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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

ENDOPLAZMĠK RETĠKULUM STRES MODELĠ OLUġTURULAN ĠNSAN MEME 

KANSERĠ (MCF-7) HÜCRELERĠNDE LĠNEAROLÜN ENDOPLAZMĠK 

RETĠKULUM STRES MARKERLERĠ ÜZERĠNE ETKĠLERĠNĠN ARAġTIRILMASI 

 

Halil TURHAN 

Afyon Kocatepe Üniversitesi  

Fen Bilimleri Enstitüsü  

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

DanıĢman: Doç. Dr. Ġbrahim Hakkı CĠĞERCĠ 

 

Kanser, hücrelerin kontrolsüz çoğalmalarına, bağıĢıklık sisteminin denetiminden 

kaçmalarına ve sonuç olarak dokularda metastazlar oluĢturmalarına neden olan iĢlevsel  

ve davranıĢsal farklılıklar geçirdikleri çok aĢamalı bir süreçtir. Meme kanseri, meme 

epitel dokusundaki kötü huylu hücrelerin kontrolsüz büyümesiyle 

karakterizedir. Hastalık her iki cinsiyette de etkili olabilmektedir. Endoplazmik 

retikulum (ER) protein sentezinin düzenlenmesi, proteinlerin katlanması, kalsiyum 

depolaması, kolesterol ve lipid-membran biyosentezinin kontrolü gibi normal hücresel 

süreçler için gerekli olan önemli bir organel türüdür. ER'de yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin 

birikmesi, yeni baĢlayan protein sentezini azaltan, protein katlanmayı kolaylaĢtıran ve 

yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin proteozomal bozunmasını arttıran bir koruyucu tepki 

olarak katlanmamıĢ protein yanıtı (UPR) oluĢturulur. 

 

Bu araĢtırmada, insan meme kanseri (MCF-7) hücrelerinde thapsigargin (T) ile 

endoplazmik retikulum stresi oluĢturularak, strese girmiĢ hücrelerde linearol kaynağı 

olarak Sideritis akmanii‟nin aseton ekstresinin (SAE) sitotoksisitesi 3-(4,5-

dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid  (MTT) yöntemiyle belirlendi. 

Hücrelere SAE 1000, 750, 500, 250, 100, 50, 25 µg/mL konsantrasyonlarda ve kontrol 

olarak hücrelere % 1 dimetilfülfoksit (DMSO) uygulandı. MTT yöntemi ile SAE‟nin 

MCF-7 hücreleri üzerindeki olası etkisi mikroplak okuyucu ile 540 nm‟de okutularak 

sonuçlar yüzde olarak ifade edildi. Kontrol yüzde yüz canlı olarak kabul edilerek 



iii 

SAE‟nin letal dozu (LD50) probit analizi ile  38,851 µg/mL olarak  belirlendi. 

 

ÇalıĢmada ayrıca SAE ER stresi ile ilgili genler olan aktive edici transkripsiyon faktörü-

4 (ATF4), aktive edici transkripsiyon faktörü-6 (ATF6), protein kinaz RNA (PKR) 

benzeri ER kinaz (PERK) ve glukoz ile düzenlenen protein 78 (GRP78) ile inflamatuvar 

yanıtta rol alan genlerin (tümör nekroz faktör alfa (TNFα), interferon gama (IFN-γ), 

interlökin-6 (IL-6), interlökin-8 (IL-8), interlökin-12 (IL-12)) mRNA ekspresyonlarına 

etkisi belirlendi. AraĢtırmamızın sonuçlarına göre ER stresinde UPR yanıtta rol alan 

GRP78 geninin SAE50 ve SAE50+T uygulama gruplarında ekspresyon seviyelerinin 

kontrole göre attığı görüldü. ER stresinde UPR yanıtta rol alan PERK geninin bütün 

uygulama gruplarında baskılandığı ancak SAE100+T uygulanmasında kontrolle 

kıyaslandığında artıĢ olduğu gözlenmiĢtir. Ayrıca  ER stresinde UPR yanıtta rol alan ve 

GRP78 kontrolünde olan ATF-6‟nın GRP78 gibi SAE50 ve SAE50+T uygulama 

gruplarında ekspresyonu arttığı bulunmuĢtur. 

 

SAE‟nin IL-6 sitokininin ekspresyon seviyeleri kontrolle kıyaslandığında bütün 

uygulama gruplarında artıĢ gözlenmiĢtir. Bir kemokin olan IL-8 gen ekspresyon 

düzeyleri ise SAE10, SAE10+T ve SAE50+T  uygulamalarında baskılanırken diğer 

uygulamalarda artıĢ göstermiĢtir. SAE‟nin IL-12 ve TNFα genleri üzerindeki etkisi 

benzer olduğu görülüp bütün uygulama gruplarında baskılanmıĢlardır. IFN-γ geni 

sitotoksiste testi ile elde edilen konsantrasyonunda kontrolle aynı etkiyi gösterirken, 

diğer uygulama gruplarında baskılanmıĢtır. 

 

SAE ve thapsigargin uygulamasının sonuçlarına göre en yüksek DNA hasar skoru, 100 

µg/mL S. akmanii ekstresi + Thapsigargin uygulanan grupta 94,00±5,29
 
olarak bulundu. 

 

Sonuç olarak S. akmanii‟nin MCF-7 hücreleri üzerinde genotoksik ve sitotoksik 

etkilerinin olabileceği düĢünülmektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: MCF-7, ER stresi, Komet Yöntemi, Sideritis akmanii, Real Time 

PCR, genotoksisite, sitotoksisite, endemik bitki  

 

2017, xiii + 72 sayfa 
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ABSTRACT 

M.Sc Thesis 

 

 

ĠNVESTĠGATE THE EFFECTS OF LĠNEAROL ON THE ENDOPLASMĠC 

RETĠCULUM MARKERS BY USĠNG THE ENDOPLASMĠC RETĠCULUM STRESS 

GENERATED MODEL OF HUMAN BREAST CANCER CELLS (MCF-7) 

 

Halil TURHAN 

Afyon Kocatepe University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Molecular Biology and Genetics Department 

Supervisor: Assoc. Prof. Ġbrahim Hakkı CĠĞERCĠ 

 

Cancer is a multi-stage process in which functional and behavioral differences occurs in 

the cell and cell escapes from the control of the immune system, which consequently 

leads to form metastases in the tissue. Breast cancer is characterized by uncontrolled 

growth of malignant cells in the breast epithelium tissue. The disease can be effective in 

both sexes. Endoplasmic reticulum (ER) is an important organelle species required for 

normal cellular processes such as regulation of protein synthesis, folding of proteins, 

calcium storage, control of cholesterol and lipid-membrane biosynthesis. Accumulation 

of misfolded proteins in the ER creates the UPR response as a protective response that 

reduces the synthesis of new-on-protein, facilitates protein folding, and increases 

proteosomal degradation of misfolded proteins. 

 

In this study, the  endoplasmic reticulum stress was induced by thapsigargin in human 

breast cancer (MCF-7) cells and the cytotoxicity of acetone extract of Sideritis akmanii 

(S. akmanii) as a linearol source in stressed cells was determined by 3- (4,5-

dimethyltriazol- diphenyltetrazolium bromide (MTT) method.  Following doses (1000, 

750, 500, 250, 100, 50, 25 μg / ml) of  S. akmanii were employed and 1% DMSO was 

used as a solvent control. The possible effect of the MTT method on the MCF-7 cells by 

the  S. akmanii  was studied with a microplate reader at 540 nm and the results were 
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expressed as a percentage. Control was accepted as 100% live and was determined to be 

38,851 μg / mL by the proband analysis of lecithin (LD50) of SAE. 

 

In our study, the effect of the acetone extract of S. akmanii as a linearol source in MCF-

7 cells with normal and ER stress was further studied by the expression level of ATF-4, 

AFT-6, PERK, Grp78, TNFα, IFN-γ, IL-6, IL-8 and IL-12 genes by real time PCR. 

