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OZET

Akciger Hiicre Hattinda Nitrofenin Global Gen ifadelenmesine Etkilerinin RNA-Seq

Yoéntemiyle incelenmesi

Amag: Bu ¢alismanin amaci, gevresel bir toksikan olan nitrofenin insan bronsiyal epitel hiicre
hatti BEAS-2B Uzerindeki molekiler etkilerini transkriptomik diizeyde degerlendirmek ve elde edilen
bulgulari dogrulayici yontemlerle desteklemektir.

Materyal ve Metot: BEAS-2B hiicreleri kiltlire edildi ve hiicre canliigl analizi sonucunda
belirlenen 800 uM nitrofen ile 24 saat muamele edildi. Ardindan RNA izolasyonu yapildi ve 6rnekler
RNA-Seq analizi igin dizilendi. Diferansiyel gen ekspresyon analizi yapildi; anlaml genler GO ve KEGG
zenginlestirme analizleri ile degerlendirildi. Secilen genlerin ekspresyon diizeyleri RT-qPCR ile, protein
diizeyindeki degisimler ise Western blot ile dogrulandi.

Bulgular: RNA-Seq analizi sonucunda 502 genin anlaml diizeyde diferansiyel eksprese oldugu
ve bu genlerin 320'sinin artan, 182'sinin azalan genler oldugu belirlendi. Zenginlestirme analizleri ile
nitrofen maruziyetinin hicresel stres yaniti, metabolik siiregler ve epitel fonksiyonlari ile iliskili
yolaklari etkiledigi gosterildi. RT-gPCR sonuglari ile RNA-Seq bulgulari arasindaki uyum biyik olglide
dogrulandi, Western blot analizleri ile de secilen hedeflerde benzer egilimlerin gbzlendigi belirlendi.

Sonug¢: Nitrofen maruziyetinin BEAS-2B hiicrelerinde genis kapsamli gen ekspresyon
degisimlerine yol actigl ve stres yaniti, metabolik diizenleme ile epitel bitlnlGglyle iliskili yolaklari
etkiledigi belirlendi. Bulgular, nitrofenin insan hava yolu epiteli Gzerindeki ¢cok yonli etkilerine isaret
etmektedir.

Anahtar Kelimeler: BEAS-2B, Diferansiyel Gen Ekspresyonu, Nitrofen, RNA-Seq, Toksisite
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Nitrofen on Global Gene Expression in a Lung Cell Line Using

the RNA-Seq Method

Aim: This study aimed to evaluate the molecular effects of nitrofen, an environmental toxicant,
on the human bronchial epithelial cell line BEAS-2B at the transcriptomic level and to validate the
findings with complementary methods.

Materials and Methods: BEAS-2B cells were cultured and treated with 800 uM nitrofen for 24
hours, as determined by the cell viability assay. Total RNA was isolated and sequenced for RNA-Seq
analysis. Differential gene expression analysis was performed, and significant genes were assessed by
GO and KEGG enrichment analyses. Selected genes were validated by RT-gqPCR, and protein-level
changes were examined by Western blot.

Results: RNA-Seq analysis identified 502 significantly differentially expressed genes, including
320 upregulated and 182 downregulated genes. Enrichment analyses showed that nitrofen exposure
affected pathways related to cellular stress response, metabolic processes, and epithelial function. RT-
gPCR largely confirmed the RNA-Seq findings, and Western blot analysis showed similar trends at the
protein level for selected targets.

Conclusion: Nitrofen exposure induced extensive gene expression changes in BEAS-2B cells
and affected pathways associated with stress response, metabolic regulation, and epithelial integrity.
These findings suggest that nitrofen exerts multifaceted effects on human airway epithelium.

Keywords: BEAS-2B, Differential Gene Expression, Nitrofen, RNA-Seq, Toxicity



SIMGELER VE KISALTMALAR DiziNi

ACE2 : Anjiyotensin Donugtlrici Enzim 2

ACTB : Beta-Aktin

APS : Amonyum Persiilfat

ATP : Adenozin Trifosfat

ATP8 : ATP Sentaz Membran Alt Birimi 8

BCA : Bisinchoninik Asit Protein Tayini Yontemi
BEAS-2B : insan Bronsiyal Epitel Hiicre Hatt

(o)) : Farklilagsma Kiimesi

c¢cDNA : Komplementer DNA

Co, : Karbondioksit

Ct : Esik Dongli Degeri

CYP2R1 : Sitokrom P450 Ailesi 2 Alt Aile R Uyesi 1
DESeq2 : Diferansiyel Gen Ekspresyon Analiz Yazilimi
ddH,0 : Deiyonize Su

DMEM : Dulbecco’nun Modifiye Eagle Besiyeri
DMSO : Dimetil Sulfoksit

DNA : Deoksiribonuikleik Asit

ECL : Gelistirilmis Kemiliiminesans

EDTA : Etilendiamintetraasetik Asit

edgeR : Diferansiyel Gen Ekspresyon Analiz Yazilimi
ER : Endoplazmik Retikulum

FBS : Fetal Bovin Serum

FDR : Yanlhis Kesif Orani



FL1
FL2
FSC
GC
GDF15
GM-CSF
GO
GSEA
HRP
IC50
IL-8
ISR
KEGG
KDH
KLF15
log2FC
logCPM
LR
MDS
mRNA
MTT
NaCl
NP-40
PBS

PCR

: Floresan Kanal 1
: Floresan Kanal 2
: ileri Sagiim

: Guanin-Sitozin icerigi

: BlyUme Farklilasma Faktori 15

: Granilosit-Makrofaj Koloni Uyarici Faktor
: Gen Ontolojisi
: Gen Seti Zenginlestirme Analizi

: At kestanesi peroksidazi

: Yari Maksimum inhibitér Konsantrasyonu

: interldkin-8

: Entegre Stres Yaniti
: Genom ve Gen Yollari Kyoto Ansiklopedisi
: Konjenital Diyafragma Hernisi

: Kriippel Benzeri Faktor 15

: Logaritmik Kat Degisimi

: Milyonda Okuma Sayisinin Logaritmasi

: Olabilirlik Orani

: Cok Boyutlu Olgekleme

: Mesajci RNA

: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromir

: Sodyum Klorir

: Nonidet P-40 Deterjani

: Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Xi



Pl

PKIB

p53

RT-qPCR

Rb

RIN

RNA

RNA-Seq

ROS

SDS

SSC

S$v40

TEMED

TLR

Tris-HCI

20-1

Hv

: Propidyum iyot
: Protein Kinaz inhibitérii Beta
: Timor Baskilayici Protein p53
: Gergek Zamanli Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Retinoblastoma Proteini
: RNA Bitlnluk Sayisi

: Ribonukleik Asit

: RNA Dizileme

: Reaktif Oksijen Turleri
: Sodyum Dodesil Siilfat
: Yan Sacihm
: Simian Viras 40
: Tetrametiletilendiamin
: Toll Benzeri Reseptor
: Tris Hidroklortr

: Zonula Okludens-1

: Mikromolar

Xii



SEKILLER DIZziNi

Sekil No Sayfa No
Sekil 1. Hava yolu epitel bariyerinin sematik gosterimi...........ccoeviriieiiiiiieciiiee e, 2
Sekil 2. BEAS-2B hiicrelerinin morfolojisi ve model kullanimi ..........ccocoviiiiiiiiiiiiiiiiceeeeiee, 3
Sekil 3. Nitrofenin Kimyasal YapISI ... ..uueeeeie i e 4
Sekil 4. Nitrofenin gelisimsel toksisite mekanizmalari..........c.ccoooooiiiieiiiiii e, 5
Sekil 5. Nitrofen sonrasi morfolojik degisiKIiKIer ...........ccccovveiiiiiiieiii e 17
Sekil 6. Nitrofen dozuna bagli canlilik etkisi ..............cooovmiiiiiiiiiiiii e 18
Sekil 7. Kontrol ve nitrofen uygulanan 6rneklerin MDS analizi............cccceeeeeiiiieeciieececiee e, 20
SeKil 8. VOICANO GrafiSi...cccuvvveeiiiiieeeeeeeee et e e e 21
SEKIL 9. IS NAITEAS ..viiiiiiiiii e et ee e e e et e e e e ette e e e e eaba e e e eearaeaeeearaeas 24
Sekil 10. GO biyolojik slireg zeNgiNleStirMESi.........cooviiiiiiiiieeiie e 25
Sekil 11. KEGG yolak zenginleStirmMesi .......cccuuiieeiiuiiiiiiiee ettt e e e 26
Sekil 12. Secilen genlerin goreceli ekSpresyonuU ...........cccooioeiiiiiieiiiie e e 27
Sekil 13. Western blot @Nalizi .........eeeeecieieieeeccce e e 28
= LI Yo ToY o) (oY.A= 14 SRR 29
Sekil 15. Hiicre dONGUST @NAlIiZi ......ccccuvieeieiiiieeiiee et et e e e e s eaae e e e aaaeeeeas 30

xiii



TABLOLAR DiziNi

Tablo No Sayfa No
Tablo 1. RT-qPCR primer dizileri........coocuiiiiieiee ettt e erae e e 12
Tablo 2. SDS-PAGE @yIriCl J&l ICEIIGi....ccceriieieeiiee et et 13
Tablo 3. SDS-PAGE istifleme jeli ICeIISi «..uuvvreeiiiiieeieeeeee e e e 14
Tablo 4. Western blot uygulamalarindaki antikor bilgileri.............ccccoooeiiieiiii . 15
Tablo 5. RNA 6rneklerinin kalite kontrol SONUGIAr ...........coooeiiviiiiiiiieeeee e 18
Tablo 6. RNA-Seq temiz okuma ve kalite parametreleri......cccccoviceeiicciee e, 19
Tablo 7. En cok artan ve azalan 30 EN.......coouiiiiieiiie ettt et et 21

Xiv



1. GiRiS

Cevresel toksikanlara maruziyet, insan saghgi Gzerinde kisa ve uzun vadeli etkiler olusturabilen
dnemli bir halk sagligi problemidir. Ozellikle gelisimsel dénemlerde maruz kalinan kimyasal ajanlarin,
organogenez slireclerini etkileyerek kalici yapisal ve fonksiyonel bozukluklara yol acabildigi
bilinmektedir. Akciger gelisimi, embriyonik ve erken postnatal dénemlerde oldukga hassas bir siireg
olup, bu doénemde ortaya c¢ikan molekiler dizensizlikler ilerleyen yasam evrelerinde solunum
fonksiyonlarini kalici bicimde etkileyebilmektedir. Bu baglamda, ¢evresel faktorlerin hava yolu epiteli
Gzerindeki etkilerinin molekiler dizeyde anlasiimasi bliyiik 6nem tasimaktadir (Gluckman & Hanson,
2004; Pinkerton & Joad, 2000).

Konjenital diyafragma hernisi gibi gelisimsel anomaliler, pulmoner hipoplazi ile birlikte
seyreden ciddi klinik tablolar olusturmakta ve yenidogan morbidite ve mortalitesinin 6nemli nedenleri
arasinda yer almaktadir. Deneysel calismalarda yaygin olarak kullanilan nitrofen modeli, bu tir
gelisimsel bozukluklarin mekanizmalarinin arastiriimasina katki saglamis olsa da, mevcut literatiiriin
biyiik bélimii hayvan modellerine dayanmaktadir. insan hava yolu epiteline 6zgii hiicresel yanitlarin
nitrofen maruziyeti baglaminda nasil sekillendigi ise halen sinirl diizeyde anlasiimistir (Hurt et al.,
1983; Manson, 1986)

Son vyillarda yiliksek c¢iktili dizileme teknolojilerinin gelismesiyle birlikte, transkriptomik
yaklasimlar hicresel yanitlarin kapsamli bigimde degerlendirilmesine olanak tanimistir. RNA-Seq
temelli analizler, toksikan maruziyeti sonrasi ortaya cikan gen ekspresyon degisimlerini sistem
diizeyinde ortaya koyabilmekte ve etkilenen biyolojik yolaklarin tanimlanmasina imkan saglamaktadir.
Bununla birlikte, transkriptomik bulgularin hedefli dogrulama yontemleri ile desteklenmesi, elde edilen
sonuglarin biyolojik glvenilirligi acisindan kritik bir gereklilik olarak kabul edilmektedir (Love et al.,
2014; Wang et al., 2009).

Bu tez calismasinda, cevresel bir toksikan olan nitrofenin insan bronsiyal epitel hiicre hatt
BEAS-2B (izerindeki molekiler etkilerinin ortaya konmasi amacglanmistir. Bu kapsamda RNA-Seq
yontemi ile diferansiyel gen ekspresyon profilleri degerlendirilmis, elde edilen bulgular RT-qPCR ve
Western blot analizleri ile dogrulanmistir. Boylece nitrofen maruziyetine bagh hiicresel yanitlarin
transkripsiyonel ve translasyonel diizeylerde bitiincll olarak incelenmesi hedeflenmistir (Bustin et al.,

2009; Conesa et al., 2016; Mahmood & Yang, 2012; Vogel & Marcotte, 2012)



2. GENEL BILGILER

2.1 Akciger Fizyolojisi ve BEAS-2B Hiicre Hatti

Akciger, organizmanin gaz degisimini saglayan temel solunum organi olup, genis ylizey alanina
sahip alveoler yapisi sayesinde oksijenin kana gecisini ve karbondioksitin uzaklastiriimasint mimkin
kilar (West & Luks, 2020). Alveoller, ince bir epitel tabakasi ve yogun kapiller ag ile ¢evrili olup bu yakin
anatomik diizenleme, gaz diflizyonunun etkin sekilde gerceklesmesini saglar (Broussard et al., 2014).
Hava yolu epiteli yalnizca gaz alisverisine katkida bulunmakla kalmaz; ayni zamanda mukus Uretimi ve
kirpiksi hlicre aktivitesi yoluyla solunan partikillerin uzaklastiriimasinda ve epitel bariyer btinlGgiinin
korunmasinda kritik rol oynar (Broussard et al., 2014).

