sirasiyla soyledir; 16,38 umoL/L, 18,3 umoL/L, 21,95
umoL/L. Buna karsilik, Fe*® seviyeleri (-K) grubunda 3,88 umoL/L olarak &lgiiliirken, artan
konsantrasyonlarda J2 uygulanmasi ile sonuglarda %1,8, %5,15, %42,01°’lik azalmalar
kaydedilmistir. Parkinson modeli gruplarinda ise Fe™ seviyeleri SH-SY5Y gruplarina gore
daha disiik bulunmustur. (+K) grubunda bu deger 2,08 pmoL/L olarak olgiiliirken, J2
molekiiliiniin artan dozlarda uygulanmas ile %4,33, %16,35, %46,15°lik diistisler de artis

gozlemlenmistir.
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Sekil 4.11. Deney gruplarinda belirlenen demir miktarlari
4.7. GPx4’iin Gen ve Spesifik Aktivite Diizeylerinin Belirlenmesi
Ferroptozun biyobelirteglerinden biri olan GPx4 miktarlarinin analizleri SH-SYS5Y hiicre
gruplarinda ve Parkinson modeli olusturulmus gruplarda RT-gPCR ve ELISA yontemi ile

belirlenmistir. (-K) ve (+K) gruplar karsilastirildiginda GPx4 seviyelerinde belirgin bir diisiis
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. Deney gruplarinda belirlenen GPx4’iin gen ve protein ifade diizeyleri
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GPx4 spesifik aktivitesinin J2 molekiilii uygulanan gruplarda doza bagimli olarak azaldigi
gozlemlenmektedir. (-K) gruplarinda sirasiyla 52,21 U/mg protein, 48,39 U/mg protein, 35,4
ng/mL, 31,95 U/mg protein olarak kaydedilirken; (+K) gruplarinda bu degerler sirasiyla 7,33
U/mg protein, 7,14 U/mg protein, 6,26 U/mg protein, 3,83 U/mg protein olarak
kaydedilmistir. Ozellikle (-K)+0,24 uM J2 ve (+K)+0,24 uM J2 gruplarinda GPx42iin
spesifik aktivitesien diisiik seviyeye ulasmistir. Aktivite diizeylerine paralel olan GPx4 gen
ifade diizeyleri de bu verileri destekler niteliktedir. Bu sonuglar, J2’nin GPx4 gen ifade

diizeyleri lizerinde inhibe edici bir etkisi oldugunu diisiindiirmektedir.
4.8. Rekombinant HSP27’nin Uretimi ve Saflastirilmasi
Plazmid, CaCl, metodu ile kimyasal transformasyona yetenekli hale getirilmis E.coli

BL21(DE3) susuna basariyla aktarildiktan sonra uygulanan protokoldeki gibi uygun sartlarda

hiicrelerin biiyiimesi saglanmigtir.

Sekil 4.13. Ampisilin iceren LB agar besiyerinde E. coli BL21(DES3) hiicrelerinin gelisimi

E.coli BL21(DE3) susunda 1 mM IPTG ile 1 saat indiiklenerek elde edilen hiicreler
toplanarak lizis islemi uygulanmistir. Saflagtirma basamaginda en iyi fraksiyonu
belirleyebilmek adia 100-200-400 mM imidazol igeren farkli konsantrasyonlarda eliisyon

soliisyonlar1 kullanilmaistir.
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Sekil 4.14. HSP27’nin saflastirma adimlarinin SDS-PAGE analizi (FT: flowtrough, W1-W2-
Wa3: Yikama, E1-E2-E3; Eliisyon).

Saflastirma igleminin etkinligini ve proteinin safligin1 degerlendirmek amaciyla, eliie edilen
fraksiyonlar SDS-PAGE analiziyle incelenmistir. Analiz sonuglari, 400 mM imidazol igeren
elisyon soliisyonundan elde edilen rekombinant HSP27’nin molekiiler agirligina uygun tek

bir bantin varligin1 gostererek, saflagtirma isleminin basarili oldugunu teyit etmistir.

| I
i
L

HSP27°’nin SDS-PAGE analizine gore, indiiksiyon sonrasi toplam protein ekstraktinda
yaklasik 27 kDa molekiiler agirliga sahip bir bant gézlemlenmistir. Bu bant, HSP27 proteini
ile uyumlu bulunmustur. Western-blot analizlerinde de His-Tag’a 6zgii antikor kullanilarak

proteinin basarili bir sekilde eksprese edildigi dogrulanmustir.
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4.9. Liisiferaz Aktivite Tayini