According to the results of our study, the expression levels of Grp78 gene in the SAE50 

and SAE50 + T treatment groups, which were involved in UPR response in ER stress, 

were found to be higher than control levels. It was observed that the PERK gene 

involved in UPR response in ER stress was suppressed in all application groups but 

increased in SAE100 + T administration compared to control. It was also found that 

ATF-6, which is involved in UPR response in ER stress and in control of Grp78, 

increases expression in SAE50 and SAE50 + T treatment groups like Grp78. 

 

An increase in IL-6 gene expression was observed in all treatment groups compared to 

that of control.  IL-8 gene expression levels was suppressed in SAE10, SAE10 + T and 

SAE50 + T applications and increased in other treatment groups. Similar expression was 

observed in IL-12 and TNFα genes whereas these were suppressed in all other treatment 

groups. The IFN-γ gene showed the same effect as the control at the LD50 

concentration obtained by the cytotoxicity test, but suppressed in the other treatment 

groups. 

 

The highest DNA damage score was found as 100 μg / mL (94.00 ± 5.29) in the 

Thapsigargin treated group. 

 

 it was concluded that S. akmanii has genotoxic and cytotoxic effects on MCF-7 cells. 

 

 

Key Words: MCF-7, ER stress, Comet Assay, Sideritis akmanii, Real Time PCR, 

Genotoxicity, Cytotoxicity, Endemic plant 
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1. GĠRĠġ 

 

Bir doku veya organa ait hücrelerinin kontrolsüz çoğalması ve bölünmesi olarak ifade 

edilen kanser kötü huylu tümörler olarak adlandırılmaktadır (KarataĢ 2014). Yunanlı bir 

hekim olan Hipokratın yapmıĢ olduğu tanımlamaya göre yengeç anlamı taĢıyan “Crab” 

kelimesinden köken almaktadır. Hipokrat bu tanımlamaya hastalığın baĢlangıç 

bölgesinden diğer dokulara yayılmasını inceleyerek varmıĢtır (Yenidünya 2014). 

Vücudumuzun herhangi bir yerinde baĢlayabildiği gibi hayatımızın her döneminde 

görülmekte ve her bireyi etkileyebilmektedir. GeliĢmiĢ ülkelerde kardiyovasküler 

hastalıklardan sonra en yüksek ölüm nedeni olup, bu ülkelerin sağlık harcamalarının 

büyük bir çoğunluğunu oluĢturmaktadır (Nursal 2012). 

 

 Meme kanseri tüm dünyadaki kadınlar arasında en yaygın görülen tümör türüdür. 

Ayrıca akciğer kanserinden sonra kadınlarda kansere bağlı ölümlerin önde gelen 

sebebidir (Selcen ve Erdoğan 2014). Genetiğin ve çevresel etmenlerin de etkili olduğu 

diğer kanserler gibi meme kanseri de multifaktöriyel ve karmaĢık bir hastalıktır. Meme 

kanserine neden olan etmenler psikolojik, hormonal, sosyobiyolojik ve genetik olarak 

sınıflandırılabilir (Elçi 2016). Meme kanserinde kontrolsüz hücre çoğalmasına, eksojen 

kanserojenlerin mutasyonlara neden olarak,  protoonkogenlerin aktivasyonu ile tümör 

baskılayıcı genlerin aktivasyonunun bozulması sonucu  apoptozis ve hücre 

proliferasyonunun kontrolden çıkması yol açabilir. Hücrelerin çoğalması esnasında 

kromozom mutasyonları, mensturasyon ve iliĢkili reseptör bozuklukları, birçok büyüme 

faktörü ve hormonlar meme kanseri oluĢumuna neden olabilir  (Valıpour 2015). 

 

ER, hücrenin salgılama ve zar proteinlerinin sentezinden sonra paketlenme ve katlanma 

iĢleminin yapıldığı, Ca⁺2
‟un hücrede depolandığı, sterol ve lipid sentezinin yapıldığı, 

etrafı membranla çevrili ve lümeninin kimyasal yapısıyla ekstraselüler alanın kimyasal 

olarak benzerlik gösterdiği organellerden biridir (Haddur 2013). ER stresi, protein 

katlanmasının yükü ve kapasitesi arasındaki dengesizliğin bir sonucu olarak, ER 

lümende açılmıĢ veya yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin birikmesi ile uyarılır. Memeli 

hücreleri, IRE1 (Ġnositol requiring protein-1), PERK  ve ATF'dan oluĢan, entegre bir 

sinyal iletim yolu olan UPR‟yi aktive ederek ER stresine tepki verirler (Pan et al. 2012). 
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Lamiaceae familyası, dünya genelinde yaklaĢık 230 cins ve 7100 türden oluĢur. 

Lamiaceae familyasının birçok türü tıpta ve kozmetik alanlarındaki kullanımları ile 

büyük önem taĢımaktadır. Lamiaceae ailesine ait bazı büyük cinsler Salvia, Mentha ve 

Sideritis'tir. Sideritis türleri, antimikrobiyal, antiülserojenik ve anti-inflamatuar 

özellikleri nedeniyle halk tıbbında kullanılmıĢtır (Stagos et al. 2012). Anadolu‟da „‟dağ 

çayı‟‟ veya „„yayla çayı‟‟ olarak isimlendirilen Sideritis türleri aromalarından dolayı 

halk tarafından çay olarak kullanılmaktadır.  

 

ProgramlanmıĢ hücre ölümü veya apoptoz, hayvanlarda geliĢme ve homeostazın 

sürdürülmesi sırasında kritik bir rol oynamaktadır. Kanser hücreleri çoğunlukla 

apoptozu ortaya çıkaran sinyallere karĢı direnç gösterir. Ancak birçok anti-kanser 

stratejisi bu bariyerin üstesinden gelmek ve nihayetinde hücre ölümünü tetiklemek için 

yeterli DNA hasarı yaratmayı amaçlamaktadır (Shkreta et al. 2016). DNA'nın 

oksidasyonu yanlıĢ baz eĢleĢmesine ve hataların genetik bilgiye girmesine neden olur. 

Reaktif oksijen türleri (ROS) tek iplik veya çift sarmal DNA kopmalarını, Ģeker fosfat 

hasarını, apurinik-apirimidinik bölgeleri veya kromatin geliĢiminde kopyalamayı 

engelleyen DNA-protein çapraz bağlarının oluĢumuna neden olabilir (Ambroz et al. 

2016). Tek hücreli jel elektroforezi (komet yöntemi), in vitro ve in vivo olarak çeĢitli 

hücrelerdeki DNA hasarının ve onarımının tespiti için yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Test hızlı, duyarlı ve nispeten ucuz bir yöntem olmanın avantajına sahiptir. 

Genotoksisite testinde yaygın olarak kullanılmakla kalmaz, aynı zamanda çevresel ve 

biyolojik izlem çalıĢmalarında da uygulamaları vardır (Imanikia et al.  2016). 

 

Bu çalıĢmada insan meme kanseri (MCF-7) hücrelerinde thapsigargin ile ER stresi 

oluĢturularak, strese girmiĢ hücrelerde SAE‟nin sitotoksisitesi 3-(4,5-dimetiltriazol-2-

il)-2,5-difeniltetrazolium bromid  (MTT) yöntemiyle belirlenmesi amaçlanmıĢtır. 