Hava yolu epitel hiicreleri, siki baglanti kompleksleri araciligiyla bariyer fonksiyonunu stirdirr.
Bu baglantilar, zonula occludens-1 (Z0-1), klaudinler ve okludin gibi proteinler tarafindan dizenlenir
ve epitel gegcirgenliginin kontrol edilmesinde merkezi 6neme sahiptir (Willetts, 2012). Bariyer
bitUnligindeki bozulmalarin inflamatuar yanitlarin artisi ve doku hasari ile iliskili oldugu
bildiriimektedir (Willetts, 2012). Hava yolu epitel bariyerinin bu yapisal organizasyonu Sekil 1'de

sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 1. Hava yolu epitel bariyerinin sematik gdsterimi

BEAS-2B hiicre hatti, insan bronsiyal epitelinden tiiretilmis olup adenoviris 12 ve SV40 biyik
T antijeni kullanilarak 6limsiizlestirilmistir (Han et al., 2020). SV40 biyik T antijeninin p53 ve Rb gibi
tiimor baskilayici proteinleri fonksiyonel olarak inhibe etmesi, bu hiicrelerin uzun sireli kiltir

kosullarinda proliferatif kapasitesini korumasini saglamaktadir (Han et al., 2020). BEAS-2B hiicreleri



timorijenik olmamakla birlikte epitel karakteristiklerini sirdirmekte ve bu 6zellikleri sayesinde hava
yolu epiteline 6zgl hiicresel yanitlarin incelenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Stewart et al.,
2012).

Bazi c¢alismalar, BEAS-2B hiicrelerinin yalnizca epitel ozellikleri sergilemekle kalmayip,
mezenkimal kdk hiicrelere benzer yiizey belirtecleri (CD44, CD73, CD90 ve CD105) ifade edebildigini ve
osteojenik ile adipojenik farkhlasma potansiyeline sahip olabilecegini gostermistir (Ke et al., 1988). Bu
fenotipik esneklik, BEAS-2B hiicre hattini epitel bariyer fonksiyonlarinin yani sira hiicresel adaptasyon
ve rejenerasyon slireclerinin modellenmesi agisindan da degerli kilmaktadir (Ke et al., 1988).

BEAS-2B hiicreleri ayrica Toll-benzeri reseptorleri (TLR1-10) eksprese etmekte ve ¢ift sarmalli
RNA gibi TLR ligandlarina yanit olarak IL-8 ve GM-CSF basta olmak Uzere cgesitli sitokin ve kemokinlerin
Uretimini artirabilmektedir (Willetts, 2012). Bu immin yanit profili, BEAS-2B hiicre hattinin cevresel
toksikanlara karsi hava yolu epitelinin inflamatuar tepkilerinin in vitro olarak incelenmesi icin uygun bir
model oldugunu gostermektedir (Willetts, 2012). BEAS-2B hiicrelerinin kiltlirdeki morfolojik
gorinimi ve deneysel model olarak kullanimina iliskin sematik gosterim Sekil 2’de sunulmustur.
Dolayisiyla BEAS-2B hiicreleri, insan hava yolu epiteline 6zgl hiicresel siireglerin molekiler diizeyde

incelenmesine olanak saglayan yaygin bir in vitro modeldir (Zhou et al., 2023).
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Sekil 2. BEAS-2B hiicrelerinin morfolojisi ve model kullanimi

Bu Ozellikler dogrultusunda BEAS-2B hiicre hatti, hava yolu epitel bariyer bitlnlGginin
degerlendirilmesi, inflamatuar yanitlarin analizi ve epitel hasari sonrasi devreye giren onarim
mekanizmalarinin arastiriimasinda esnek ve tekrarlanabilir bir deneysel sistem olarak kabul

edilmektedir (Stewart et al., 2012; Xiao et al., 2012; Zhou et al., 2023).



2.2 Nitrofen ve Toksik Etkileri
2.2.1 Nitrofenin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Nitrofen, kimyasal formili Ci2H;Cl:NO; olan bir diphenyl ether (difenil eter) bilesigidir ve
yaygin adiyla 2,4-dikloro-1-(4-nitrofenoksi) benzen olarak tanimlanir. Molekiler agirligi yaklasik 284.1
g-mol™ olup zahiri fiziksel 6zellikleri arasinda 71°C civarinda bir erime noktasi ve ~190°C civarinda
kaynama sinirlari bildirilmistir. Yapisal olarak nitrofen; bir nitro grubu (NO,), iki klor atomu ve iki halkali
fenil-eter baglantisi icerdigi icin hem lipofilik hem de stabil bir organik molekdl 6zelligi tasir ve cevresel
ortamda kalicihga yatkindir. Nitrofenin kimyasal yapisi Sekil 3’te gosterilmistir. Bu yapisal 6zellikler,
nitrofenin biyolojik membranlardan gecisini kolaylastirmakta ve dokularda birikim potansiyelini
artirmaktadir (Hurt et al., 1983). Nitrofenin kimyasal karakteristigi ve toksikolojik profili tizerine yapilan
calismalar, bu bilesigin cevresel persistansi ile birlikte gelisimsel ve sistemik toksisite olusturabildigini

gostermektedir (Manson, 1986).
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Sekil 3. Nitrofenin kimyasal yapisi
2.2.2 Nitrofenin Tarimsal Kullanimi ve Maruziyet Riski

Nitrofen, 20. ylzyihn ortalarindan itibaren tarimsal alanlarda pre- ve erken post-¢gimlenme
doénemlerinde yabanci ot kontrolii amaciyla yaygin sekilde kullanilmistir (Kluth et al., 1990). Gegmis
uygulamalarda piring ve gesitli sebze tiirleri dahil olmak tizere birgok kiiltir bitkisinde kullaniminailiskin
kayitlar bulunmaktadir (Sluiter et al., 1992). Ancak zamanla insan saghgi ve ¢cevre Uizerindeki potansiyel
riskleri nedeniyle bir¢cok tlkede kullaniminin kisitlandigi veya tamamen yasaklandigi bildirilmektedir
(Sluiter et al., 1992). Buna ragmen, ge¢mis tarimsal uygulamalardan kaynaklanan kalintilarin 2000’li
yillarda dahi bazi gida ve yem (riinlerinde saptanmis olmasi, nitrofenin ¢evresel mirasinin sirdigini
gostermektedir (Wang et al., 2025). Bu bulgular, dusik dizeyli ancak kronik maruziyet olasiliginin

tamamen ortadan kalkmadigini diisiindiirmektedir (Wang et al., 2025).



2.2.3 Nitrofenin Gelisimsel ve Molekiiler Toksisite Mekanizmalari

Nitrofenin embriyotoksik ve teratojenik etkileri deneysel modellerde kapsamli bicimde ortaya
konmustur. Gebeligin belirli donemlerinde nitrofen maruziyetinin, diyafram defektleri ve akciger
hipoplazisi gibi ciddi gelisimsel anomalilere yol acabildigi bildiriimistir (Manson, 1986). Ozellikle
nitrofen ile indiiklenen posterolateral diyafram hernisi modeli, konjenital diyafram hernisinin (KDH)
patogenezini incelemek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Kluth et al., 1990).

Bu model calismalari, nitrofenin fetiiste yalnizca mekanik etkiler olusturmadigini; ayni
zamanda hiicre proliferasyonu, farklilasma ve gen ekspresyonu ile iliskili yolaklari bozarak organogenez
surecini dogrudan etkiledigini gostermektedir (Mahood et al., 2016). Nitrofen-KDH modellerinde
akciger gelisimindeki gerilemenin yalnizca abdominal organlarin torasik bosluga herniasyonu ile
acitklanamayacagi; retinoid sinyalizasyonu ve oksidatif stres yanitlari gibi molekiler mekanizmalarin da
strece dahil oldugu bildirilmektedir (Montedonico et al., 2006). Nitrofenin gelisimsel toksisiteye yol

acan baslica mekanizmalari Sekil 4’te sematik olarak sunulmustur.

Nitrofenin Gelisimsel ve Molekiiler Toksisite Mekanizmalari
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Sekil 4. Nitrofenin gelisimsel toksisite mekanizmalari

Nitrofen toksisitesinin zamanlamaya duyarli oldugu ve gebeligin belirli glinlerinde maruziyetin
daha belirgin gelisimsel bozukluklara yol ac¢tigi gosterilmistir; bu durum teratojenik etkinin hem zaman-
bagimli hem de doku-6zgi karakter tasidigini diisiindlirmektedir (Keijzer et al., 2000). Transkriptomik
analizler, nitrofenle muamele edilmis fetiislerde alveolar gelisim genlerinde baskilanma, hiicre

dongisl diizenleyicilerinde degisim ve vaskiler gelisimle iliskili genlerde diizensizlikler oldugunu



ortaya koymustur; bu bulgular nitrofenin ¢cok katmanli bir patofizyolojik etki profiline sahip oldugunu
desteklemektedir (Mahood et al., 2016).

Embriyonik dokularda gozlenen bu etkiler, yetiskin organizmalardaki akut toksisite
bulgularindan farkli olarak, gelisimsel programlari hedef alan 6zgiil biyolojik silireclerin bozuldugunu
disindirmektedir (Lau et al., 1988). Gincel deneysel c¢alismalar, retinoik asit yolaklarinin
modiilasyonunun bazi kosullarda nitrofen kaynakli akciger hipoplazisinin siddetini azaltabildigini ve
gelisimsel geriligi kismen diizeltebildigini bildirmistir; bu durum nitrofen toksisitesinde retinoid
metabolizmasinin bozulmasinin 6nemli bir rol oynayabilecegine isaret etmektedir (Montedonico et al.,
2006). Buna ek olarak, nitrofen maruziyetinin hiicresel oksidatif stres yanitlarini aktive ettigi ve
antioksidan savunma mekanizmalarinin bu siirecin siddetini modile edebilecegi gosterilmistir; serbest
radikal aracili hiicresel hasarin nitrofen iliskili doku patolojisinde katki saglayabilecegi distintiimektedir
(Hirako et al., 2017).

Her ne kadar nitrofen temelli hayvan modelleri KDH ve akciger gelisim bozukluklarinin
mekanizmalarini aydinlatmada 6nemli katkilar saglamis olsa da, bu modellerin insan biyolojisini birebir
yansitmadigl ve tirler arasi farkliliklarin sonuglarin yorumlanmasinda dikkate alinmasi gerektigi
vurgulanmaktadir (Montalva & Zani, 2019). Bu nedenle, nitrofenin insan hava yolu epitel hicreleri
Gzerindeki dogrudan molekdler etkilerinin in vitro sistemlerde arastirilmasi, mevcut hayvan verilerini

tamamlayici nitelikte 6nem tasimaktadir.

2.2.4 Nitrofen ile iliskili Gelisimsel Etkiler ve Konjenital Diyafragma Hernisi

Konjenital diyafragma hernisi (KDH), diyaframin embriyonik gelisimi sirasinda olusan defektler
sonucunda abdominal organlarin torasik bosluga herniasyonu ile karakterize edilen ciddi bir dogumsal
anomalidir ve siklikla pulmoner hipoplazi ile birliktelik gosterir (Puligandla et al., 2015). KDH’nin en
yaygin formu olan Bochdalek hernisi, diyaframin posterolateral bolgesindeki gelisimsel agiklik
nedeniyle ortaya gikar ve ¢ogunlukla sol tarafta gorilir (Greer, 2013; Puligandla et al., 2015). Bu defekt
sonucunda gelismekte olan akciger Uzerine mekanik baski olussa da, gincel literatir akciger
hipoplazisinin yalnizca fiziksel kompresyonla acgiklanamayacagini, akciger gelisiminin diyafragma
defekti olusmadan 6nce de bozulmus olabilecegini gostermektedir (Keijzer et al., 2000).

Bu goris Ozellikle nitrofen ile olusturulan deneysel KDH modelleri ile desteklenmektedir.
Nitrofen maruziyeti sonrasi embriyonik akcigerlerde gelisimsel geriligin, diyafram defekti
belirginlesmeden 6nce basladigi rapor edilmistir (Keijzer et al., 2000; Kluth et al., 1990). Bu modellerde
alveolar gelisim, dallanma morfogenezisi ve vaskiler yapilanmaile iliskili gen ekspresyonlarinin anlamli
sekilde etkilendigi gosterilmis; boylece Bochdalek hernisinin yalnizca yapisal bir diyafram anomalisi
degil, ayni zamanda primer akciger gelisim bozuklugu iceren kompleks bir patoloji oldugu ortaya

konmustur (Clugston & Greer, 2007; Pober, 2007; Van Mieghem et al., 2018).