Deneylerde, (-K) ve (+K) gruplarinda ATP varliginda HSP27’nin liisiferaz aktivitesinin arttigi
fakat J2’nin artan konsantrasyonlar da uygulanmasiyla liisiferaz aktivitesinde doza bagiml (-
K) grubunda %4,41, %26,56, %49,39; (+K) grubunda ise %23,24, %40,35, %70,95 oraninda
diisiislerin goriildiigii kaydedilmistir. Elde edilen sonuglar, J2’nin HSP27 ile iliskili hiicresel

mekanizmalar lizerinde inhibe edici bir etkiye sahip olabilecegini dogrular niteliktedir.
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Sekil 4.16. Deney gruplarinda liisiferaz aktivite tayini
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5. SONUC ve TARTISMA

HSP27 inhibitorii olan J2 molekiiliiniin dopaminerjik SH-SY5Y ve rotenon uygulanarak
Parkinson modeli olusturulmus SH-SY5Y hiicreleri {izerindeki doz-zaman iliskili etkileri tez

kapsaminda ortaya koyulmaktadir.

Negatif ve pozitif kontrol {izerinde farkli konsantrasyonlarda denenen J2 molekiiliinden elde
edilen MTT hiicre canlilik analizi bulgularina gére bu molekiilin metabolik etkileri,

ferroptozis ve apoptoz yolaklari {izerinden irdelenmistir.

MTT verilerine gore hiicre gruplar iizerinde ICso degerleri 0,12 pM olarak belirlenmis olup
calisma boyunca anlamli bir kiyaslama yapabilmek icin bu degerin alt ve iist konsantrasyon
dozlar1 da (0,06, 0,12, 0,24 uM) dahil edilerek ayni parametreler ile ¢alisilmigtir. Her bir
hiicre grubuna belirlenen dozlarda uygulamalar yapilmis ve bu uygulamalar sonucunda

hiicrenin membran izolasyonu, protein ekstraksiyonu ve cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

BAX ve BCL-2 gen ve protein seviyelerine dair bulgulara bakildiginda, J2’nin apoptotik
yolagi doza bagimli olarak aktive ettigi goézlemlenmektedir. BAX seviyelerinde gozlenen
artts, J2°’nin hem negatif hem de pozitif kontrol gruplarinda apoptotik mekanizmalari
destekledigine isaret etmektedir. Anti-apoptotik bir protein olan BCL-2’nin seviyelerindeki
belirgin diisiis, apoptotik mekanizmalarin aktivasyonuna yol agarak J2’nin intrensek yolagi
etkiledigini dogrulamaktadir ki yapilan ¢aligmalarda BAX’in anormal seviyelerdeki artigi ve
bunu takiben BCL-2 seviyelerindeki azalmalarin ndronal 6liime yol agtigi bildirilmektedir
(Adams ve Cory, 1998, Blandini vd., 2003; Tatton, 2000). J2 molekiiliiniin artan
konsantrasyonlarda CASP3 aktivasyonunu up-regiile etmesi ve bu molekiiliin neden oldugu
reaktif oksijen tiirlerininde hiicresel apoptoz mekanizmalarimi tetikleyerek aktive ettigini
destekler niteliktedir (Higuch vd., 1998; Porter ve Janicke, 1999). Yiiksek dozlarda goriilen
apoptotik etkilerin daha belirgin hale gelmesi, J2’nin nérodejeneratif hastaliklarda ya da bu
hastaliga yatkinligi olan bireylerde tedavide kullaniminin kontrollii bir sekilde planlanmasi

gerektigini ortaya koymaktadir.

Western-blot analizi goriintiileri, J2 molekiiliiniin HSP27 iizerindeki baskilayict etkilerini net
bir sekilde gostermektedir. Negatif kontrol grubunda, HSP27°nin referans alinarak
60