 

Normal ve ER stresi oluĢturulmuĢ MCF-7 hücrelerinde, SAE uygulanması sonucu, 

ATF-4, AFT-6, PERK ve Grp78  gibi genlerin ekspresyon düzeylerinin belirlenmesi ile 

inflamatuar ve pro-inflamatuar etkileri için TNFα, IFN-γ, IL-6, IL-8 ve IL-12 gen ifade 

düzeylerine Real Time-PCR yöntemi ile bakılması amaçlanmıĢtır.   
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Ayrıca SAE‟nin MCF-7 üzerinde muhtemel genotoksisitesi Komet yöntemi ile 

belirlenmesi amaçlanmıĢtır.  
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2. LĠTERATÜR BĠLGĠLERĠ 

 

2.1 Kanser  

 

Kanser, hücrelerin kontrolsüz çoğalmalarına, bağıĢıklık sisteminin denetiminden 

kaçmalarına ve sonuç olarak  dokularda metastazlar oluĢturmalarına neden olan, iĢlevsel  

ve davranıĢsal farklılıklar geçirdikleri çok aĢamalı bir süreçtir. Bu farklılıklar hücre 

artıĢını ve yaĢamını, diğer hücrelerle birlikteliklerini ve bağıĢıklık sisteminden kaçma 

yeteneklerini kontrol eden genetik materyaldeki  modifikasyonların birikmesiyle ortaya 

çıkmaktadır (Vatansever 2014). Hipokratın yapmıĢ olduğu tanımlamaya göre yengeç 

anlamı taĢıyan “Crab” kelimesinden köken almakla birlikte, Hipokrat bu tanımlamaya 

hastalığın baĢlangıç bölgesinden diğer dokulara yayılmasını inceleyerek varmıĢtır 

(Yenidünya 2014). Dünya çapında önde gelen mortalite ve morbidite nedenlerinden 

biridir (Silva and Al-Jamal 2017). Yüzyılın baĢlarında ölüme neden olan hastalıklar 

sıralamasında 7‟inci veya 8‟inci sıralarda yer alırken bugün dünya çapında 

kardiyovasküler hastalıklardan sonra ikinci sırayı almakta ve geliĢmiĢ ülkelerde her beĢ 

kiĢiden biri kanserden ölmektedir. En sık görülen kanser türleri erkeklerde 

akciğer(%22) baĢta olmak üzere kolorektal(%12) ve prostat(%11) iken kadınlarda ise 

meme(%26) baĢta olmak üzere kolorektal(%14) ve midedir(%7) (AktaĢ 2010, Nursal 

2012).  

 

Normal hücre çoğalmasında büyümenin devamı ile sınırlandırılması arasında iyi kontrol 

edilen bir denge bulunmaktadır. Halbuki tümör hücrelerinde kontrol bozulmuĢ olup 

(ġekil 2.1) sürekli bir hücre çoğalması görülürken farklılaĢma kaybolmuĢ olup, 

programlı hücre ölüm sürecleri de iĢlemez hale gelmiĢtir (Belder 2013). 

 

 

ġekil 2.1 Kanser OluĢumu (Ġnt.Kay. 1). 

Hiperplazisi Diplazisi Kanser Normal 
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2.2 Meme Kanseri  

 

Meme kanseri, meme epitel dokusundaki kötü huylu hücrelerin kontrolsüz büyümesiyle 

karakterizedir. Hastalık her iki cinsiyette de etkili olabilmektedir. Dünya çapında 

kadınlarda en sık rastlanan kanser türü olsa da insidans oranı bölgelere göre değiĢiklik 

gösterir ve yaĢla birlikte belirgin bir artıĢa neden olur (Lukong 2017, Nakamura et al. 

2017). 2012'de yaklaĢık 1.7 milyon yeni vaka tanısı konmuĢ ve tüm kadın kanserlerinin 

% 25'ini oluĢturmuĢtur (Ahmed 2016). Ülkemizde meme kanseri, kadınlarda en çok 

görülen kanser çeĢidi olup, kadınlarda kanserin neden olduğu ölümlerinin baĢında 

gelmektedir. Sebebi tam belirlenememekle birlikte meme kanserine yakalanma riskini 

radyasyona gibi çeĢitli ıĢınlara maruz kalma,  geçmiĢte ailede meme kanseri vakasının 

görülmesi, ilerleyen yaĢ durumu, hormonal faktörler, çocuk sahibi olma yaĢı, 

bayanlarda  menstruyal evrenin uzunluğu gibi çeĢitli faktörler artırmaktadır (YaramıĢ 

2011).  

 

Bilimsel geliĢmelere ve klinik ilerlemelere rağmen invaziv (yayılmacı) ve maling (kötü 

huylu) meme kanseri tanısı konan hastalar halen kötü bir prognoza (öngörü) sahiptir 

(Reesama et al. 2016). Meme kanserinin yüksek ölüm oranının yanında özellikle uzak 

dokulara, örneğin akciğerler, karaciğer ve kemiklere metastaz kapasitesi de yüksektir 

(Pachon 2015, Gonzalez et al. 2017). Ameliyat, kemoterapi, radyoterapi, endokrin ve 

hedef tedaviler gibi kombine terapötik yöntemler tedavinin temel dayanağıdır. Bununla 

birlikte, baĢta tümör bölgesine girme zorluğu, hastalığın dağınık yapısı ve tedavide 

kullanılan maddelerin toksisitesi nedeniyle tedavi yöntemleri yetersiz sonuçlara neden 

olabilmektedir (Shakshouk and Rashwan 2017). Bu nedenle çeĢitli çalıĢmalarda 

dolaĢımdaki tümör hücrelerinin saptanması için potansiyel moleküler belirteçler, göğüs 

dokusunun spesifik belirteçleri olarak değerlendirmiĢtir (Pachon et al. 2015). Meme 

kanserinin baĢlaması ve ilerlemesi, hücre canlılığını ve proliferasyonunu kontrol eden 

birden fazla genin düzensizleĢmesini içeren çok aĢamalı bir süreçtir (Mukawera et al. 

2015).  
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2.3 Endoplazmik Retikulum  

 

ER ökaryotik hücrelerin endomembran sisteminde bulunan protein sentezinin 

düzenlenmesi, proteinlerin iĢlenmesi ve katlanması, translokasyon ve kalsiyum 

depolanması gibi normal hücresel süreçler için gerekli olan önemli bir organeldir (Imai 

2016, Zanotto et al. 2017).  

 

ER‟nin hücrelerde düz ve granüllü olmak üzere iki türü bulunur. Düz endoplazmik 

retikulum (DER) hücre içi kalsiyum konsantrasyonu,  lipit-streoit sentezi, karbonhidrat 

metabolizmasının düzenlenmesi, ilaç detoksifikasyonu gibi görevlere sahiptir. Granüllü 

endoplazmik retikulum (GER) ise hücre dıĢına gönderilecek ve membran yapısına 

katılacak olan proteinlerin sentezlendiği ve taĢındığı yerdir (Özdemir 2011).  

 

2.3.1 Endoplazmik Retikulum Stresi  

 

ER protein sentezinin düzenlenmesi, proteinlerin katlanması, kalsiyum depolaması, 

kolesterol ve lipid-membran biyosentezinin kontrolü gibi normal hücresel süreçler için 

gerekli olan önemli bir organel türüdür. ER‟de yer alan metal iyonları, Ģaperonlar 

(proteinlerin katlanarak üç boyutlu hâle gelmesi iĢleminde yer alan aracı proteinler) ve 

lektinler (hücrelerin yüzey reseptörlerindeki karbohidrat birimlerine bağlanarak 

hücrelerin çökmelerini sağlayan glikoprotein veya protein yapısındaki moleküller) 

protein katlanmasında iĢlevleri olup, kovalent modifikasyonları yönlendirerek 

polipeptitlerin doğru Ģekilde katlanmasını veya olgunlaĢması sağlarlar. 

 

ER, lümeni içerisindeki iyon dengesi, sentez yükü gibi fizyolojik ve biyokimyasal 

seviyede meydana gelen değiĢimlere oldukça hassastır. Glukoz yoksunluğu, kalsiyum 

boĢalması, serbest radikallere maruz kalma, glikozilasyonun bozulması, aĢırı kolesterol 

yükü, hücrede kontrol mekanizmalarının oksidatif stres indüksiyonu ile iliĢkili bir takım 

patolojik ve fizyolojik sebeplerle bozulması, yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin birikmesine 

ve ardından da ER stresinin artmasına neden olur (Köse 2016, Imai 2016, Sozen and 

Ozar 2017). AĢırı ve uzun süreli stresler ise iltihaplanma ve apoptozise neden olur 

(Tungkum et al. 2017). Ayrıca bitki türevi olan siskiterpen lakton olarak bilinen 
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thapsigargin, endoplazmik retikulum Ca⁺2
-ATP‟azı inhibe ederek ER Ca⁺2

 homeostazı 

bozan güçlü bir ER stres indükleyici toksinidir (Özen 2013, Saito et al. 2016). 

 

ER'de yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin birikmesi, yeni baĢlayan protein sentezini azaltan, 

protein katlanmayı kolaylaĢtıran ve yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin proteozomal 

bozunmasını arttıran bir koruyucu tepki olarak UPR yanıtı oluĢturur (Fent and Christen, 

2016).  