Nitrofen temelli KDH modellerinde elde edilen bulgular, o6zellikle retinoid (A vitamini)
sinyalizasyonunun diyafram ve akciger gelisiminde merkezi rol oynadigini ve bu yolaktaki bozulmalarin
hem diyafragma defektine hem de pulmoner hipoplaziye katki saglayabilecegini diisindirmektedir
(Greer, 2013). Buna ek olarak, oksidatif stres yanitlarinin ve gelisimsel sinyal aglarinin modulasyonu da
nitrofen iliskili patofizyolojide etkili mekanizmalar arasinda yer almaktadir (Keijzer et al., 2000). Bu
nedenle Bochdalek hernisi, molekiler ve hiicresel diizeyde gelisimsel regiilasyon bozukluklarinin bir
sonucu olarak degerlendirilmektedir (Pober, 2007).

Her ne kadar nitrofen-KDH modelleri hastaligin embriyolojik temellerinin anlasiimasina dnemli
katkilar saglamis olsa da, bu bulgularin insan biyolojisine dogrudan aktarilabilirligi sinirhdir. Bu
baglamda, insan hava yolu epitelini temsil eden in vitro sistemlerde gergeklestirilen calismalar, nitrofen
maruziyetine bagli hicresel ve molekiler yanitlarin dogrudan degerlendirilmesine olanak saglayarak

hayvan modeli verilerini tamamlayici nitelik tasimaktadir.

2.3 RNA-Seq ile Transkriptomik Analizlerin Onemi

Transkriptom, bir hiicre ya da dokunun belirli bir zaman noktasinda ifade ettigi tim RNA
tirlerini (MRNA dahil) ve bunlarin izoform gesitliligini yansitan dinamik bir molekdler profildir (Wang
etal., 2009). RNA-Seq, yliksek ciktili dizileme teknolojilerini kullanarak transkriptomun kapsamli sekilde
profillenmesine olanak saglayan, modern transkriptomik analizlerin temel yaklagimidir (Wang et al.,
2009). Bu yontem, gen ekspresyon diizeylerini nicel olarak 6lgmenin yani sira alternatif ekson kullanimi
ve izoform farkliliklarini da yakalayabildigi i¢in transkriptomik karmasikhigin degerlendirilmesinde
belirgin avantaj sunar (Wang et al., 2009). RNA-Seq’in arka plan sinyalinin disik olmasi ve 6lglim
araliginin (dynamic range) genis olmasi, dusik bolluktaki transkriptlerin saptanmasini ve yilksek
bolluktaki transkriptlerin daha dogru nicellenmesini destekler (Wang et al., 2009).

RNA-Seq, mikroarray tabanl profilleme yaklasimlarina kiyasla 6zellikle disik ekspresyonlu
genlerin tespitinde daha yuksek duyarlilik ve daha genis dinamik aralik saglayabildigi icin diferansiyel
gen ekspresyonu analizlerinde glicli bir platform olarak 6ne ¢ikmaktadir (Zhao et al., 2014). RNA-Seq
verisi, kosullar arasi gen ekspresyon degisimlerinin sistematik bicimde karsilastiriimasina olanak
vererek biyolojik yanitlarin molekiler diizeyde haritalanmasini mimkiin kilar (Wang et al., 2009). Bu
baglamda RNA-Seq, yalnizca 6nceden hedeflenen genleri degil, ayni zamanda beklenmeyen yolaklari
ve diizenleyici aglari da goriundr kildigl icin hipotez Uretmeye elverisli kesifsel bir yaklasim olarak
degerlendirilmektedir (Wang et al., 2009).

RNA-Seq verileri sayim (count) temelli oldugundan, diferansiyel ekspresyon analizinde
biyolojik/teknik varyasyonu modelleyen istatistiksel yontemlerin kullanilmasi gereklidir (Love et al.,
2014). DESeq2 gibi yontemler, dispersiyon ve kat degisim (fold change) tahminlerinde shrinkage

yaklasimlarini kullanarak daha stabil ve yorumlanabilir diferansiyel ekspresyon sonuclari iretmeyi



amaclar (Love et al., 2014). Benzer sekilde edgeR, asiri sacilimi (overdispersion) hesaba katan modeller
ve ampirik Bayes vyaklasimlari ile replike sayim verilerinden diferansiyel ekspresyon cikarimi
yapilmasina olanak saglar (Robinson et al.,, 2010). Bu analiz ¢iktilari, tek tek gen dizeyindeki
degisimlerin otesinde biyolojik anlamlandirma ihtiyacini dogurdugundan, gen kiimeleri/yolaklar
Gzerinden yorumlayici gcergeveler kritik hale gelir (Subramanian et al., 2005). Gene Set Enrichment
Analysis (GSEA) gibi yaklasimlar, tek tek genler yerine biyolojik olarak iliskili gen setlerinde esgidimli
degisimleri test ederek transkriptomik veriden biyolojik icgori Gretmeyi hedefler (Subramanian et al.,
2005).

Bu nedenle RNA-Seq temelli transkriptomik analizler, hiicresel yanitlarin kapsamli bicimde
degerlendirilmesini saglayarak toksikan maruziyeti gibi kosullarda etkilenen siireclerin ve molekiiler
yolaklarin sistem dilizeyinde ortaya konmasina olanak tanir (Subramanian et al., 2005; Wang et al.,
2009). Elde edilen kesifsel bulgularin sonraki asamalarda hedefli dogrulama vyaklasimlari ile
desteklenmesi, transkriptomik sonuglarin biyolojik glvenilirligini artirmak acisindan yaygin olarak
benimsenen bir stratejidir (Love et al., 2014; Robinson et al., 2010).

Bu baglamda RNA-Seq temelli transkriptomik analizler, nitrofen maruziyeti gibi cevresel
toksikanlarin hiicresel diizeyde tetikledigi gen ekspresyon degisimlerini bitiinciil olarak ortaya koymak
acisindan kritik 6neme sahiptir (Mahood et al., 2016). Nitrofenle iliskili gelisimsel bozukluklarda
alveolar gelisim, hiicre dongiisii reglilasyonu ve vaskiler yolaklarda meydana gelen transkriptomik
degisimlerin rapor edilmis olmasi, bu yaklasimin toksisite mekanizmalarinin ¢6ziimlenmesinde giglii
bir ara¢ oldugunu gostermektedir (Mahood et al., 2016; Montedonico et al., 2006). Ayrica oksidatif
stres yanitlari ve retinoid sinyalizasyonu gibi stireclerin RNA-Seq verileri lizerinden es zamanli
degerlendirilmesi, nitrofenin ¢ok katmanli patofizyolojisinin molekiiler diizeyde aydinlatiimasina
olanak tanimaktadir (Hirako et al., 2017, Montedonico et al., 2006). Bu nedenle, insan hava yolu
epitelini temsil eden BEAS-2B hiicre hattinda gerceklestirilen RNA-Seq analizleri, nitrofen maruziyetine
bagh hiicresel yanitlarin tanimlanmasi ve hedef yolaklarin belirlenmesi acgisindan tamamlayici ve

translasyonel degeri yiiksek bir yaklasim sunmaktadir (Hirako et al., 2017; Mahood et al., 2016).

2.4 RT-gPCR ve Western Blot Dogrulama Yaklagimi

RNA-Seq tabanli transkriptomik analizler hiicresel yanitlarin kapsamli bicimde ortaya
konmasini saglasa da, elde edilen kesifsel bulgularin hedefli yontemlerle dogrulanmasi biyolojik
glvenilirlik agisindan kritik Gneme sahiptir (Conesa et al., 2016). Bu amagla, secilen genlerin mRNA
diizeyindeki degisimlerinin kantitatif olarak degerlendirilmesinde gercek zamanli ters transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-gPCR) yaygin olarak kullanilmaktadir (Bustin et al., 2009). RT-gPCR,

yuksek duyarhligi ve genis dinamik araligl sayesinde distik bolluktaki transkriptlerin glivenilir sekilde



nicelenmesine olanak tanir ve RNA-Seq verilerinin bagimsiz bir ydntemle teyit edilmesini saglar (Bustin
et al., 2009).

Bununla birlikte, mRNA dizeyindeki degisimlerin her zaman protein ekspresyonuna birebir
yansimayabilecegi bilinmektedir; post-transkripsiyonel ve translasyonel diizenleyici mekanizmalar
protein bollugunu 6nemli Olclide etkileyebilmektedir (Vogel & Marcotte, 2012). Bu nedenle,
transkriptomik ve RT-gPCR sonuglarinin protein diizeyinde dogrulanmasi amaciyla Western blot analizi
sikhkla tercih edilmektedir (Vogel & Marcotte, 2012). Western blot, spesifik antikorlar araciligiyla hedef
proteinlerin tespit edilmesine ve goreceli ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasina imkan saglayarak
hicresel yanitlarin fonksiyonel ciktilarinin degerlendirilmesine katkida bulunur (Mahmood & Yang,
2012).

RNA-Seq, RT-gPCR ve Western blot yontemlerinin birlikte kullanilmasi, ayni biyolojik olayin
transkripsiyonel ve translasyonel diizeylerde es zamanl olarak incelenmesini miimkin kilarak cok
katmanli bir dogrulama stratejisi sunmaktadir (Conesa et al., 2016; Mahmood & Yang, 2012). Bu
bltlincil yaklasim, diferansiyel gen ekspresyonu analizlerinden elde edilen aday hedeflerin biyolojik
anlamliligini giclendirmekte ve toksikan maruziyeti gibi kosullarda ortaya ¢ikan molekiler degisimlerin
daha saglam bicimde yorumlanmasina olanak tanimaktadir (Bustin et al., 2009; Mahmood & Yang,
2012).

Bu baglamda, RNA-Seq ile tanimlanan diferansiyel olarak ifade edilen genlerin RT-qPCR ile
dogrulanmasi ve segilen hedeflerin protein diizeyinde Western blot analizi ile degerlendirilmesi,
nitrofen maruziyetine bagli hiicresel yanitlarin givenilir sekilde karakterize edilmesini amaglayan
tamamlayici bir strateji olarak benimsenmistir (Bustin et al., 2009; Conesa et al., 2016; Mahmood &

Yang, 2012; Vogel & Marcotte, 2012).

2.5 Calismanin Amaci ve Hipotezi
Amag

Bu galismanin amaci, ¢evresel bir toksikan olan nitrofenin insan bronsiyal epitel hiicre hatti
BEAS-2B uzerindeki molekiiler etkilerini transkriptomik diizeyde degerlendirmek ve diferansiyel olarak
ifade edilen segili gen ve proteinleri RT-qPCR ve Western blot yontemleri ile dogrulamaktir. Bu
kapsamda, nitrofen maruziyetine bagh olarak hiicresel stres, gelisimsel diizenleme ve inflamatuar

yanitlarla iliskili yolaklarda meydana gelen degisimlerin ortaya konmasi hedeflenmistir.
Hipotez

Nitrofen maruziyetinin BEAS-2B hiicrelerinde gen ekspresyon profillerini anlamli sekilde
degistirdigi ve bu degisimlerin gelisimsel sinyal yolaklari, oksidatif stres yanitlari ve inflamatuar

streclerle iliskili molekiler mekanizmalari yansittigi hipotez edilmektedir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1 Hiicre Hatti ve Kiiltiir Kosullar

Calismada insan bronsiyal epitel hiicre hatti BEAS-2B (ATCC® CRL-9609™) kullanildi. -80°C’'de
saklanan hicreler hizlica ¢ozindirilerek Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco)
icerisinde suspanse edildi ve %10 fetal bovin serum (FBS, Capricorn) ile %1 penisilin/streptomisin
(Gibco) iceren taze kiltiir ortamina alindi. Hiicreler, 25 cm? kaltur flasklarinda (Greiner CELLSTAR®) %5
CO; iceren nemlendirilmis inkiibatérde (ESCO, CCL-170B-8) 37°C’de kdltiire edildi.

Hicre morfolojisi ve konfluans durumu JuLl™ Br hiicre gérintileme sistemi (NanoEntek)
kullanilarak dizenli olarak takip edildi. Hiicreler yaklasik %80-85 konfluansa ulastiginda tripsinizasyon
ile pasajlandi. Pasajlama sirasinda hiicreler 1X PBS (ECO—>TECH NutriCulture) ile yikandiktan sonra 1X
Tripsin-EDTA soliisyonu (Gibco) kullanilarak ayristirildi ve taze besiyeri ile yeniden slispanse edilerek

deneysel uygulamalarda kullanildi. Deneylerde pasaj 20—30 araligindaki hiicreler tercih edildi.

3.2 Nitrofen Uygulamasi ve Doz Belirleme (MTT Analizi)

Hicreler deneysel uygulamalar 6ncesinde JuLl™ Br hiicre goriintiileme sistemi (NanoEntek)
kullanilarak konfluans agisindan kontrol edildi ve pasajlama sonrasi Trypan Blue boyasi ile Thoma
laminda sayildi. Hicre sayimi JuLl™ Br cihazi ile gerceklestirildi. Hiicreler, kuyu basina 1x10* hiicre
olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara ekildi ve %5 CO, iceren nemlendirilmis inkiibatérde (ESCO, CCL-
170B-8) 37°C’'de 24 saat inkibe edildi.