degerlendirilmesi g6z Oniine alindiginda, J2 molekiiliiniin artan konsantrasyonlarinin
uygulanmasiyla birlikte bu ekspresyonun anlamli sekilde azaldigi gozlemlenmistir. Bu
azalma, J2’nin HSP27 ekspresyonunu transkripsiyonel veya post-translasyonel seviyede
baskiladigin1 veya proteinin yikimini hizlandirdigin1  gostermektedir (Hwang vd., 2017;
Karademir ve Ozgiir, 2023). Pozitif kontrol gruplarinda rotenonun neden oldugu hiicresel
stresin HSP27 seviyelerinde artisa yol agmasi beklenirken, J2’nin bu artist baskilamasi,
molekiiliin strese aracilik eden yolaklar tizerindeki inhibitor etkisini destekler niteliktedir.
Rotenonun, oksidatif stres araciligiyla mitokondriyal disfonksiyona neden oldugu ve bu stres
yanitinin HSP27 ekspresyonunda artisi tetikledigi literatiirde yaygin olarak bildirilmektedir
(Sherer vd., 2002; Xiong vd., 2012; Rajesh vd., 2014). Ancak, J2 molekiiliiniin rotenon etkisi
altindaki hiicrelerde HSP27 seviyelerini belirgin sekilde azaltmasi, J2’nin HSP27’nin
koruyucu etkilerini baskilayarak hiicreleri daha savunmasiz hale getirebilecegini
diistindiirmektedir. Bu bulgular, nérodejeneratif hastaliklarda J2 molekiiliiniin apoptoz ya da
ferroptozis gibi hiicresel 6lim mekanizmalarini aktive edebilecegine dair 6nemli kanitlar

sunmaktadir.

TAS ve TOS verilerine gore hiicre gruplar1 arasindaki dalgali seyir, J2 molekiiliiniin farkli
dozlarmin hiicrelerin oksidan-antioksidan yanitini lineer bir bicimde etkilemeyebilecegini
gostermektedir. Dozlarda kaydedilen bu farkliliklar, hiicrelerin J2’ye karst verdigi yanitin
kompleks ve doza baglh bir dinamik izledigini goéstermektedir. TAS verileri dikkate
alindiginda pozitif kontrol grubundaki istikrarli artis hiicrelerin halihazirda i¢inde bulundugu
stres durumunun, J2 molekiiliiniin de etkisiyle daha ongoriilebilir bir sekilde artirabilecegini
diistindiirmektedir. Bu bulgular gbz oniline alindiginda bu molekiiliin doz seviyelerine bagh
olarak oksidatif stresle iliskili hiicresel 6liim mekanizmalarin1 etkileme potansiyeline sahip

olabilecegi fikri ortaya ¢ikmaktadir.

Lipid peroksidasyonuna dair bulgular incelendiginde, J2 molekiiliiniin MDA seviyelerini doza
bagimli olarak anlamli sekilde artirdigini ve hiicresel membran hasarina yol agabilecegini
gostermektedir. Ozellikle ek bir stres etkeni olan pozitif kontrol kosulunda bu artis,
ferroptozisin temel belirteglerinden biri olan lipid peroksidasyonunun, J2’nin etkisiyle

siddetlenebilecegine isaret etmektedir (Dixon vd., 2012; Stockwell vd., 2017).
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Demir seviyeleri, ferroptozis siirecinde kritik bir rol oynayan ve lipid peroksidasyonunu
artirarak hiicre 6liimiine yol agabilen énemli bir mekanizmadir. Fe*? ve Fe™ seviyeleri
incelendiginde, (-K) grubunda Fe*® seviyelerinin J2 uygulanmasi ile doza bagimli olarak
azaldigi, J2 molekiiliiniin vyarattigi stresin  Fe*™i Fe*®ye indirgeyerek ferroptozis
mekanizmasini tetikleyebilecegini ve hiicre Sliimiine yol agabilicegini diisiindiirmektedir.
Ayrica Fe*? seviyelerinin Parkinson hastaligi modelinde baslangicta yiiksek oldugu ve J2
uygulanmasiyla yiiksek artislar kaydedildigi goriilmektedir. Bu veriler J2’nin ferroptozis
tizerinden Parkinson hastaliginda hiicresel 6limii hizlandiric1 bir etkisi olabilecegine dair

giiclii kanitlar sunmaktadir.

Demire bagimli bir hiicre 6liimii yolu ferroptozisin biyobelirteglerinden biri olan GPx4, lipid
peroksitleri detoksifiye ederek hiicreleri ferroptozise karsi koruyan antioksidan bir enzimdir
Dixon vd., 2012; Stockwell vd., 2017). Elde edilen bulgular incelendiginde GPx4’iin spesifik
aktivitesinin (-K) grubunda ozellikle J2’nin artan konsantrasyonlarindaki diistisii dikkat
¢ekmektedir. Bu durum J2’nin ferroptozisi tetikleyebilecegi veya antioksidan savunmay1
baskilayarak hiicresel oksidatif stresi artirabilecegini disiindiirmektedir. (+K) grubundaki
GPx4 spesifik aktivitesinin diisiik olmasi Parkinson modellemesi yapilan hiicrelerde
ferroptozis ihtimalinin giderek gii¢clendigine veya hiicrelerin ferroptozise daha duyarli hale

geldigine isaret ediyor olabilir.