 

 

 

ġekil 2.2 Endoplazmik retikulum stres yolu (He et al. 2016). 

 

2.3.2 KatlanmamıĢ Protein Cevabı (Unfolding Protein Response) 

 

UPR öncelikli olarak protein yanlıĢ katlanma mekanizmalarını aktive eden hayatta 

kalma tepkisidir. Bununla birlikte uzun süren ER stres koĢullarında hücre yaĢamını 

bozabilir. ER stresiyle aktive edilen üç yolak IRE1, PERK ve ATF-6‟dır. Bu üç yolakta 

ER stresinin olmadığı durumlarda Grp78/BIP (Bağlayıcı immunoglobulin proteini) 

Endoplazmik 

retikulum 

sitoplazma 

Golgi 

kompleksi 

UPR hedef genleri 

ġaperon 

ERAD 

Nükleus 

Transkripsiyon 

inhibisyonu 
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Ģaperonu ile baskılanırlar (Kapuy et al. 2014). Bu üç yolakta, IRE1 ve ATF-6 ER 

homeostazını düzeltip yeniden kurarken, PERK ER homeostazının eski durumuna 

getirilmemesi durumunda pro-apoptotik etkileri ortaya çıkarmak için yanlıĢ katlanmıĢ 

proteinleri ortadan kaldırır. Bu nedenle, ER stresine en hızlı yanıt PERK tarafından 

verilir (Zhang et al. 2017). Üç transmemran proteini ER stres koĢulları altında, 

Grp78/BiP'den ayrılırlar ve çok sayıda genin modülasyonu ile transkriptomun yeniden 

programlamasını baĢlatmak için, otofosforilasyon yoluyla (ġekil 2.2) aktive olurlar 

(Mancini et al.  2013).  

 

Grp78, hücre yaĢayabilirliğini muhafaza etmek için birçok fonksiyona sahiptir. 

Transkripsiyon düzeyinde, GRP78 Hsp5a geni tarafından kodlanır. Isı Ģok protein-70 

(Hsp70) ailesi içinde en bol bulunan proteindir. Ancak bu ailenin diğer üyelerinden 

farklı olarak, ısı Ģokuyla indüklenmez. Çünkü Grp78 promoteri ısı Ģok elementinden 

yoksundur. GRP78 seviyeleri hücre içinde nispeten düĢük seviyelerde tutulur, ER ve 

kalsiyum homeostazını etkileyen stresler altında ise önemli ölçüde artar. Aslında Grp78 

ilk olarak 1977'de glikozsuz ortamda kültürlenmiĢ tavuk embriyo fibroblastlarında 

kuvvetli bir Ģekilde indüklenen bir 78-kDa protein olarak keĢfedilmiĢtir (Casas 2017). 

 

 

 

ġekil 2.3 KatlanmamıĢ Protein Yanıtı (UPR) (Carreras-Sureda et al. 2017). 
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2.3.2.1 PERK Yolağı 

 

PERK, ER stresi için önemli bir algılama sensörü olmakla birlikte bir Ser/Thr protein 

kinazıdır. ER stresi oluĢtuğunda Grp78‟den ayrılıp, dimerleĢerek otofosforilasyona 

uğrayan PERK, protein translasyonunu inhibe etmek için alt sinyal yolaklarını indükler 

ve böylece ER homeostazını geri kazandırır. Aksine ER stresi çok uzun sürer veya 

Ģiddetli olursa ATF-4 ve CHOP (CCAAT / bağlayıcı protein homolog proteini) 

transkripsiyonu PERK yolağı tarafından aktive edilir (Yi at al. 2017). 

 

FosforlanmıĢ  PERK‟in baĢlıca hedefi tRNA'ların ribozomal alt üniteye bağlanmasına 

aracılık eden, ökaryotik translasyon baĢlatma faktörü 2α (eIF2α)‟yı fosforilemektir. 

PERK eIF2α‟yı Ser 51'deki fosforilasyon ile inaktive ederek ribozomların 80S alt 

ünitesine bağlanmasını engeller.  Bu da küresel protein sentezini zayıflatarak ER‟ye 

protein akıĢını azaltır. Fosforile edilmiĢ eIF2α, aktive edici ATF-4‟ün translasyonunu 

arttırır. ATF-4, UPR ve GADD-34 (Büyüme durdurma ve DNA hasar indüklenebilir 

protein-34)‟ün kontrolünde rol oynayan birkaç genin transkripsiyonunu indükler. 

GADD-34  eIF2α defosfile olmasını sağlayan proteindir. ATF-4 otofaji, antioksidan 

tepki ve amino asit metabolizması için gerekli olan UPR hedef genlerini düzenleyerek 

çekirdeğe translokasyonlarını sağlar. UPR'ye bağlı otofaji, kanser hücrelerinin öncül 

savunma stratejisidir. Otofaji, istenmeyen proteinlerin otofagosomlara tutulduğu ve 

daha sonra lizozomal proteazlar tarafından bozunduğu katabolik bir süreçtir. Otofaji, 

ER homeostazının korunması ve hızla çoğalan kanser hücrelerinin besin maddeleri ile 

beslenmesinde UPR kapsamında önemli bir role sahiptir (Burton and Yung 2011, 

Fonseca et al. 2013, Taguchi et al. 2017). 

 

CHOP‟un devam eden ekspresyonu hücre ölümünü indükleyebilir. CHOP‟un aĢırı 

ekspresyonu, sadece B hücre lenfoma 2 (Bcl-2) ekspresyonunu inhibe etmekle kalmaz 

aynı zamanda Bcl-2 ile iliĢkili X proteininin (Bax) ekspresyonunu arttırır. Aynı 

zamanda Bax'ın sitoplazmadan mitokondriye translokasyonunu arttırır ve böylece hücre 

ölümüne yol açar. In vitro çalıĢmalar, Bcl-2'nin aĢırı ekspresyonunun apoptozu inhibe 

ettiğini, buna karĢılık Bax'ın aĢırı ekspresyonunun apoptozu arttırdığı gösterilmiĢtir (Yi 

et al. 2017, Wen et al. 2017). 
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ġekil 2.4 PERK‟e Bağlı KatlanmamıĢ Protein Yanıtı (Rozpedek et al. 2016). 

 

2.3.2.2 IRE1 Yolağı  

 

IRE1 yolu IRE1α tarafından baĢlatılır ve UPRosome adı verilen bir dizi regülatör 

tarafından kontrol edilir. UPRosome, ısı Ģoku proteini 72 (Hsp72), apoptoz sinyal 

düzenleyen kinaz 1 (ASK1), pro-apoptotik proteinler BAX proteini ve Bcl-2 homolog 

antagonisti gibi ER membranında bir araya getirilen kompleks proteinlerden oluĢur. 

Bununla birlikte, bu regülatörler tarafından IRE1 yolunun sinyalizasyonu IRE1α ile 

iliĢkilendirilen veya ayrılan modülasyonu hücre türüne bağlıdır. IRE1 yolağının 

aktivasyonu üzerine aktif IRE1, açık okuma çerçevesini kaydırarak X kutusu bağlama 

proteini 1 (XBP1) mRNA'sını iĢler. Bu daha sonra hedef genlerini yukarı regüle eden 

aktif transkripsiyon faktörü eklenmiĢ XBP1'in (sXBP1) ekspresyonuyla sonuçlanır 

(ġekil 2.3) (Yu et al. 2013). 
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ġekil 2.5 IRE1 Yolağı (Ariyasu et al. 2017). 