Nitrofen (MW: 284,092 g/mol) dimetil sulfoksit (DMSO) igerisinde ¢ozilerek stok cozelti
hazirlandi ve son DMSO konsantrasyonu %1 olacak sekilde ayarlandi. Hiicrelere uygulanacak nitrofen
konsantrasyonlari 1600-3,12 uM araliginda seri sulandirma yontemiyle hazirlandi. Kontrol gruplari igin
yalnizca DMEM ve %1 DMSO iceren DMEM kullanildi.

24 saatlik ilag maruziyetinin ardindan hicre canhligr MTT testi ile degerlendirildi. Bu amacla
hiicrelere MTT reaktifi eklendi ve plaklar 37°C’'de %5 CO, ortaminda 4 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda ortam uzaklastirildi ve olusan formazan kristalleri DMSO ile ¢6ziildi. Absorbans degerleri
570 nm ve referans olarak 630 nm dalga boylarinda mikroplaka okuyucuda 6l¢iildi (Biotek Epoch
Mikroplaka Spektrofotometre).

Doz optimizasyonu amaciyla deney ikinci kez 1000-100 uM araliginda tekrarlandi ve elde
edilen canlilik verileri dogrultusunda galisma konsantrasyonu olarak 800 uM nitrofen secildi.

Belirlenen doz dogrultusunda ana deneyler icin hiicreler yeniden kiltire edildi ve 25 cm? kiiltir

flasklarina (Greiner CELLSTAR®) ekildi. Hicreler yaklasik %40-50 konfluansa ulastiginda kontrol
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gruplarina %1 DMSO iceren DMEM, deney gruplarina ise 800 uM nitrofen iceren DMEM uygulandi.
Tum gruplar 37°C ve %5 CO, kosullarinda 24 saat inkiibe edildi.

3.3 Apoptoz Analizi

Kontrol ve nitrofen ile muamele edilmis BEAS-2B hiicrelerinde apoptoz diizeyleri Annexin V-
FITC/PI gift boyama yontemi kullanilarak degerlendirildi. Analizler, tiretici firmanin protokoliine uygun
olarak Elabscience Annexin V-FITC/PI Apoptosis Kiti (E-CK-A211) ile gerceklestirildi.

24 saatlik ila¢ uygulamasinin ardindan hiicreler tripsinizasyon ile toplandi, PBS ile yikandi ve
santrifiij sonrasi elde edilen hiicre pelletleri Annexin V baglama tamponu icerisinde yeniden slispanse
edildi. Hacre slspansiyonlarina Annexin V-FITC ve propidyum iyot (Pl) eklendi, 6rnekler oda
sicakliginda karanlk ortamda inkiibe edildi. Boyama sonrasi hiicre 6rnekleri BD Accuri™ C6 Plus akis
sitometresi kullanilarak analiz edildi.

Her grup icin maksimum 20.000 olay kaydedildi ve hiicre kalintilari ileri sagcim (FSC) ve yan
sacilim (SSC) parametrelerine gore analiz disi birakildi. FITC ve PI floroforlari 488 nm lazer ile uyarildi;
FITC sinyali FL1 kanalinda (533/30 nm), Pl sinyali ise FL2 kanalinda (585/40 nm) tespit edildi. Elde edilen

veriler BD Accuri™ C6 Plus yazilimi kullanilarak analiz edildi.

3.4 Hiicre Donglisii Analizi

Hicre donglisi dagilimi, propidyum iyot (PI) boyamasi sonrasinda akis sitometrisi ile
degerlendirildi. Hicreler %70 soguk etanol ile fikse edildi ve -20°C'de inkiibe edildi. Fiksasyon
sonrasinda RNase A ile muamele edilen hiicrelere Pl eklenerek DNA igerigi boyandi.

Boyanmis hiicre 6rnekleri BD Accuri™ C6 Plus akis sitometresi kullanilarak analiz edildi. Grup
basina maksimum 20.000 olay kaydedildi ve hticre kalintilari FSC/SSC parametrelerine gére analiz digi
birakildi. Pl floresansi 488 nm lazer ile uyarilarak FL2 kanalinda (585/40 nm) 6lculdi. Hiicre dongtisu

faz dagilimlari BD Accuri™ C6 Plus yazilimi kullanilarak hesaplandi.

3.5 RNA izolasyonu ve RNA-Seq Hazirhig

Nitrofen maruziyetinin ardindan kontrol ve deney gruplarindaki BEAS-2B hiicreleri toplandi ve
hiicre pelletleri elde edildi. Her bir hiicre pelletinden toplam RNA, RNA izolasyon kiti (ECO->TECH
EcoPure Total RNA Kit) kullanilarak Gretici firma protokoliine uygun sekilde izole edildi.

Elde edilen toplam RNA miktari spektrofotometrik yontemle (Denovix DS-11 FX+
Spectrophotometer/Fluorometer) olclldi. RNA butinlugi ve olasi genomik DNA kontaminasyonu
%1,2 agaroz jel elektroforezi (BIORAD) ile degerlendirildi. Kalite kontrol asamalarindan gecen RNA
orneklerinin bir kismi, transkriptomik analiz amaciyla RNA-Seq hizmet alimi kapsaminda dis hizmet

saglayici firmaya (SUGENOMIC) gonderildi.
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RNA o6rneklerinin kalan kismi tamamlayicit DNA (cDNA) sentezi icin kullanildi. Bunun i¢in 1 pg
toplam RNA’dan, cDNA sentez kiti (abm OneScript® Plus cDNA Sentez Kiti) kullanilarak dretici
protokoliine uygun sekilde cDNA elde edildi. Elde edilen cDNA ornekleri RT-gPCR analizlerinde

kullanilmak tGzere —20°C’de saklandi.

3.6 RNA-Seq Dizileme ve Biyoinformatik Analiz

Kalite kontrol asamalarindan gecen toplam RNA &rneklerinin bir kismi RNA-Seq analizi igin
hizmet alimi kapsaminda dis hizmet saglayici firmaya gonderildi. Orneklerin dizileme dncesi uygunlugu
Agilent 5400 sistemi ile degerlendirildi ve tiim 6rneklerin “Uygun” kriterini sagladig belirlendi. BEAS-
2B orneklerinde RNA bitunliginin RIN degerlerinin 7,8-9,6 araliginda oldugu raporlandi (ortalama
8,93) ve bu degerlerin kitiphane hazirligi ile dizileme igin yeterli kaliteyi gosterdigi saptandi.

Dizileme islemleri Illumina NovaSeq platformunda gergeklestirildi ve ham okuma (raw reads)
verileri FASTQ formatinda elde edildi. Ham veriler, adaptér kontaminasyonu ve dusik kaliteli
okumalarin uzaklastiriimasi amaciyla filtrelendi; boylece analiz i¢in temiz okuma verileri olusturuldu.
Kontrol ve nitrofen gruplarinda temiz okuma sayilarinin 6rnek basina yaklasik 42,8—-51,8 milyon
araliginda oldugu ve ortalama 46,8 milyon temiz okuma elde edildigi belirlendi. Filtreleme sonrasi etkin
veri oraninin %94,90-95,72 araliginda oldugu, dizileme hata oraninin tim orneklerde 0,01 olarak
bildirildigi gorildi. Baz kalite metriklerinin yiksek oldugu, Q20 degerlerinin %98,32-98,62 ve Q30
degerlerinin %95,51-96,14 araliginda bulundugu saptandi. GC igeriginin ornekler arasinda tutarli
oldugu ve %50,22-50,74 araliginda degistigi belirlendi. Bu metrikler, dizileme verisinin yiksek
dogrulukta ve sonraki analizler igin uygun kaliteye sahip oldugunu goésterdi.

Temizlenmis dizileme verileri tizerinden diferansiyel gen ekspresyon analizi hizmet saglayici
firma tarafindan gergeklestirildi. Diferansiyel olarak ifade edilen genlerin biyolojik anlamlandiriimasi
amaciyla fonksiyonel zenginlestirme analizleri yiritiildi; bu kapsamda GO (Gene Ontology), GSEA
(Gene Set Enrichment Analysis) ve yolak (pathway) analizleri uygulandi. Ayrica 6rnekler arasi gen
ekspresyon orintilerinin gorsellestiriimesi amaciyla diferansiyel genlere dayali 1s1 haritalari (heatmap)
olusturuldu. Bu analizler sonucunda elde edilen diferansiyel gen ekspresyon profilleri, sonraki

asamalarda RT-qPCR ve Western blot yontemleri ile dogrulandi.

3.7 Segilen Genlerin RT-qPCR ile Dogrulanmasi

RNA-Seq analizleri sonucunda belirlenen aday genlerin (GDF15, KLF15, ATP8, CYP2R1 ve PKIB)
ekspresyon diizeyleri kantitatif gercek zamanli PCR (RT-qPCR) ile dogrulandi. Primer dizaynlari hizmet
saglayici firma (SUGENOMIC) tarafindan gerceklestirildi ve kullanilan primer dizileri Tablo 1’de sunuldu.

RT-gPCR analizleri StepOnePlus™ Real-Time PCR Sisteminde (Applied Biosystems) ve
StepOne™ Plus v2.3 yazilimi kullanilarak yiratildi. Her reaksiyon icin 100 ng cDNA, 10 uL 2X gPCR
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Master Mix (abm BlasTag™ 2X qPCR MasterMix), 200 nM ileri ve geri primer ile toplam hacim 20 uL
olacak sekilde niikleaz icermeyen ddH,0 (Millipore) kullanildi.

Amplifikasyon protokolii, baslangi¢cta 95°C'de 10 dakika denatiirasyon basamagini takiben 40
dongi boyunca 95°C’'de 10 saniye ve gen-spesifik optimize edilmis baglanma sicakliklarinda (GDF15:
54°C, KLF15: 56°C, ATP8: 56°C, CYP2R1: 55°C, PKIB: 55°C) 30 saniye olacak sekilde uygulandi.

Her reaksiyon icin esik dongli (Ct) degerleri StepOne™ Plus v2.3 yazilimi ile elde edildi. Hedef
genlerin relatif ekspresyon dizeyleri internal kontrol olarak B-aktin geni kullanilarak hesaplandi ve
gruplar arasi karsilastirmalar 2A-AACt yontemi (Livak metodu) ile gergeklestirildi (Livak & Schmittgen,
2001). Her grup icin teknik Gclu tekrarlar yapildi ve deneyler ¢ bagimsiz biyolojik tekrar halinde

ylritlldi. RT-qPCR analizinde kullanilan primer dizileri Tablo 1'de sunuldu.

Tablo 1. RT-gPCR primer dizileri

Gen ileri primer (5’- 3’) Geri primer (5’ —3’)

p53 CAGCACATGACGGAGGTTGT TCATCCAAATACTCCACACGC
GDF15 GTTAGCCAAAGACTGCCACTG CCTTGAGCCCATTCCACA

KLF15 TGGTGGATCACTTGCTTTCTAC TGGGATAGAAGGTAGTCTAGGA
ATP8 TACCACCTACCTCCCTCACC AGGATTGTGGGGGCAATGAAT
CYP2R1 GAAAGCAGAGCCAGGTGTACG TCATGAATAAAGGAAGGCATGG
PKIB GGCACATACTAGAAGCAAAATACG GATGGGCAAATCATTCTTGGTA
ACTB CACCATTGGCAATGAGCGGTTC AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT

3.8 Protein izolasyonu ve Western Blot Analizi

Nitrofen maruziyetinin ardindan kontrol ve deney gruplarina ait BEAS-2B hiicreleri toplanarak
hiicre pelletleri elde edildi. Protein izolasyonu, RNA izolasyonu ile es zamanli olarak ayni kiltdr
flasklarindan gercgeklestirildi. Hiicreler dncelikle soguk PBS ile yikandi, santriflij edilerek slipernatant
uzaklastinldi ve pelletler yeni eppendorf tliplerine aktarildi. Her bir pellet lzerine %1 proteaz ve

fosfataz inhibitorii (Thermo Fisher) iceren RIPA tamponu (1X RIPA: 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, %1
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NP-40, %0,5 sodyum deoksikolat, 1 mM EDTA ve %0,1 SDS; pH 7,4) ilave edilerek protein lizati
hazirland.

Hicre lizis islemi, ultrasonik homojenizator (BANDELIN SONOPULS) kullanilarak 4 x 15 saniyelik
darbeler seklinde gerceklestirildi. Elde edilen protein stispansiyonlari kiiclik hacimlerde alikotlandiktan
sonra =80 °C’de saklandi.

Western blot analizleri dncesinde protein konsantrasyonlari BCA yontemi (ABP Biosciences)
kullanilarak Uretici protokoliine uygun sekilde belirlendi. Olgiilen protein érnekleri 2X Laemmli
tamponu (0,125 M Trizma baz, %4 SDS, %20 gliserol, %10 B-merkaptoetanol ve %0,02 bromofenol
mavisi) ile karistirildi ve 95 °C’de 5 dakika denatiire edildi. Ardindan érnekler SDS-PAGE jel sistemine
(MiniPROTEAN Tetra Cell) yiklendi ve yiritme tamponu (%3,03 Trizma baz, %14,44 glisin ve %1 SDS)
icerisinde 110 V'de 90 dakika elektroforez gerceklestirildi. Calismada kullanilan SDS-PAGE jel

iceriklerine Tablo 2 ve Tablo 3’te yer verildi.