HSP27 inhibitorii olan J2 molekiiliniin GPx4 ve ferroptozis iizerindeki etkilerini gosteren
caligmalar sinirlidir ancak benzer bilesiklerin oksidatif stres ve hiicresel 6liim mekanizmalari
tizerindeki etkileri literatiirde bildirilmistir (Li vd., 2020; Seibt vd., 2019). Bulgularimiz, J2
molekiiliiniin hiicre igine Fe™ alimmi arttirarak Fe** indirgenmesini hizlandirdigin1 ve
antioksidan savunmayi1 zayiflatarak  ferroptozis gibi hiicresel o6lim yollarmin

tetiklenebilecegini ortaya koymaktadir (Dixon vd., 2012; Stockwell vd., 2017).

J2 molekiiliinin HSP27 iizerindeki etkisini inceleyebilmek icin liisiferaz aktivite tayini
yapilmistir. (-K) ve (+K) gruplarinda ATP varliginda HSP27 liisiferaz aktivitesini
gosterebiliyorken, bu gruplara J2 uygulanmasinin ardindan bu aktivitenin doza bagimli olarak
azaldigi gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglarin J2’nin HSP27’nin yeniden katlanma ile
iligkili mekanizmalari iizerinde inhibe edici bir etkiye sahip olabilecegini dogrulamaktadir. Bu

sonuglar dogrultusunda J2 molekiiliiniin HSP27 {izerindeki inhibe edici etkisi noérodejeneratif
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hastaliklarda noronal sagkalimi ve rejencrasyonu destekleyen, noéroprotektif etki gésteren
HSP27 i¢in negatif bir etki yaratmaktadir. (Navarro-Zaragoza, vd.,2021; Ousman vd., 2017,
Stetler vd., 2009).

Antioksidan Savunma |

[Fe3* — Fe?* Donusumu

Fe?* ile H202 reaksiyonu

Fenton Reaksiyonu:
Fe?* + H20: = Fe?* + *OH + OH-

*OH Serbest Radikali Uretimi

Haber-Weiss Reaksiyonu:
02~ + H202 = O2 + *OH + OH-

Ferroptoz

Oksidatif Stres T Caspase-3 1

Ferroptoz Kaynakh Olim

‘Apoptoz Baslatici

Apoptoz

Hucre Oluimu

Sekil 5.1. J2 molekiiliiniin apoptoz ve ferroptozis tlizerindeki etkileri

Genel olarak, HSP27 inhibitorii olan J2 molekiilii, hem bazal hem de stres kosullarinda
hiicresel metabolizmay1 etkileyerek apoptotik ve ferroptotik mekanizmalar1 aktive edebilecek
bir potansiyele sahiptir. Kanser hastalig1 tedavilerinde {imit verici yanitlar elde edilsede bu
ilacin olas1 yan etkileri sayilabilecek olan norodejeneratif hastaliklarda ortaya ¢ikarabilecegi
negatif doniitlerde mecvuttur. 2005°te yaymlanan Latchman’in bir makalesine gore, HSP'lerin
koruyucu etkisi iizerine yapilan ¢aligmalarin ¢ogunlugu, ana uyarilabilir 1s1 soku proteini
HSP70 iizerinde yogunlagmis olsa da, ¢esitli kanitlar, HSP27'nin sinir sisteminde daha gii¢lii
bir koruyucu etkiye sahip olabilecegini 6ne siirmektedir. HSP27°nin ndronal koruma
mekanizmalarinda daha aktif oldugu, HSP70’in baz1 stres uyaranlara maruz kalmaya karsi
koruma saglayamazken, HSP27'min asir1 ekspresyonunun cesitli streslere karst koruma

sagladig: bildirilmektedir (Latchman, 2005). Bu bulgular, norodejeneratif hastaliklarda J2’nin
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HSP27’nin hiicresel koruma fonksiyonlarini zayiflatmasina neden olarak, hiicreleri oksidatif
strese ve lipid peroksidasyonuna daha duyarli hale getirdigini gostermektedir. Literatiire
uygun olarak, bu mekanizmalar1 daha iyi anlamak igin in vivo modellerde yapilacak daha
fazla deneysel c¢alisma gerekliligini acikga ortaya koymaktadir. J2 molekiiliiniin kullanim
alanlarinin degerlendirilmesi, 6zellikle Parkinson hastalig1 gibi stres kaynakli nérodejeneratif

hastaliklarda dikkat ¢ekici yeni dnlemler sunabilir.
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