 

2.3.2.3 ATF6 Yolağı  

 

Memelilerde, ATF-6‟nın ATF-6α (90 kD) ve ATF-6β (110 kD) olmak üzere iki formu 

vardır ve her ikisi de ER transmembran proteinleri gibi tüm hücre tiplerinde 

sentezlenmiĢtir. Strese girmeyen hücrelerde ATF-6, ER zarında lokalizedir ve GRP78'e 

bağlıdır. ER stresi oluĢtuğu zaman GRP78‟den ayrılarak Golgi kompleksine lokalize 

olur. Golgi kompleksinde ATF-6 luminal alan içinde SP1 (serine protease site-1 

protease) ile bölünür. Daha sonra N terminal bölgesi SP2 (metalloprotease site-2 

protease) ile kırpılır. ParçalanmıĢ ATF-6, protein Ģaperonlarını ve ERAD (ER'ye bağlı 

bozulma) bileĢenlerini kodlayan genlerin ekspresyonunu baĢlatmak için XBP-1  proteini 

ile birlikte çalıĢır (Doyne et al. 2011, Agauni et al. 2011, Kılınç 2013). 
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ATF-6'nın stres algılama mekanizmalarının iki çalıĢma modeli vardır. Ġlk model, ER 

stresine bağlı olarak ATF-6'dan ayrılan BiP'nin, ATF-6'nın golgi yerleĢim sinyalini 

ortaya çıkarması ve ATF-6'nın golgi'ye translokasyonuna yol açmasıdır. Ġkinci model, 

ER'de normal koĢullar altında ATF-6'nın luminal alanlarının moleküller arası disülfür 

bağları ile dimer veya oligomer oluĢturmasıdır. ER stresine cevap olarak, ATF-6'nın 

disülfür bağı yarılır ve ortaya çıkan monomerik ATF-6, golgi'ye translokasyon yapar. 

Golgi membranından RIP tarafından salınan ATF-6'nın N-terminal bZip bölgesi, 

çekirdeğe girer ve ER stres tepki elementi (ERSE) aracılığıyla genlerin ekspresyonunu 

upregüle eder (ġekil 2.6). ATF6‟nın birçok hedef geni, ER Ģaperon genleri ve katlanan 

enzim genleri de dahil ER kalite kontrolünde rol oynar (Ariyasu et al. 2017). 

 

 

   

 

ġekil 2.6 ATF6 Yolağı (Ariyasu et al. 2017). 

 

 

KatlanmamıĢ proteiĢn 

Transkripsiyon  

nükleus 

ER Ģaperonları 
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2.4 Sitokinler  

 

Sitokinler; IFN‟lar, TNF‟ler, IL‟ler, büyüme faktörleri, hücre adhezyon molekülleri ve 

koloni stimülatör faktörlerini (CSF) içeren çeĢitli gruplara ayrılır. Genellikle her sitokin 

ailesi akut inflamasyonun belirli yönlerine katkıda bulunur (Sarıkaya 2014).  

 

Sitokinler, genel ve lokal enflamatuvar etkileri düzenleyen, oluĢan yaraların geçmesinde 

ve birçok olayda yer alan lokal doku hormonu olarak isimlendirilmektedirler. Özel 

reseptörlerle etkileĢime girdikleri hedef hücrelerde hücre içi sinyal yolaklarını 

baĢlatırlar. Lenfositler, iltihaplı dokular, monositler ve endotelyal hücre benzeri 

bağıĢıklık sistemi hücrelerinin etkileĢimini sağlayarak aktivasyonlarını yöneten kısa 

süre etkili ve çözünebilen polipeptid yapılı moleküllerdir (Görgün 2014). Sitokinler, 

hormon gibi özellikler gösterseler de, sentez aĢamaları ve salgılanmaları geçici sürelidir 

ve depolanmazlar. Konsantrasyon olarak çok düĢük miktarda olduklarında hormon gibi 

reseptörlere bağlanarak etkilerinin gösterirler. Parakrin, endokrin ve otokrin etkilere 

sahiptirler (Can 2013).  

 

2.4.1 Ġnterlökin 6 

 

Ġnterlökin-6 (IL-6) farklı dokularda çeĢitli fonksiyonlara sahip pleiotropik bir sitokindir. 

BaĢlangıçta IL-6, bağıĢıklık sisteminin önemli bir faktörü olarak tanımlanmıĢ olsa da bu 

sitokinin metabolik regülasyonda ve özellikle glikoz homeostazında önemli bir rol 

oynadığı gösterilmiĢtir (Kurauti et al. 2017). Bu pleiotropik sitokin, doku iltihaplanma 

yerlerinde üretilir ve akut organ yaralanmaları sırasında makrofajlar, lenfositler, endotel 

hücreleri, epitel hücreleri ve fibroblastlar da dahil olmak üzere çeĢitli farklı hücre tipleri 

ile dolaĢıma salınır. IL-6 akut faz tepkisinin indüksiyonu için büyük bir pro-inflamatuar 

mediyatör görevi görür. AteĢ, lökosit alımı ve aktivasyonu, karaciğer rejenerasyonu ve 

hemodinamik etkileri de içeren geniĢ bir yelpazedeki lokal ve sistemik değiĢikliklere 

yol açar. Deneysel akciğer hasarında IL-6'nın faydalı anti-inflamatuar etkileri olduğu 

gösterilmiĢtir (Voiroit et al. 2017). 

 

IL-6 geni, p21-24 pozisyondaki 7. kromozom üzerinde bulunur ve diğer sitokinlerinki 
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gibi ifadesi sıklıkla transkripsiyonel seviyede düzenlenir. IL-6'nın düzenleyici bölgeleri, 

nükleer faktör interlökin-6 (NF-IL-6), nükleer faktör-kappaB (NF-κB), aktivatör protein 

1 (AP-1), CAAT bağlayıcı protein beta (C/EBP-beta) ve glukokortikoid reseptörleridir. 

IL-6 geninin ifadesi çeĢitli transkripsiyonel faktörlerin, destekleyici bölgedeki spesifik 

duyarlı elemanlara veya sekanslara bağlanması yoluyla düzenlenir ve etkili bir Ģekilde 

modüle edilir. IL-6 geninin 5' ve 3' bitiĢik bölgeleri oldukça polimorfiktir ve bu genin 

promotör bölgesinde birkaç patojen mutasyon ve tek nükleotid polimorfizmi (SNP) 

tanımlanmıĢtır (Banday et al. 2017). 

 

2.4.2 Ġnterlökin 8 

 

IL-8 (interlökin-8) veya CXCL8 aktive edilmiĢ monositler ve makrofajlar, epitelyal ve 

endotel hücreleri, fibroblastlar ve nötrofiller tarafından üretilen bir CXC kemokindir. 

Nötrofil kemotaktik faktör (NCF) olarak da bilinir, çünkü esas olarak nötrofillerin 

kemotaksisini, aynı zamanda da bazofiller ve T-lenfositleri indükler. IL-8, endotel 

hücreleri, makrofajlar, mast hücreleri ve keratinositler gibi diğer hedef hücrelerde 

anjiyojenez, fagositoz, aktivasyon, ekzositoz, solunum hızlanması gibi çeĢitli etkilere 

neden olur. Tüm bu etkilere, kemokin ve G-protein çifti gruplarının iki reseptörü 

CXCR1 (IL-8 reseptör alfa) ve CXCR2 (IL-8 reseptör beta) üyeleri arasındaki 

etkileĢimle aracılık etmektedir (Cıanga et al. 2016). 

 

Bir yaralanma veya enfeksiyon esnasında IL-8, anjiyogenezi teĢvik ederek nötrofillerin 

damardan dokuya alınmasını sağlar. Bununla birlikte pro-inflamatuar sitokinler, 

hücresel stres, bakteriyel ve viral uyarıcılarda IL-8 proteininin ekspre edilmesini 

tetikler. Genellikle artmıĢ IL-8 seviyeleri romatoid artrit, enflamatuar bağırsak hastalığı, 

idiyopatik pulmoner fibröz, akut solunum sıkıntısı sendromu, ateroskleroz gibi birçok 

kronik hastalığın ilerlemesiyle iliĢkilidir. Bu nedenle vücut sıvıları içinde IL-8 

konsantrasyonlarının izlenmesi ciddi hastalıkların erken ve doğru algılanmasını 

sağlamak için önemlidir (Sharma et al. 2016). 
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2.4.3 Ġnterlökin 12 

 

IL-12 bakteriler, bakteri ürünleri ve hücre içi parazitlere tepki olarak öncelikle fagositik 

hücreler ve antijen oluĢturan hücreler tarafından üretilen bir heterodimerik sitokindir 

(Alkayyal at al. 2016). Önemli bir pro-inflamatuar sitokin olan IL-12, 35 kDa (IL-12A) 

ve 40 kDa (IL-12B) olmak üzere iki disülfid bağlı altbirimden oluĢur. IL-12, T yardımcı 

tip  (Th1)/(Th2) sitokin dengesi üzerinde antagonistik bir etkiye sahiptir. Doğal ve 

edinilmiĢ immün yanıtlar arasında iĢlevsel bir bağ sağlar (Wang et al. 2014). Aynı 

zamanda antitümör bağıĢıklıkta önemli bir sitokin olan interferon-γ üretimi ile 

karakterizedir (Cui et al. 2017). IL-12, sadece hayvan modellerinde tümör hücrelerinin 

çoğalmasını inhibe etmekle kalmaz aynı zamanda bazı koĢullarda virüs bulaĢmıĢ 

hücrelerin yok edilmesine neden olur. Bu nedenle, IL-12, virüs enfeksiyonu ve kanser 

gibi hücresel bağıĢıklığın önemli olduğu hastalıklar için büyük potansiyele sahiptir (Wei 

et al. 2014). 