Tablo 2. SDS-PAGE ayirici jel igerigi

Ayirici jel ( %10)

Kimyasal (icerik)

ML (mikrolitre)

1.5 Tris HCI pH 8.8 1250
ddH20 2000
30% akrilamid/bis akrilamid (37.5:1) 1670
20 % SDS 25
10% APS 25
TEMED 2,5

Tablo 3. SDS-PAGE istifleme jeli icerigi

istifleme jeli (% 5)

Kimyasal (icerik)

pL (mikrolitre)

1M Tris HCl pH 6.8 375
ddH20 2088
30% akrilamid/bis akrilamid (37.5:1) 506
20 % SDS 15
10% APS 15
TEMED 15
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Elektroforez sonrasi proteinler, yari-kuru transfer tamponu (%0,58 Trizma baz, %0,29 glisin,
%0,037 SDS ve %20 metanol) kullanilarak Western blot transfer sistemi (Thermo Scientific™ Pierce™
Power Blotter) ile 25 V ve 1,3 A akim altinda 10 dakika boyunca PVDF membrana aktarildi.

Transfer islemini takiben membranlar, 1X TBS-T igerisinde hazirlanmis %5 yagsiz siit tozu
¢Ozeltisi ile oda sicakliginda 2 saat bloke edildi. Bloklama sonrasinda membranlar, hedef proteinlere
6zgi birincil antikorlarla (%5 sit tozu iceren 1X TBS-T’de 1/1000 dilisyon) +4°C’'de gece boyunca 44
rpm’de calkalanarak inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan membranlar 1X TBS-T ile 20’ser dakika
olmak Uzere (g kez yikandi.

Sonrasinda membranlar, HRP ile konjuge edilmis ikincil antikorlarla (%5 st tozu iceren 1X TBS-
T’'de 1/10000 dilusyon) oda sicakliginda 2 saat inklibe edildi. Tekrar l¢ kez 1X TBS-T ile yikama
yapildiktan sonra hedef proteinler ECL (Enhanced Chemiluminescence; Elabscience) substrati
kullanilarak goriintilendi (G:BOX Chemi XRQ, Syngene). Bant yogunluklari GeneTools yazilimi
(Syngene) ile analiz edildi.

internal kontrol olarak B-aktin proteini kullanildi. Protein ekspresyonlarinin goreceli
degerlendirilmesi icin her 6rnekten elde edilen hedef protein/B-aktin bant yogunlugu oranlar
hesaplandi, kontrol grubunun ortalamasi referans deger olarak alindi ve deney gruplarina ait
yogunluklar bu degere normalize edilerek goreceli ekspresyon diizeyleri belirlendi. Bu analiz her hedef
protein icin Ui¢ bagimsiz deney tekrari seklinde gergeklestirildi. Western blot uygulamalarindaki birincil

ve ikincil antikorlara iliskin bilgiler Tablo 4’te sunuldu.

Tablo 4. Western blot uygulamalarindaki antikor bilgileri

Antikor Sirket Katalog Numarasi
Anti-p53 Elabscience E-AB-32469
Anti-CYP2R1 Affinity Ab-DF3580
Anti-B-aktin Elabscience E-AB-40338

Bu analiz, RNA-Seq ve RT-gPCR sonuglari dogrultusunda segilen hedef proteinlerin ekspresyon
diizeylerinin belirlenmesi ve nitrofen maruziyetine bagh protein dizeyindeki degisimlerin

dogrulanmasi amaciyla gergeklestirildi.
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3.9 istatistiksel Analiz

Her deneysel uygulama igin, ayni hiicre hattina ait kontrol grubu ile nitrofen uygulanmis grup
arasinda elde edilen sonuclar karsilastirildi. Ayni hiicre hattina ait bu iki uygulama grubu arasindaki
deneysel farklilik dizeyi Student’s t-testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. Elde edilen p < 0,05
degeri, iki grup arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamh oldugunu goésterdi. p < 0,05’ten kiiclik
degerler istatistiksel olarak anlamli farklilik olarak kabul edilirken, p > 0,05 degerleri farkin istatistiksel
olarak anlamh olmadigini gosterdi. Kontrol grubu ile yapilan kiyaslamalarda anlamli farki gostermek

uxn

amaciyla grafiklerde simgesi kullanildi. istatistiksel analizlerde her bir deneysel grubun gli

biyolojik tekrar sonuglari degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hiicrelerin Morfolojik Analizi

Nitrofen uygulamasinin BEAS-2B hiicre morfolojisi tizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla
hicreler %40-50 konfluens diizeyine ulastiktan sonra kontrol ve nitrofen (800 uM) gruplarina ayrildi
ve 37 °C'de, %5 CO; igeren inkiibatorde 24 saat sireyle inkiibe edildi. Hiicre morfolojisi JuLI™ Br hiicre
gorintlileme cihazi kullanilarak 1x biylitmede gozlemlendi.

24 saatlik inkiibasyon sonunda kontrol grubunda hiicre yogunlugunun yaklasik %60-70
konfluens diizeyine ulastigl gbzlenirken, nitrofen uygulanan grupta bu degerin %50-60 araliginda
kaldig1 belirlendi. Kontrol grubunda hiicrelerin tipik epitel benzeri morfolojiyi korudugu, yiizeye
tutunmus ve yayillmis sekilde dizenli bir yapi sergiledigi saptandi (Sekil 5.1A).

Buna karsilik nitrofen uygulanan grupta hiicre yogunlugunda azalma gorildi; hicrelerin
kismen yuvarlaklastigi ve bazi hiicrelerin ylizeyden ayrilma egilimi gdsterdigi belirlendi. Ayrica hiicreler

arasi bosluklarin arttigi ve hiicresel biitiinligiin kismen bozuldugu gozlemlendi (Sekil 5.1B).

(A) 24 saat inkibasyon sonrasi kontrol grubu. (B) 24 saat inkiibasyon sonrasi nitrofen (800 uM) uygulanan grup.
(C) ilag uygulamasi 6ncesi % 40-50 konfluens diizeyini temsil eden gériintii.

Sekil 5. Nitrofen sonrasi morfolojik degisiklikler
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4.2 Nitrofenin BEAS-2B Hiicrelerinde IC50 Degerinin Belirlenmesi

BEAS-2B hiicrelerinde nitrofenin hiicre canliligi tGzerindeki etkisini belirlemek amaciyla farkh
konsantrasyonlarda ila¢ uygulamasi yapildi ve hiicre canhligi yizdesi o6lc¢lildi. Elde edilen degerler
kontrol grubuna gére normalize edilerek doz—yanit grafigi olusturuldu.

Ug tekrar Uzerinden hesaplanan IC50 degerlerinin ortalamasinin yaklasik 800 uM oldugu
belirlendi. Sonraki tiim hiicre deneylerinde nitrofen dozu bu ortalama IC50 degeri esas alinarak secildi

(Sekil 6). Nitrofen konsantrasyonu arttikca hiicre canliiginda doza baglh azalma gozlemlendi.

BEAS-2B hiicrelerinde nitrofen doz-yanit egrisi

100 -

90 -
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Nitrofen Konsantrasyonu (uM, log dlcek)

Sekil 6. Nitrofen dozuna bagli canlilik etkisi
4.3 RNA-Seq Analizi

4.3.1 RNA Kalite Kontrol Sonuglar

RNA-Seq analizi O6ncesinde c¢alismada kullanilan RNA o6rneklerinin  kalite kontrol
degerlendirmesi gerceklestirildi. Bu kapsamda drneklerin RNA konsantrasyonu, toplam RNA miktari ve
RNA bitinligi incelendi; elde edilen sonuglar Tablo 5’te gosterildi.

Kontrol 1, Kontrol 2, Nitrofen 1 ve Nitrofen 2 6rneklerine ait RNA konsantrasyonlarinin 70,0—
163,0 ng/ul araliginda degistigi belirlendi. Toplam RNA miktarinin ise 6rnekler arasinda 1,05-2,45 g

arasinda oldugu saptandi.
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RNA bitinligini degerlendirmek amaciyla hesaplanan RNA Integrity Number (RIN) degerleri
incelendiginde, orneklerin RIN degerlerinin 7,8 ile 9,6 arasinda degistigi goruldi. Kontrol 1, Kontrol 2
ve Nitrofen 1 drneklerinde RIN degerlerinin 9’un {izerinde oldugu belirlenirken, Nitrofen 2 6rneginde
RIN degerinin 7,8 oldugu olculdi.

Kalite kontrol raporuna gore analiz edilen RNA orneklerinin tamami sekanslama icin uygun

bulundu ve “Uygun” olarak raporlandi.

Tablo 5. RNA érneklerinin kalite kontrol sonuglari

RNA
. . Konsantrasyon Hacim
Ornek Adi  Ornek ID Kiitiiphane Tiirii Miktar RIN  Sonug¢
(ng/ul) (u)
(1e)
FZTR24035
Kontrol 1 Okaryot mRNA 102.000 15.00 1.53000 9.10 Uygun
1365-1B
FZTR24035
Kontrol 2 Okaryot mRNA 163.000 15.00 2.44500 9.20 Uygun
1366-1B
FZTR24035
Nitrofen 1 Okaryot mRNA 70.000 15.00 1.05000 9.60 Uygun
1367-1B
FZTR24035
Nitrofen 2 Okaryot mRNA 96.000 15.00 1.44000 7.80 Uygun
1368-1B

4.3.2 Sekans Veri Kalite Kontrol Sonuglari

Sekanslama islemi sonrasinda elde edilen ham veriler kalite kontrol (QC) asamasindan gegirildi
ve adaptor dizileri, kontaminasyon iceren okumalar ile dislk kaliteli okumalar filtrelendi. Filtreleme
sonrasl elde edilen temiz okuma verilerine ait istatistiksel sonuglar degerlendirildi ve sonuglar Tablo
6’da sunuldu.

Orneklerde elde edilen ham okuma sayisinin yaklasik 44,8 milyon ile 54,6 milyon arasinda
degistigi belirlendi. Filtreleme islemi sonrasinda elde edilen temiz okuma sayisinin ise 42,8 milyon ile
51,8 milyon araliginda oldugu saptandi.

Filtreleme sonrasi verinin etkinligini gosteren etkin oran degerlerinin 6rnekler arasinda %94,90
ile %95,72 arasinda hesaplandigi belirlendi. Baz kalite skorlari incelendiginde Q20 oranlarinin %98,32—
98,62 araliginda, Q30 oranlarinin ise %95,51-96,14 araliginda oldugu goérildi. Sekanslama hata

oraninin tim orneklerde yaklasik %0,01 diizeyinde oldugu saptandi.
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GC icerigi incelendiginde 6rnekler arasinda %50,22 ile %50,74 arasinda degisen degerler elde

edildi. Temiz baz miktarinin ise 6,42 Gb ile 7,78 Gb arasinda oldugu belirlendi.

Tablo 6. RNA-Seq temiz okuma ve kalite parametreleri

Ornek Adi  Temiz Okuma Sayisi Q20 (%) Q30 (%) GCigerigi (%)
Kontrol 1 42,805,750 98.62 96.14 50.22
Kontrol 2 45,094,918 98.33 95.68 50.74
Nitrofen 1 47,305,802 98.39 95.70 50.40
Nitrofen 2 51,834,030 98.32 95.51 50.39

4.3.3 Ornekler Arasi Gen Ekspresyon Benzerliginin Cok Boyutlu Olgekleme (MDS) Analizi

Ornekler arasindaki gen ekspresyon profili benzerligini degerlendirmek amaciyla ¢ok boyutlu
Olgekleme (Multidimensional Scaling, MDS) analizi gergeklestirildi. MDS analizi sonuglari Sekil 7'de
sunuldu. Analiz sonucunda kontrol grubuna ait érneklerin (Kontrol 1 ve Kontrol 2) birbirine yakin
konumda yer aldigi, nitrofen uygulanan 6rneklerin (Nitrofen 1 ve Nitrofen 2) ise kontrol 6rneklerinden
farkli bir bolgede konumlandigi belirlendi. Elde edilen dagilimin, kontrol ve uygulama gruplarina ait

orneklerin gen ekspresyon profilleri bakimindan ayrildigini gosterdigi saptandi.
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Sekil 7. Kontrol ve nitrofen uygulanan érneklerin MDS analizi
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4.4 Diferansiyel Gen Ekspresyonu Analiz Sonuglan
4.4.1 Diferansiyel Eksprese Genlerin Belirlenmesi (Volcano Grafigi)

Nitrofen uygulamasi ile kontrol grubu arasindaki diferansiyel gen ekspresyonunu belirlemek
amaciyla RNA-Seq verileri lzerinde diferansiyel ekspresyon analizi gerceklestirildi. Analiz sonucunda
log2 kat degisimi (log2FC) ve yanlis kesif orani (FDR) esik degerleri kullanilarak anlamh derecede
degisen genler belirlendi. Diferansiyel ekspresyon analizinde anlamlilik kriteri olarak FDR < 0,05 ve
[log2FC| > 1 esikleri kullanildh.