 

2.4.4 Ġnterferon Gama 

 

Ġnterferon-γ, doğuĢtan gelen lenfoid hücreler, doğal öldürücü hücreler, sitotoksik T 

hücreleri (CD8⁺) ve yardımcı T hücreleri (CD4⁺) gibi Tip 1 bağıĢıklıkta yer alan 

hücreler tarafından üretilen pro-inflamatuvar ve çok iĢlevli bir sitokindir. IFN-γ, 

makrofajları aktive ederek hücreler arası mikrop enfeksiyonu sırasında onları etkili 

efektör hücrelere dönüĢtürür. Ġnterlökin-4 (IL-4) ve interlökin-13 (IL-13) gibi hücre 

sitokinlerinin iĢlevlerini antagonize eder (Oyanagi et al. 2017).  

 

Bu sitokin, TNF-α ve IL-6 da dahil olmak üzere çeĢitli pro-inflamatuar mediatörleri 

upregüle ederek iltihaplanma tepkisini yönlendirme potansiyeline sahiptir. Önceki 

veriler IFN-γ'nın bazı koĢullar altında pro-inflamatuar nükleer transkripsiyon faktörü-

κB'nin (NF-κB) aktivasyonunu direkt olarak artırabileceğini dile getirmektedir 

(Mahmoud et al. 2016). Ayrıca IL-12, T lenfositleri ve doğal öldürücü hücreler 

tarafından IFN-γ üretimini uyarır (Arai et al. 2008). 
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2.4.5 Tümör Nekroz Faktör α 

 

En güçlü inflamatuar sitokinlerden biri olan TNF-α, aktif makrofajlar tarafından 

üretilmekte olup inflamasyona, bağıĢıklığa ve apoptozise aracılık eden pleiotropik bir 

sitokindir. TNF-α IL-1, IL-6 ve IL-8 dahil sitokinlerin üretimini uyarır. Vasküler 

endotel hücreleri için TNF-α'ya maruz kalma, inflamatuar sitokinlerin özellikle nükleer 

faktör κB (NF-κB), c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve p38 mitojen aktive protein kinaz 

yolaklarının aktifleĢmesine yol açar (Bian et al. 2017, IĢık et al. 2016). 

 

TNF-α‟nın virüsle enfekte olmuĢ hücrelerde apoptozis ve sitotoksik etkisi, 

immünomodülatör aktivite, antiviral etki ve birçok biyolojik fonksiyonlarla birlikte, 

inflamasyonun yanında hücresel immün tepkide de önemi olduğu gösterilmiĢtir (Can 

2013).   

 

2.5 DNA Hasarı  

 

Genetik bilginin nesilden nesle sağlıklı olarak aktarılabilmesi için DNA yapısının 

korunması son derece önemlidir. DNA molekülünde iç veya dıĢ faktörlerin etkisiyle 

oluĢabilecek tüm değiĢimler „DNA hasarı‟ olarak adlandırılır. DNA hasarı hücrede, 

hücre hasarı önleyebilecek veya hasarı düzeltemeyecek ise programlı hücre ölümünü 

gerçekleĢtirecek bir çok olayı tetikler. Hücre, farklı metabolik yolları kullanarak DNA 

hasarlarına cevap verir. DNA hasarı, hasar onarımı mekanizmaları ile onarılır veya 

apopitoz yolu indüklenerek hücre ölüme götürülür. DNA molekülü onarılabilen dinamik 

yapıya sahip tek molekül olması bakımından önemlidir (Yüksel 2011).  

 

Ġnsan DNA‟sının bütünlüğünü kimyasal bileĢikler, X-ıĢınları ve ultraviyole gibi 

çevresel faktörler, sürekli tehdit ederek farklı DNA hasarlarına neden olmaktadırlar. 

DNA hasarına örnek olarak bazik alanlar, çift ve tek zincir kırıkları, delesyonlar, 

insersiyonlar ve DNA-protein çapraz bağ oluĢumları verilebilir. DNA‟da dıĢ faktörlerin 

yanında iç faktörlerden de kaynaklanan hasar oluĢabilir. DNA rekombinasyonu ve 

replikasyonunun gerçekleĢtiği iĢlemler sırasında oluĢan serbest radikaller gibi endojen 

etmenlerde DNA‟da hasara neden olmaktadır. DNA onarımı, replikasyon hataları, 
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mutasyon, hücre ölümü, genomik kararsızlık ve DNA hasarının devamlılığında devreye 

girmektedir (Onur et al. 2009). DNA onarımı polimerazlar, rekombinazlar, helikazlar, 

nükleazlar, demetilazlar kinazlar, fosfatazlar, topoizomerazlar, glikozilazlar ve 

ligazların enzimatik aktivitelerinde ki değiĢimlerle gerçekleĢtirilmektedir. Ġnsanda DNA 

onarımında 130‟dan fazla genin görev aldığı ve bu sayının daha yüksek olduğu tahmin 

edilmektedir (Kurtoğlu ve Tekedereli 2015).  

 

2.5.1 Çevresel Etmenlerden Kaynaklanan DNA hasarı  

 

Ultraviyole (UV) ıĢınları, iyonize radyasyon (IR) ve doğal yada insan yapımı 

kimyasallar DNA‟da hasara neden olmaktadır.  

 

UV IĢınları ve DNA hasarı; vücudun iç kısmı ile dıĢ kısmı arasında ilk bariyeri 

oluĢturan cildimiz UV ıĢınlarına düzenli olarak maruz kalmaktadır. Dünya'nın yüzeyine 

ulaĢan UV ıĢığı DNA, RNA, proteinler ve lipidler gibi hücresel bileĢenlere zarar 

verebilir. Bu nedenle doğal ortamımızdaki en belirgin kanserojendir (Munoz et al. 

2017). UV-C (< 280 nm) tarafından üretilen DNA hasarı, pirimidin dimerler iken UV-B 

(280–320 nm) ve UV-A (320–400 nm) hem pirimidin dimerleri hem de oksidatif DNA 

lezyonları üretir. UV, hücresel DNA‟yı ve hücre zarını etkileyerek homeostazı korumak 

için çok çeĢitli sinyal olayları tetikleyebilir (ġekil 2.7) (Takeuchi et al. 2016). 

 

Ġyonize Radyasyon (IR) ve DNA hasarı; IR, tıpta tanı ve tedavi amacıyla, sanayi 

alanında ve savaĢlarda giderek daha fazla kullanılmaktadır. Normal biyolojik 

sistemlerin IR‟ye kontrolsüz olarak maruz kalması, genellikle IR dozuna bağlı olan 

çeĢitli istenmeyen biyolojik etkilere neden olur. Total vücudun IR‟ye maruz kalması bir 

çok hasara veya hücre içi lezyonlara neden olur. Enerji biyomolekülleri doğrudan 

etkileyebilir ve kimyasal bağların bozunmasına neden olabilir. Diğer taraftan enerji, 

hücresel biyomoleküllere zarar veren reaktif oksijen türlerinin veya serbest radikallere 

yol açan su moleküllerinin oluĢmasına neden olabilir.  