Elde edilen sonuglara gore toplam 502 genin anlamli diizeyde diferansiyel eksprese oldugu
belirlendi. Bu genlerin 320 tanesinin up-regiile, 182 tanesinin ise down-regiile oldugu tespit edildi.
Volcano grafiginde anlamli derecede artan genler grafigin sag tarafinda kirmizi noktalar ile, azalan
genler ise sol tarafta yesil noktalar ile gosterildi. Anlamhilik esigini karsilamayan genler siyah ve gri

noktalar ile temsil edildi. Sonuclar Sekil 8’de sunuldu.
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Sekil 8. Volcano grafigi

4.4.2 Diferansiyel Gen Ekspresyonu Ozet Tablosu

Nitrofen uygulamasi ile kontrol grubu arasindaki diferansiyel gen ekspresyonunu belirlemek
amaciyla gergeklestirilen RNA-Seq analizinde anlamli diizeyde degisen genler belirlendi. Diferansiyel

ekspresyon analizinde anlamlilik kriteri olarak FDR < 0,05 ve |log2FC| > 1 esikleri kullanildi. Analiz
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sonucunda toplam 502 genin anlaml diizeyde diferansiyel eksprese oldugu tespit edildi. Bu genlerin
320 tanesinin up-regiile, 182 tanesinin ise down-regiile oldugu belirlendi.

En yiiksek diizeyde degisim gosteren genler incelendiginde, ifadesi artan genler arasinda LG4,
SNHG25, LOC107984965 ve BGN gibi genlerin dne ciktigi gériildi. ifadesi azalan genler arasinda ise
DEFB131B, CD34, PCDH18 ve LUARIS genlerinin yer aldigi belirlendi. ifade seviyesi en fazla artan ilk 30

gen ve en fazla azalan ilk 30 gen listesi Tablo 7’de sunuldu.

Tablo 7. En ¢ok artan ve azalan 30 gen

Genler Kat FDR logCPM log,FC LR P
Degisimi Degeri
(FC)
Artan | LGI4 87.0956 0.00029 -0.47454 6.44453 21.64712 0
Artan | SNHG25 67.89043 0.03995 | -0.72734 6.08514 | 9.73074 0.00181
Artan | LOC107984965 60.64765 0.01871 | -0.84151 5.92238 | 11.67116 | 0.00063
Artan | BGN 53.44384 0.00667 | -0.96537 5.73995 | 14.17578 | 0.00017
Artan | LINC02813 49.71524 0.0101 -1.03196 5.63562 | 13.19251 | 0.00028
Artan | GK-AS1 49.52186 0.02533 | -1.03263 5.62999 | 10.91533 | 0.00095
Artan | SMIM2-AS1 46.03468 0.02029 | -1.10166 5.52465 | 11.44594 | 0.00072
Artan | LOC105378515 45.81087 0.0287 -1.1025 5.51762 | 10.58562 | 0.00114
Artan | PKDREJ 42.26198 0.02533 | -1.17531 5.40129 | 10.92098 | 0.00095
Artan | FXYD1 42.18942 0.0209 -1.17564 5.39881 | 11.37704 | 0.00074
Artan | PYY 42.0977 0.03313 | -1.17598 5.39567 | 10.19087 | 0.00141

Artan | LOC105379251 42.0977 0.03313 -1.17598 5.39567 | 10.19087 | 0.00141
Artan | LOC105372145 38.45968 0.02984 | -1.25311 5.26527 | 10.48477 | 0.0012
Artan | SDS 38.45968 0.02984 | -1.25311 5.26527 | 10.48477 | 0.0012
Artan | LOC102723393 38.42664 0.03201 | -1.25329 5.26403 10.29679 | 0.00133
Artan | LOC107985428 34.72899 0.04422 -1.33504 5.11807 | 9.47783 0.00208
Artan | LOC105372621 19.26015 0.00138 | -0.25979 4.26755 17.99788 | 0.00002

Artan | MMP3 17.28336 0.00006 | 0.3194 4.11131 | 25.5835 0

Artan | LINC02755 17.17589 0.00407 | -0.38457 410231 | 15.3441 0.00009
Artan | LOC107985284 15.73999 0.00441 | -0.47335 3.97636 | 15.16799 | 0.0001
Artan | PNCK 14.33655 0.0217 -0.56956 3.84163 11.27426 | 0.00079
Artan | RNF44 14.3218 0.04764 | -0.56988 3.84014 | 9.28338 0.00231

Artan | TMEM92-AS1 13.78975 0.00327 0.05872 3.78552 15.87128 | 0.00007
Artan | ABHD14A-ACY1 13.63485 0.0135 -0.61858 3.76923 12.46891 | 0.00041

Artan | ST6GALNAC3 12.86511 0.04094 | -0.67152 3.68539 | 9.66845 0.00187
Artan | EVI2A 12.16638 0.0465 -0.72547 3.60483 | 9.35158 0.00223
Artan | CSTF3-DT 10.81776 0.03983 -0.83995 3.43533 | 9.74172 0.0018
Artan | NECTIN4 10.33339 0.02153 -0.25818 3.36924 | 11.29639 | 0.00078
Artan | ATP8 10.31129 0.02569 2.46862 3.36615 10.87968 | 0.00097
Artan | SPNS3 9.38013 0.00004 | 0.67157 3.22961 | 26.31574 | O
Azalan | DEFB131B -5.89771 0.0441 -0.08526 -2.56015 | 9.4887 0.00207
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Azalan | CD34 -6.34823 0.00821 | -0.01476 -2.66636 | 13.69055 | 0.00022
Azalan | PCDH18 -6.51986 0.0154 -0.23787 -2.70484 | 12.1485 0.00049
Azalan | LUARIS -6.83912 0.00041 | 0.62286 -2.77381 | 20.8188 0.00001
Azalan | MYO7B -7.09909 0.03098 | -0.4557 -2.82763 | 10.37921 | 0.00127
Azalan | H2AC11 -7.13438 0.00593 0.32299 -2.83479 | 14.46213 | 0.00014
Azalan | ASB9 -7.94888 0.00001 | 0.9451 -2.99075 | 30.28745 | O
Azalan | ELF3 -8.14049 0 2.04474 -3.02512 | 53.93953 | O
Azalan | H2AC13 -9.20738 0.01789 | -0.60227 -3.20279 | 11.78169 | 0.0006
Azalan | ZNF665 -12.84582 | 0.0217 -0.88795 -3.68323 | 11.27503 | 0.00079
Azalan | SULT2B1 -13.85262 | 0.02676 | -0.82503 -3.79209 | 10.78138 | 0.00103
Azalan | PDK4 -14.64684 | 0.01314 | -0.76716 -3.87252 | 12.54113 | 0.0004
Azalan | HOATZ -16.77906 | 0.00011 | 0.02321 -4.06859 | 23.88139 | O
Azalan | LINC01638 -17.31901 | 0.00006 | 0.05711 -4.11428 | 25.40685 | O
Azalan | LOC105378924 -20.07825 | 0.00091 | -0.45345 -4.32756 | 19.00691 | 0.00001
Azalan | USP34-DT -35.14365 | 0.04587 | -1.41455 -5.13519 | 9.39562 0.00218
Azalan | OSTM1-AS1 -35.25806 | 0.03456 | -1.4142 -5.13988 | 10.0838 0.0015
Azalan | SHISAL1 -35.25806 | 0.03456 | -1.4142 -5.13988 | 10.0838 0.0015
Azalan | STYXL2 -35.41961 | 0.03528 | -1.4135 -5.14648 | 10.03316 | 0.00154
Azalan | ALPP -39.49632 | 0.02531 | -1.32638 -5.30365 | 10.92584 | 0.00095
Azalan | CRIP1 -39.5903 0.0208 -1.32604 -5.30708 | 11.38822 | 0.00074
Azalan | IMPG2 -39.77121 | 0.0261 -1.32534 -5.31365 | 10.83167 |1
Azalan | RAB7B -39.92065 | 0.03773 -1.32499 -5.31906 | 9.88229 0.00167
Azalan | ANKRD2 -43.58759 | O 0.43597 -5.44585 | 41.64091 | O
Azalan | LOC101927414 -43.83727 | 0.01418 | -1.24322 -5.45409 | 12.34462 | 0.00044
Azalan | C4BPB -44.01076 | 0.01465 -1.24253 -5.45978 | 12.26242 | 0.00046
Azalan | TMEM236 -44.1353 0.02024 | -1.24218 -5.46386 | 11.46476 | 0.00071
Azalan | GAS8-AS1 -48.25768 | 0.00863 -1.16418 -5.59269 | 13.5779 0.00023
Azalan | PKIB -48.36327 | 0.01099 | -1.16383 -5.59584 | 12.98548 | 0.00031
Azalan | LOC105372130 -53.08796 | 0.02406 | -1.08846 -5.73031 | 11.03765 | 0.00089

4.4.3 Diferansiyel Gen Ekspresyonu Isi1 Haritasi (Heatmap)

Kontrol ve nitrofen uygulanan 6rnekler arasindaki diferansiyel gen ekspresyon 6rintisiini
degerlendirmek amaciyla anlamli derecede degisim gosteren genler kullanilarak bir 1si haritasi
olusturuldu. Isi haritasinda genlerin érnekler arasindaki ekspresyon diizeyleri renk skalasi kullanilarak
gosterildi. Yiiksek ekspresyon seviyeleri kirmizi tonlari ile, diisiik ekspresyon seviyeleri ise yesil tonlari
ile temsil edildi.

Isi haritasi incelendiginde nitrofen uygulanan érnekler ile kontrol grubuna ait érneklerin farkli

ekspresyon orintileri gosterdigi gorildi. Nitrofen grubuna ait érneklerin birbirine daha yakin bir
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kiimelenme gosterdigi, kontrol 6rneklerinin ise ayri bir kime olusturdugu gézlemlendi. Diferansiyel

eksprese genlerin 6rnekler arasindaki dagilimi Sekil 9’da sunuldu.
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Sekil 9. Isi haritasi

4.5 Fonksiyonel Zenginlestirme (Enrichment) Analizi
4.5.1 Gene Ontology (GO) Zenginlestirme Analizi

Diferansiyel ekspresyon analizi sonucunda belirlenen genlerin biyolojik siireclerdeki dagilimini
incelemek amaciyla Gene Ontology (GO) zenginlestirme analizi gergeklestirildi. Analiz sonucunda

diferansiyel eksprese genlerin gesitli biyolojik siireg kategorilerinde zenginlesme gosterdigi belirlendi.
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GO analizinde 6zellikle gelisimsel siiregler, katalitik aktivite, tasiyici aktivitesi ve hicresel farklilasma ile

iliskili stireclerin 6ne ¢iktigl gorildi. GO zenginlestirme analizine ait sonuglar gen orani, dizeltilmis p

degeri ve gen sayisi dikkate alinarak Sekil 10’da sunuldu.
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Sekil 10. GO biyolojik stire¢ zenginlestirmesi
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4.5.2 KEGG Yolak Zenginlestirme Analizi
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Diferansiyel eksprese genlerin yer aldigi biyolojik yolaklarin belirlenmesi amaciyla KEGG yolak

zenginlestirme analizi gercgeklestirildi. Analiz sonucunda diferansiyel eksprese genlerin ¢esitli metabolik

ve hiicresel yolaklarda dagilim gosterdigi belirlendi. KEGG analizinde dne gikan yolaklar arasinda tiamin

metabolizmasi, pilrin metabolizmasi, glutamaterjik sinaps, GABAerjik sinaps, glisin-serin-treonin
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metabolizmasi, insan immin yetmezlik virisi 1 enfeksiyonu, sistein ve metiyonin metabolizmasi,
akson kilavuzlugu, kanser yolaklari ve azot metabolizmasi yer aldi. En yiksek sekans sayisina sahip ilk

10 yolak Sekil 11’de sunuldu.
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Sekil 11. KEGG yolak zenginlestirmesi

4.6 RT-qPCRile Gen ifadelenme Analizi

Nitrofen uygulamasinin BEAS-2B hiicrelerinde gen ekspresyon profili Gzerindeki etkisini
degerlendirmek amaciyla segilen genlerin mRNA dizeyleri RT-gPCR yontemi ile analiz edildi.
Ekspresyon degerleri beta-aktin referans genine gére normalize edildi ve sonuglar kontrol grubuna
gore goreceli ekspresyon diizeyleri seklinde sunuldu. Elde edilen sonuglara gére, 800 UM nitrofen

uygulamasi sonrasinda GDF15, CYP2R1, ATP8 ve KLF15 genlerinin ekspresyon diizeylerinde kontrol
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grubuna kiyasla anlamli artis gézlemlendi (p < 0,05). PKIB geninde sinirli diizeyde artis saptanirken, p53
geninde hafif dlizeyde ekspresyon azalmasi tespit edildi (Sekil 12).

RNA-Seq analizlerinde GDF15, CYP2R1, ATP8 ve KLF15 genlerinin yukari regile edildigi, PKIB
geninin ise asagi regiile oldugu belirlendi (FDR < 0,05). RT-qPCR sonuglari bu genlerde benzer yonde
ekspresyon degisiklikleri gostererek RNA-Seq verileri ile biylik 6l¢iide uyumlu bulundu. RNA-Seq
sonuglarinda 6zellikle GDF15 ve KLF15 genlerinin p53 sinyal yolaklari ile iligkili oldugu dikkate alinarak,
bu yolak tizerindeki etkinin degerlendirilmesi amaciyla p53 geninin ekspresyon diizeyi ayrica RT-gPCR
ile analiz edildi. p53 geninde sinirl diizeyde ekspresyon degisimi gdézlemlendi, ancak bu gen RNA-Seq
diferansiyel ekspresyon listesinde yer almadi. Bu bulgular, nitrofen maruziyetinin BEAS-2B
hicrelerinde secilen genlerin ekspresyon profillerini anlamli sekilde degistirdigini ve RT-gqPCR

sonuglarinin RNA-Seq verileri ile genel olarak uyumlu oldugunu gosterdi.