 

Yüksek lineer enerjili IR (ağır iyonlar vb.) biyomoleküllerde doğrudan enerji birikimi 

yaparak hasarın çoğundan sorumludur. DüĢük lineer enerjili IR (örneğin X-ıĢınları, γ-
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ıĢınları) hücre içi su moleküllerinin iyonlaĢması ile hasar oluĢturur. Dolayısıyla düĢük 

lineer enerjili IR, ROS ve serbest radikaller üretmek suretiyle hücrelerde hasarın % 70-

80‟inden sorumludur. Süperoksit anyonu, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit ve tekli 

oksijen gibi reaktif oksijen türleri membran lipitlerinin oksidasyonu, amino asit 

modifikasyonu ve DNA hasarı gibi bir çok lezyona neden olmaktadır. DüĢük IR 

dozlarının neden olduğu DNA hasarının çoğunluğunu DNA baz modifikasyonları ve 

baz hasarı oluĢturur. Daha yüksek dozlarda ise DNA tek iplik kırıklıkları, çift iplik 

kırıklıkları ve kümelenmiĢ DNA lezyonları oluĢur (ġekil2.8) (Bala 2014). 

 

 

ġekil 2.7 DNA yapısına UV etkisi ve onarımı (Munoz et al. 2017) 

 

Kimyasal maddeler ve DNA Hasarı; DNA hasarına neden olan önemli faktörlerden biri 

de kimyasal maddelerdir. Bu bağlamda endüstriyel kirlilik ve gıda kontaminasyonu 

günümüzde daha da önemli konular haline gelmiĢtir. Çünkü bu faktörler sağlık 

konusunda olumsuz etki risklerini artırmaktadır. Yabancı kimyasallar veya 

ksenobiyotikler yaĢam alanımızın her yerinde bulunaktadır. Örneğin günlük yaĢamda 

dioksin, nikotin, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve aflatoksinler gibi farklı 

ksenobiyotik çeĢitleri bulunur. 

 

Alternatif ekleme 

Cilt hücresi 
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ġekil 2.8 Radyasyon ve etkileri (Shim et al. 2014) 

 

 

Ksenobiyotiklere uzun süreli maruz kalma ve maruz kalma yolları nedeni ile hastalık 

geliĢiminin baĢlatılması insan sağlığını yavaĢta olsa olumsuz etkilemektedir. Nitekim 

epidemiyolojik olarak yapılan çalıĢmalarda cilt teması, yutma ve soluma yoluyla günlük 

PAH‟lara maruz kalmanın metabolik hastalıklar, kardiyovasküler hastalıklar ve kanseri 

tetikleyebileceği gösterilmiĢtir.  

 

Ġnsan vücuduna giren ksenobiyotikler dört aĢamadan geçer; bunlar absorbsiyon, 

dağılım, metabolizma ve eliminasyondır. Metabolizma evresi ksenobiyotiklerin 

detoksifikasyonunda ve biyoaktivasyonunda önemli bir rol oynamaktadır. 
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Ksenobiyotikleri ve ilaçları metabolize eden enzimler tarafından gerçekleĢtirilen 

metabolizma evresi Faz I (oksidasyon, indirgeme ve hidroliz reaksiyonları) ve Faz II 

(konjuge reaksiyonlar)  enzimleri ile yürütülür. Ancak bazı durumlarda Faz I enzimler 

tarafından metabolize edilen ksenobiyotiklerden DNA mutasyonunu ve karsinogenezi 

indükleyecek reaktif veya mutajenik metabolitler oluĢabilir. Örneğin aflatoksin B1 

mutajenik aflatoksin-8-9-epoksiye CYP3A4 ile metabolize olur (Wu et al. 2017). 

Çevresel kimyasallardan kansere neden olan en yaygın kimyasal tütün ürünleridir. Bu 

ürünler ağız boĢluğu, akciğer ve diğer dokular olmak üzere çeĢitli dokularda kanserlere 

neden olmaktadır (Yavuz 2013).  

 

2.5.2 Endojen Kaynaklı DNA Hasarı 

 

Endojen kaynaklı DNA hasarı etmenleri arasında deaminasyon, metilasyon, oksidatif 

stres gibi organizmada oluĢabilecek durumlar sayılabilir. 

 

Deaminasyon; nükleik asit ipliklerindeki bazların deaminasyonu endojen veya ekzojen 

ajanlara maruz kalındığında doğal hidroliz tarafından uyarılan spontan bir olaydır. 

Ġnsanlarda deaminasyon olayları, inflamasyon sırasında makrofajlar tarafından üretilen 

nitrik oksit ve süperoksitler tarafından uyarıldığı düĢünülmektedir. Orijinal bazlarla 

eĢlenebilen deaminasyon ürünleri replikasyon sırasında potansiyel olarak mutajenik 

olabilir. Örneğin sitozin deaminasyon ürünü olan deoksiüridin, urasilin deoksiriboz 

halkasına tutturulmuĢ bir nükleosiddir. Bu deaminasyon ürünü urasil-DNA glikosilazı 

ile baĢlatılan baz eksizyon onarımı (BER)‟na maruz bırakılır (Kuraoka 2015). 

 

Dört DNA bazından üçü sitozin, adenin ve guanin amino gruplarına sahiptir ve bunların 

deaminasyonuna sırasıyla karĢılık gelen baz analogları urasil, hipoksantin ve ksantindir. 

Tek sarmal DNA‟da adenin deaminasyonu fizyolojik koĢullar altında sitozin 

deaminasyonundan çok daha düĢük bir oranda gerçekleĢirken, çift sarmallı DNA 

(dsDNA)‟da adenin deaminasyon hızı sitozin deaminasyonu ile benzerdir (Kuraoka 

2015). 
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Metilasyon; DNA metilasyonu, 5-metil sitozin oluĢturmak için sitozin halkasının 5. 

karbonuna bir metil grubunun kovalent olarak bağlanmasını içerir (ġekil 2.9) 

(Ramakrishnan and Bose 2016). DNA metilasyonu genel olarak sitozin-fosfat-guanin 

(CpG) bölgelerinde meydana gelir ve protein fonksiyonu, gen ekspresyonunu ve RNA 

iĢlenmesini düzenler (Hua et al. 2017). Diyet, genetik varyasyon, yaĢlanma gibi 

çevresel ve genetik faktörler, metil CpG bağlayıcı protein 2‟yi ve DNA metil 

transferazları çeĢitli promotörlere yönlendirerek, promotör CpG metilasyonunu 

etkileyebilen oksidatif stresi tetikler (Sundar et al. 2017).  

 

 

ġekil 2.9 Sitozinin Metillenmesi (Zampieri et al. 2015) 

 

Bir CpG adası DNA‟daki CpG alanlarının uzantısı olup, bir genin promotör 

bölgesindeki CpG adası metillenince gen ifadesi kapanır. DNA metilasyonunun, 

DNA‟nın eğrilik, sertlik ve esneklik gibi bazı fiziksel özelliklerini etkilediği ve bunun 

da transkripsiyon inhibisyonuyla iliĢkili olabileceği saptanmıĢtır. Anormal DNA 

metilasyonu (hipo ve hiper metilasyon) birçok insan hastalığı ile iliĢkilendirilmiĢtir. 

Tümor baskılayıcı genler normal durumlarda genom içinde aktiftir ancak DNA 

hipermetilasyonu ile bu genler susturulur. Genomda kansere neden olabilecek genler 

promotör bölgelerindeki hipometilasyona bağlı olarak açılırlar (Ramakrishnan and Bose 

2016). 

 

Oksidatif Hasar; oksidatif stres, lipidler, DNA ve proteinler gibi makromoleküllerin 

oksidasyon ile yükseltgenmesidir (Vida et al. 2017). Oksidatif streste reaktif oksijen 
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türlerinin (ROS) üretimi ve bertarafı arasındaki dengesizlik Huntington hastalığı, 

Parkinson hastalığı, Alzheimer hastalığı ve  amyotrofik lateral skleroz gibi çeĢitli 

nörodejeneratif bozukluklarda önemli bir faktördür (Guadagno et al. 2017). ROS‟lar 

olarak bilinen serbest radikaller, en dıĢtaki yörüngesinde bir veya daha fazla 

eĢlenmemiĢ elektron içerir. ROS‟lara örnek olarak süperoksit anyon (O
¯

2), peroksil 

(ROO.), hidrojen peroksit (H2O2), peroksil radikali (ROO¯), ozon (O3) ve reaktif 

hidroksil (OH¯) verilebilir (Verma et al. 2014). 