25 * 24 saat
20
-
=
=
w
I
L
=
-
g 10
:
L5
g :
- * ¥
C H O
I == ES = =
0 £l =
GDF15 CYPIRI PKIB ATPS KILF15 P53
Deney Gruplari

Kontrol mNitrofen (800 pM)

Sekil 12. Secilen genlerin goreceli ekspresyonu *p < 0.05, kontrol grubuna kiyasla

4.7 Western Blot ile Protein ifadelenme Analizi

Nitrofen uygulamasinin protein ekspresyon dlzeyleri lzerindeki etkisini degerlendirmek
amaciyla CYP2R1 ve p53 protein diizeyleri Western blot yontemi ile analiz edildi. Bant yogunluklari B-
aktin yukleme kontrolliine gore normalize edildi ve sonuclar kontrol grubuna gore goéreceli ifade

dizeyleri seklinde sunuldu.
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Elde edilen densitometrik analiz sonuglarina gore, nitrofen (800 uM) uygulanan hiicrelerde
CYP2R1 protein diizeyinin kontrol grubuna kiyasla yaklasik 1,9 kat arttigi gézlemlendi (1,89 + 0,67) ve
bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p < 0,05). Bu artis, RT-gPCR ve RNA-Seq analizlerinde
CYP2R1 geninde saptanan yukari reglilasyon ile uyumlu bulundu (Sekil 13).

p53 protein dlizeyinde ise nitrofen uygulamasi sonrasinda hafif dizeyde azalma saptandi (0,92
+0,38), ancak bu degisim istatistiksel olarak anlaml bulunmadi (p > 0,05). Bu bulgu, RT-gPCR analizinde
p53 gen ekspresyonunda tespit edilen kiigclik 6lcekli degisim ile paralellik gosterdi (Sekil 13). Bu
bulgular, nitrofen maruziyetinin BEAS-2B hiicrelerinde CYP2R1 ekspresyonunu protein diizeyinde

artirdigini, p53 protein diizeyinde ise belirgin bir degisim olusturmadigini gdsterdi.
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Sekil 13. Western blot analizi

4.8 Apoptoz Analizi

BEAS-2B hiicrelerinde nitrofen uygulamasinin hiicre 6limu Uzerindeki etkisini degerlendirmek
amaciyla 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda akim sitometrisi ile apoptoz analizi gergeklestirildi. Kontrol

ve 800 uM nitrofen ile muamele edilen hiicre gruplari Annexin V/Pl boyamasi kullanilarak karsilastirildi.
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Kontrol grubunda toplam apoptotik hiicre orani ortalama %2,6 + 0,45 olarak belirlenirken, nitrofen
uygulanan grupta bu oran anlamh sekilde artarak %52,1 + 4,3 diizeyine yikseldi (p < 0,05). Bu artis

istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 14). Bu bulgular, nitrofen maruziyetinin BEAS-2B hiicrelerinde

belirgin diizeyde apoptozu indikledigini gosterdi.
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Sekil 14. Apoptoz analizi *p < 0.05, kontrol grubuna kiyasla

4.9 Hiicre Dongiisii Analizi

Nitrofenin hiicre proliferasyonu tzerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla hiicre déngisi
dagihmi 24 saatlik uygulama sonrasinda akim sitometrisi ile analiz edildi. Kontrol grubunda hiicrelerin

buyutk ¢ogunlugunun GO/G1 fazinda bulundugu gézlemlenirken (%76,63 + 0,62), nitrofen uygulanan
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grupta GO/G1 fazindaki hiicre orani anlamli sekilde azalarak %66,03 * 1,34 seviyesine disti (p < 0,05).
Buna karsilik S fazindaki hticre orani kontrol grubunda %15,78 + 1,56 iken nitrofen grubunda %20,03 +
0,57 olarak artti. Benzer sekilde G2/M fazindaki hiicre orani kontrol grubunda %6,55 + 1,27, nitrofen
grubunda ise %14,65 * 1,42 olarak saptandi (p < 0,05) (Sekil 15). Bu sonuglar, nitrofen uygulamasinin
hicre dongusi dagihmini degistirerek hicrelerin S ve G2/M fazlarinda birikmesine neden oldugunu

gosterdi.
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5. TARTISMA

Bu calismada nitrofen maruziyetinin BEAS-2B insan bronsiyal epitel hicrelerinde genis
kapsamli bir transkriptomik yeniden diizenlenmeye yol actigi gosterilmistir. RNA-Seq analizi sonucunda
toplam 502 genin diferansiyel olarak eksprese oldugu belirlenmis olup, bu genlerin 320’sinin yukari
regile, 182’sinin ise asagl regile oldugu saptanmistir. Ayrica MDS analizi ve i1si haritasi, kontrol ve
nitrofen uygulanan o6rneklerin gen ekspresyon profillerinin belirgin bicimde ayristigini ortaya
koymustur. Bu bulgular, nitrofenin hiicrelerde koordineli bir transkripsiyonel yanit olusturdugunu
gostermektedir.

Nitrofen modeli literatirde siklikla konjenital diyafragma hernisi ve akciger gelisimi
bozukluklarini incelemek amaciyla kullaniimis olup, bu modelde nitrofenin gelisimsel siregleri
diizenleyen gen aglarinda erken donemde bozulmalara yol actigi bildirilmistir (Greer, 2013; Keijzer et
al., 2000). Bu durum, nitrofenin yalnizca morfolojik degil, ayni zamanda molekiler diizeyde de etkili
oldugunu gostermektedir. Bu baglamda, bu calismada insan bronsiyal epitel hiicre hattinda gézlenen
gen ekspresyon degisimleri, nitrofenin hiicresel dizeyde c¢ok yonli etkiler olusturdugunu
desteklemektedir (Mahood et al., 2016).

Gen ekspresyon profili incelendiginde, 6zellikle stres yaniti ve metabolik adaptasyon ile iliskili
genlerin belirgin sekilde yukari regile oldugu goérilmektedir. Bu durum, nitrofen maruziyetinin
hiicrelerde Entegre Stres Yaniti (Integrated Stress Response, ISR) olarak bilinen adaptif mekanizmayi
aktive ettigini dustndirmektedir. ISR, hicrelerin amino asit eksikligi, oksidatif stres ve protein
katlanma bozukluklari gibi kosullara karsi gelistirdigi temel bir savunma sistemidir (Pakos-Zebrucka et
al., 2016).

ATF4, DDIT3 (CHOP) ve TRIB3 gibi genlerin artisi bu yanitin 6nemli gostergeleridir. ATF4 stres
kosullarinda genis bir gen grubunun transkripsiyonunu dizenlerken, DDIT3 uzun sireli stres
durumlarinda apoptoz ile iliskili stiregleri aktive edebilmekte, TRIB3 ise bu siirecin dengelenmesinde
rol oynamaktadir (Ohoka et al., 2005; Pakos-Zebrucka et al., 2016). Bu genlerin birlikte artisi, nitrofen
maruziyetinin hicreler tarafindan metabolik ve proteotoksik stres olarak algilandigini gostermektedir.

Amino asit ve nitrojen metabolizmasi ile iliskili SAT1, SDS ve ACCS genlerindeki artis da bu
bulguyu desteklemektedir. Ozellikle SAT1’in poliamin metabolizmasindaki rolii, hiicre ici metabolik
dengenin yeniden dizenlendigine isaret etmektedir (Pegg, 2009). Buna ek olarak, hiicre disi matriks
ile iliskili BGN ve MMP3 genlerindeki artis, hiicresel mikrogcevrede yeniden yapilanma sireglerinin
aktive oldugunu gostermektedir. Bu durum, nitrofen maruziyetinin yalnizca hiicre ici strecleri degil,
hiicre-matris etkilesimlerini de etkiledigini dislindlirmektedir (Nagase et al., 2006; Schaefer et al.,

2005). Buna karsilik asagi regiile genler incelendiginde, hiicre dongiisii ve buyiume ile iliskili genlerin
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baskilandigi gorilmektedir. SKP2 ve ANLN gibi genlerdeki azalma hicre proliferasyonunun
sinirlandigini, KIT ve IGFBP ailesine ait genlerdeki azalma ise bliyiime sinyallerinin baskilandigini
gostermektedir (Carrano et al., 1999; Lennartsson & Ronnstrand, 2006).

Ayrica LUM, COL5A2 ve CCDC80 gibi yapisal genlerin baskilanmasi, hiicresel organizasyonun
degistigini dusindirmektedir. Bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, nitrofen maruziyetinin
hicrelerde biylmenin baskilanmasi ve adaptasyon mekanizmalarinin 6n plana ¢iktigi ¢ift yonli bir
yanit olusturdugu soéylenebilir.

Diferansiyel gen ekspresyonu ve zenginlestirme analizleri birlikte degerlendirildiginde, nitrofen
maruziyetinin hiicrelerde stres yaniti, metabolik diizenleme ve epitel fonksiyonlari ile iliskili stirecleri
etkiledigi gortlmektedir. Bu durum, nitrofenin hiicresel dizeyde cok katmanli bir molekiiler etki
olusturdugunu géstermektedir.

Up-regiile genler arasinda 6ne ¢ikan GDF15, hiicresel stres yanitinin dnemli belirteclerinden
biri olup 6zellikle oksidatif stres, hipoksi ve mitokondriyal disfonksiyon durumlarinda ekspresyonunun
arttig bilinmektedir (Tsai et al., 2013). Ayrica GDF15’in p53 ile iliskili stres yanit yolaklarinin asagi akis
hedeflerinden biri oldugu bildirilmistir (Breit & Tsai, 2025). Bu baglamda, bu calismada gozlenen GDF15
artisi, nitrofen maruziyetinin hiicrelerde stres-adaptasyon eksenini aktive ettigini desteklemektedir.

Benzer sekilde KLF15, metabolik homeostazin diizenlenmesinde rol oynayan 6nemli bir
transkripsiyon faktoértdiir. KLF15’in amino asit metabolizmasi, lipid metabolizmasi ve enerji dengesi
izerinde diizenleyici etkileri oldugu bilinmektedir (Gray et al., 2007). Ayrica bu genin stres kosullarinda
hiicresel adaptasyon slreglerine katki sagladigi gosterilmistir (Takashima et al., 2010). Bu ¢alismada
KLF15 ekspresyonundaki artis, nitrofen maruziyeti altinda hiicrelerin metabolik dengeyi korumaya
yonelik bir yanit gelistirdigini dislindiirmektedir.

Mitokondriyal fonksiyon ile iligkili bir diger gen olan MT-ATP8, oksidatif fosforilasyon siirecinin
temel bilesenlerinden biridir. Bu genin artisi, hiicresel enerji Uretim sireclerinin etkilendigini ve
mitokondriyal fonksiyonlarin yeniden dizenlendigini géstermektedir (Jonckheere et al., 2012). Bu
durum, nitrofen maruziyetinin hiicrelerde enerji metabolizmasi tizerinde belirgin bir etkisi oldugunu
desteklemektedir.

Bu calismada dikkat ¢eken bir diger gen olan CYP2R1, vitamin D metabolizmasinda gorev alan
onemli bir enzimdir. Vitamin D’nin epitel bitlinlGgl, hiicresel diferansiyasyon ve immin yanitlarin
diizenlenmesinde rol oynadigl bilinmektedir. Bu nedenle CYP2R1 ekspresyonundaki artis, nitrofen
maruziyetinin epitel homeostazi ve immiin dizenleme ile iliskili sliregleri etkileyebilecegini
distndirmektedir (Chun et al., 2014).

Down-regiile genler incelendiginde, epitel farklilasma ve hiicresel organizasyon ile iliskili
streclerin baskilandigi gorilmektedir. Bu baglamda ELF3 geninin azalmasi, epitel hiicre kimliginin

korunmasi ve diferansiyasyon siireclerinin olumsuz etkilendigini gostermektedir. ELF3’iin epitel
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blGtUnliginin sirdiurilmesinde rol oynadigl dikkate alindiginda, bu genin baskilanmasi nitrofenin
epitel fonksiyonlarini bozucu etkisini desteklemektedir (Ng et al., 2002).

Metabolik diizenleme agisindan 6nemli bir gen olan PDK4’l(in azalmasi ise hiicresel enerji
metabolizmasinin yeniden yonlendirildigini gdstermektedir. PDK4, piriivat dehidrogenaz kompleksini
inhibe ederek glukoz metabolizmasi ile mitokondriyal oksidasyon arasindaki dengeyi diizenlemektedir.
Bu genin baskilanmasi, hiicrelerin enerji lretim stratejilerinde degisiklikler meydana geldigini
disindirmektedir (Holness & Sugden, 2003).

KEGG yolak analizinde 6ne ¢cikan metabolik yolaklar, gen diizeyindeki bulgular ile uyumlu bir
sekilde hiicresel metabolizmanin yeniden diizenlendigini gostermektedir. Ozellikle amino asit
metabolizmasi ve azot metabolizmasi ile iliskili yolaklarin 6ne ¢ikmasi, hiicrelerin stres kosullarinda
metabolik esneklik gelistirdigini dusindlirmektedir. Bu durum, hiicrelerin enerji Uretimi ve
biyosentetik siireclerini yeniden dengelemeye calistigini géstermektedir.

Ozellikle sistein ve metiyonin metabolizmasi ile iliskili degisiklikler, hiicresel redoks dengesi
acisindan dikkat cekicidir. Bu yolaklar, glutatyon sentezi ile dogrudan iliskili olup oksidatif stres ile
miicadelede kritik rol oynamaktadir. Bu nedenle bu yolaktaki degisiklikler, nitrofen maruziyetinin
hicrelerde oksidatif stres olusturdugunu destekleyen énemli bir bulgu olarak degerlendirilebilir (Lu,
2013).

GO ve KEGG analizlerinin birlikte degerlendirilmesi, nitrofen maruziyetinin hiicrelerde yalnizca
tek bir biyolojik stireci degil, stres yaniti, metabolizma ve hiicresel organizasyon gibi birbiriyle iliskili
bircok siireci es zamanli olarak etkiledigini gdstermektedir. Bu durum, nitrofenin hiicresel diizeyde
kompleks ve ¢ok boyutlu bir etki mekanizmasina sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

RNA-Seq verilerinin RT-qPCR ve Western blot analizleri ile dogrulanmasi, elde edilen bulgularin
glvenilirligini  destekleyen ©6nemli bir yaklasim olarak degerlendirilmektedir. Yuksek ¢iktili
transkriptomik analizlerin bagimsiz tekniklerle dogrulanmasi, gen ekspresyon degisimlerinin biyolojik
anlamhhiginin ortaya konulmasi agisindan kritik Gneme sahiptir (Wang et al., 2009). Bu ¢alismada RT-
gPCR analizlerinde GDF15, KLF15, ATP8 ve CYP2R1 genlerinde gbzlenen artislarin RNA-Seq sonuglariile
uyumlu bulunmasi, nitrofen maruziyetinin bu genler Gzerinde tutarh bir transkripsiyonel etki
olusturdugunu gostermektedir (Everaert et al., 2017).

Bununla birlikte, PKIB geni acisindan RNA-Seq ve RT-gPCR sonuglari arasinda yonsel farklihk
gozlemlenmistir. RNA-Seq analizinde bu genin asagi regile oldugu belirlenirken, RT-qPCR analizinde
sinirh diizeyde artis saptanmistir. Bu tlir uyumsuzluklar, 6zellikle disiik ekspresyon diizeyine sahip
genlerde yontemler arasi duyarhlik farklari, primer 6zgullGgi, transkript izoform cesitliligi ve 6rnekler
arasl biyolojik varyasyon gibi faktorlerden kaynaklanabilmektedir. Bu nedenle PKIB genine iliskin
farkhlik, genel egilimi zayiflatan bir bulgudan ziyade, teknik ve biyolojik degiskenligin bir yansimasi

olarak degerlendirilmelidir (Conesa et al., 2016; Zhao et al., 2014).
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Protein diizeyinde yapilan dogrulamalarda ise CYP2R1 icin Western blot analizinde gozlenen
artis, mRNA dizeyindeki degisim ile uyumlu bulunmustur. Bu durum, CYP2R1 geninin nitrofen
maruziyetine yanit veren ve hem transkripsiyonel hem de translasyonel diizeyde desteklenen giicli
aday genlerden biri oldugunu géstermektedir. mRNA ve protein diizeyleri arasindaki bu uyum, ilgili
genin biyolojik slireclerde aktif rol oynayabilecegine isaret etmektedir (Liu et al., 2016).

Ote yandan, p53 proteini icin yapilan analizlerde belirgin bir degisiklik gézlenmemesi dikkat
cekicidir. Ancak p53’ln hiicresel stres yanitindaki roli yalnizca protein miktari ile sinirli degildir. Bu
proteinin aktivitesi blylik 6lctide fosforilasyon, asetilasyon ve diger post-translasyonel modifikasyonlar
ile diizenlenmektedir (Levine, 2020). Bu nedenle p53 diizeyinde anlaml bir degisim olmaksizin, asagl
akis hedef genlerin aktive olmasi miimkdinddr. Nitekim bu ¢alismada GDF15 gibi stres yaniti ile iligkili
genlerde gbzlenen artis, bu yolaktaki aktivitenin dolayh olarak stirdigina disliindlirmektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, RNA ve protein dizeyleri arasindaki farkliliklarin biyolojik
sistemlerde yaygin oldugu bilinmektedir. mRNA bollugu ile protein diizeyleri arasindaki iliskinin
translasyonel kontrol, protein stabilitesi ve yikimi gibi mekanizmalar tarafindan sekillendirildigi
gosterilmistir (Vogel & Marcotte, 2012). Bu nedenle bu ¢alismada elde edilen RT-qPCR ve Western blot
sonuglarinin RNA-Seq verileri ile tam nicel uyum gostermesinden ziyade, genel egilimleri dogrulamasi
daha anlamhdir.

Sonu¢ olarak, bu calismada kullanilan ¢ok katmanh dogrulama yaklasimi, nitrofen
maruziyetinin hiicrelerde olusturdugu gen ekspresyon degisimlerinin glivenilirligini desteklemekte ve
elde edilen bulgularin biyolojik agidan tutarl oldugunu géstermektedir.

Bu ¢alismanin en 6nemli gligli yonlerinden biri, nitrofen maruziyetinin insan bronsiyal epitel
hiicre hattinda ¢ok yonli bir yaklasimla incelenmis olmasidir. Nitrofen modeli literatiirde ¢ogunlukla
hayvan deneyleri lizerinden degerlendirilmis olup, insan hiicre hatlarinda gergeklestirilen calismalar
sinirlidir. Bu nedenle BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen bulgular, nitrofenin insan hava yolu epiteli
Gzerindeki etkilerine dair translasyonel agidan 6nemli bir katki sunmaktadir.

Calismanin bir diger glcli yon, yiksek ¢iktil RNA-Seq analizinin RT-qPCR ve Western blot gibi
dogrulayici yontemlerle desteklenmis olmasidir. Bu ¢ok katmanl yaklasim, elde edilen gen ekspresyon
verilerinin yalnizca kesifsel diizeyde kalmayip, biyolojik olarak dogrulanmasini saglamistir. Farkli analiz
yontemlerinin birlikte kullanilmasi, sonuglarin givenilirligini artirmakta ve elde edilen bulgularin
metodolojik acidan daha saglam temellere dayandigini gdstermektedir (Wang et al., 2009).

Ayrica diferansiyel gen ekspresyonu bulgularinin GO ve KEGG zenginlestirme analizleri ile
birlikte degerlendirilmis olmasi, nitrofenin hiicresel etkilerinin yalnizca tekil genler tzerinden degil,
biyolojik stirecler ve yolaklar diizeyinde yorumlanmasina olanak saglamistir. Bu yaklasim, elde edilen
verilerin biyolojik anlamlandiriimasini gliclendirmis ve nitrofenin etki mekanizmasinin daha bitincil

bir sekilde degerlendirilmesine katki saglamistir (Conesa et al., 2016).
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Bunun yani sira, hem yukari hem de asagi regiile genlerin birlikte ele alinmasi, hiicresel yanitin
¢ift yonli dogasinin ortaya konulmasina olanak tanimistir. Bu durum, nitrofen maruziyetinin yalnizca
stres yanitini tetiklemedigini, ayni zamanda hiicre proliferasyonu, metabolizma ve hiicresel
organizasyon gibi temel slirecleri yeniden diizenledigini gdstermesi acisindan dnemlidir.

Bununla birlikte, bu ¢alismanin bazi sinirliliklari bulunmaktadir. Oncelikle ¢calisma tek bir hiicre
hatti ile sinirlidir. Her ne kadar BEAS-2B hiicre hatti insan bronsiyal epitelini temsil etse de, in vivo
ortamin kompleks yapisini tam olarak yansitmayabilir. Hlicreler arasi etkilesimler, immiin yanitlar ve
doku mikrogevresi gibi faktorlerin bu modelde yer almamasi, elde edilen sonuglarin genellenebilirligini
sinirlayabilir (Edmondson et al., 2014).

ikinci olarak, RNA-Seq analizinin tek bir zaman noktasi ve belirli bir doz kosulu altinda
gerceklestirilmis olmasi 6nemli bir kisithhktir. Gen ekspresyonu dinamik bir slire¢ olup zaman ve doz
bagimh degisiklikler gosterebilmektedir. Bu nedenle farkli zaman noktalarinda ve farkh dozlarda
yapilacak ¢alismalar, nitrofenin hiicresel etkilerinin daha ayrintili anlasiimasina katki saglayacaktir.

Bir diger sinirlilik, protein diizeyinde dogrulamanin sinirli sayida gen ile yapilmis olmasidir. Her
ne kadar secilen genler calismanin temel bulgularini desteklese de, daha genis kapsamli proteomik
analizler RNA-Seq verilerinin fonksiyonel karsiliklarini daha kapsamli sekilde ortaya koyabilir (Liu et al.,
2016).

Ayrica RNA ve protein dizeyleri arasindaki farkhlhklar géz o6niine alindiginda, yalnizca
transkriptomik verilere dayanarak biyolojik sonuglar ¢ikarmanin bazi kisitlari bulunmaktadir.
Translasyonel kontrol mekanizmalari ve protein stabilitesi gibi faktorler gen ekspresyonunun nihai
etkisini belirleyebilmektedir (Vogel & Marcotte, 2012).

Bunun yani sira, bu ¢alismada elde edilen bulgular mekanistik olarak yorumlanmis olmakla
birlikte fonksiyonel deneylerle dogrudan test edilmemistir. Ozellikle belirlenen aday genlerin hiicresel
sureclerdeki rollerinin fonksiyonel calismalar ile dogrulanmasi, elde edilen sonuglarin biyolojik anlamini
daha da gliclendirecektir.

Son olarak, bu ¢alisma transkriptomik diizeyde kapsaml veriler sunmakla birlikte, epigenetik,
proteomik ve metabolomik diizeyde analizler ile desteklenmemistir. Coklu omik yaklasimlarin entegre
edilmesi, nitrofenin etki mekanizmalarinin daha derinlemesine anlasiimasina katki saglayacaktir (Hasin
et al., 2017).

Tum bu sinirliliklara ragmen, bu calisma nitrofen maruziyetinin insan bronsiyal epitel
hicrelerinde olusturdugu gen ekspresyon degisimlerini kapsamli bir sekilde ortaya koymakta ve
literatlire 6nemli katkilar sunmaktadir. Elde edilen bulgular, nitrofenin hiicresel diizeyde ¢ok yonli
etkiler olusturdugunu gostermekte ve gelecekte vyapilacak calismalar igin glcli bir temel

olusturmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada nitrofen maruziyetinin insan bronsiyal epitel hiicre hatti (BEAS-2B) Uzerindeki
etkileri transkriptomik diizeyde incelenmistir. RNA-Seq analizi sonucunda nitrofen uygulamasinin
hicrelerde anlamli gen ekspresyon degisikliklerine yol actigl belirlenmis ve toplam 502 genin
diferansiyel olarak eksprese oldugu saptanmistir. Bu durum, nitrofen maruziyetinin hiicrelerde cok
yonli bir molekiler yanit olusturdugunu gostermektedir.

Elde edilen bulgular, nitrofenin 6zellikle stres yaniti ve metabolik diizenleme ile iliskili genlerde
belirgin degisimlere neden oldugunu ortaya koymustur. GDF15, KLF15, ATP8 ve CYP2R1 gibi genlerdeki
artislar hiicresel adaptasyon siireclerinin aktive oldugunu gosterirken, ELF3 ve PDK4 gibi genlerdeki
azalma epitel fonksiyonlari ve enerji metabolizmasinin baskilandigini diisindirmektedir. Bu durum,
hiicrelerin bliylimeyi sinirlayarak hayatta kalmaya yonelik bir yanit gelistirdigini gostermektedir.

GO ve KEGG analizleri, diferansiyel eksprese genlerin gelisimsel sirecler ve metabolik
yolaklarda yogunlastigini ortaya koymustur. Ozellikle metabolizma ve redoks dengesi ile iliskili
yolaklarin 6ne c¢ikmasi, nitrofenin hicresel metabolizma (zerinde yeniden dizenleyici bir etki
olusturdugunu desteklemektedir.

RNA-Seq bulgularinin RT-qPCR ve Western blot analizleri ile dogrulanmasi, sonuglarin
givenilirligini artirmistir. Ozellikle CYP2R1 geninde hem mRNA hem protein diizeyinde gdzlenen artis,
bu genin nitrofen yanitinda 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak bu galisma, nitrofen maruziyetinin insan bronsiyal epitel hiicrelerinde stres yaniti
ve metabolik yeniden diizenlenme ile iliskili etkiler olusturdugunu ortaya koymustur. Gelecekte
yapilacak ¢alismalarda farkli doz ve zaman noktalarinin incelenmesi ve aday genlerin fonksiyonel olarak

dogrulanmasi, bu mekanizmalarin daha ayrintili anlasiimasina katki saglayacaktir.
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