 

 

ġekil 2.10 ROS‟ların oluĢumu (Tell et al. 2013) 

 

ROS‟lar; lipidler, proteinler, DNA ve diğer biyolojik makromoleküllerin yapısını 

zayıflatarak organizmaların yaĢamı ve sağlığı için tehdit oluĢturmaktadır. Oksidatif 

stresin neden olduğu en büyük tehdit DNA hasarının oluĢması ve en önemlisi de DNA 

çift iplik kırıklıklarıdır. DNA çift iplik kırıklıkları DNA‟nın her iki ipliğinde 

oluĢtuğundan özellikle hücre canlılığı etkilemektedir (Meter et al. 2016). Oksidatif stres 

sonucu oluĢan DNA hasar düzeyleri çeĢitli yöntemlerle belirlenebilir. Bu yöntemlerden 

en çok kullanılan Komet yöntemidir. 

 

 

Lipit peroksidasyonu 

DNA hasarı 
Apoptozis 

nekrozis 

Stres sinyallari 

Mitokondri 
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2.5.3 Komet Yöntemi  

 

Hücrelerde bulunan DNA; UV, radyasyon, reaktif oksijen (ROS) ve reaktif azot türleri 

(RNS) gibi birçok çevresel etmen ve kimyasalların saldırısına uğrar. Büyük hastalıkların 

etiyolojisiyle DNA hasarının iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. Özellikle nörodejeneratif 

hastalıklar, yaĢlanma ve kardiyovasküler hastalıklarla oksidatif DNA hasarı 

iliĢkilendirilmiĢtir. Karsinogenezin çeĢitli evrelerinde DNA hasarı patolojik açıdan 

incelenmiĢtir. Oksidatif DNA hasarı, sigaranın, kanserojenlerin, besinlerle alınan 

antioksidanların veya UV ıĢınlarının insan sağlığına etkisinin izlenmesinde önemli bir 

kriter olarak düĢünülür. Oksidatif DNA hasarının ölçülmesi için çeĢitli yöntemler 

önerilmiĢ olsada Komet tahlili spesifik olarak bütün DNA hasarlarını ölçmek için 

kullanılır (Gyori et al. 2014).  

 

Komet yöntemi in vitro ve in vivo olarak DNA hasarının değerlendirilmesinde yaygın 

olarak kullanılan bir yöntemdir (Dalrymple et al. 2015). Hızlı, güvenilir ve basit bir 

biyokimyasal teknik olması komet yönteminin son yıllarda  geliĢtirilmesini sağlamıĢtır 

(Darrag and Fayyad 2014). Tek hücreli jel elektroforezi (SCGE) olarak da 

bilinmektedir. Komet yönteminin temel ilkesi basittir. Agaroz jel içine gömülmüĢ 

hücrelerin parçalanmasından sonra elektroforez iĢlemi ile yürütülmesine dayanır. 

Elektroforez iĢlemi anında hasar görmemiĢ DNA‟lar oldukları yerde kalırken, kırıklar 

ortaya çıkar. KırılmıĢ DNA parçaları kuyruklu yıldız Ģeklinde bir yapı oluĢturarak 

anado doğru uzanır. Daha sonra bu kuyruklu yıldız Ģeklindeki DNA, DNA bağlayıcı bir 

boya (örneğin etidyum bromur) kullanılarak görünür hale gelitirilir. DNA‟da oluĢmuĢ 

hasarın derecelerini değerlendirmek için kuyruklu yıldızın Ģekli, boyutu ve içindeki 

DNA miktarı ölçülür. Komet yönteminin analiz protokolü çeĢitleri DNA çapraz bağları, 

tek iplik kırıkları ve çift iplik kırıklarının ölçülmesidir.  

 

Komet yönteminin özellikleri numune baĢına az bir miktar hücreye ihtiyacının olması 

ve bireysel olarak veri sağlamasıdır. Komet yöntemi biyolojik gözlem, radyasyon 

biyolojisi, çevresel toksikoloji, beslenme çalıĢmaları ve kanser çalıĢmaları da dahil 

olmak üzere DNA hasarının incelenmesinde kullanılır. Komet yönteminde kuyruklu 
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yıldızların skorlanması görsel olarak veya görüntü analiz yazılımları ile 

değerlendirilebilir (Gyori et al. 2014). 

 

 

ġekil 2.11 Komet Yönteminin AĢamaları (Gyori et al. 2014). 

 

2.6 Sideritis  

 

Sideritis cinsi, Lamiaceae familyasından olup dünya üzerinde 150‟den fazla türle temsil 

edilmektedir (Çelik et al. 2016). Sideritis türleri Ġber Yarımadası, Akdeniz ülkeleri, Orta 

Doğu ve Kuzey Afrika coğrafyasında bulunur (Brankovic et al. 2011). 20-75 cm 

boylarında orta ve subtropik bölgelerde yayılıĢ alanına sahip bir çalıdır (Korkmaz 

2015). Sideritis türleri aromatik ve tıbbi özellikte olup çok yıllık veya tek yıllık 

türlerdir.  

 

2.6.1 Sideritis Türlerinin Türkiye Coğrafyasında Dağılımı 

 

Ülkemizde 46 tür ile temsil edilmekte olan Sideritis cinsi, % 77.5 emdemizm oranına 

sahiptir. Güney ve Batı Anadolu bölgelerimizde genel olarak yayılıĢ göstermektedir 

Açık Komet  

Oksidatif stres  DNA hasarı Komet 

tahlili 

Sonuç  
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(Korkmaz 2015). Anadolu coğrafyasında aromalarından dolayı „‟dağ çayı‟‟ veya „‟yayla 

çayı‟‟ olarak isimlendirilmiĢ ve çay olarak tüketilmiĢtir. 

 

Sideritis türleri birçok etkisi bulunmakla birlikte anti-oksidan, analjezik, anti-

proliferatif, anti-inflamatuar, anti-ülserojenik anti-viral ve anti-apoptotik gibi birçok 

biyolojik etkiyede sahiptir (Çelik et al. 2016, Gonzalez-Burgos et al. 2016). Halk 

arasında tıbbi amaçlı olarak Sideritis türleri ateĢ düĢürücü, sinir uyarıcı, sindirim 

düzenleyici, idrar söktürücü, kanamayı durdurucu, yaralanmalarda kan durdurucu ve 

enfeksiyon hastalıklarında kullanılmıĢtır (Çarıkçı 2010). 

 

Sideritis akmanii türü Afyonkarahisar ili Kumalar yaylası ile ġuhut-Sadıklı ilçelerinde 

bulunmaktadır. Tür ülke endemiklerimizdendir (Resim ) (Duman et al. 1995). 

 

 

Resim 2.1  Sideritis akmanii  

 

Sideritis türlerinin kimyasal bileĢenlerinde birçok kimyasal tanımlanmıĢ olup; uçucu 

yağlar, lignanlar, terpenler, kumarinler, flavonoidler, steroller ve iridoidler bunlardan 

bazılarıdır (Ballı 2012). Foliol, linearol ve sidol Sideritis türlerinde en yaygın bulunan 

diterpenlerdir (Gonzalez-Burgos et al. 2016).  
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2.6.2 Sideritis Türlerinin Fitokimyasal BileĢenleri  

 

2.6.2.1 Terpenler 

 

Bitki ve hayvanların sentezlediği sekonder metabolitlerden olan terpenler, çok 

çeĢitliliğe sahip organik moleküllerdir. Kozalaklı çam reçinesinde elde edilen 

turpentinden gelen terpen isminde –en eki olefinik bağa sahip olduğunu göstermektedir 

(Çarıkçı 2010). 

 

Çam ağaçları, okaliptüs, limon otu, zambak, kiĢniĢ, kimyon, lavanta, turunçgil, nane, 

menekĢe, biberiye, gül, kekik gibi bitkiler ve bu bitkilerin yaprak, kök, gövde, meyve, 

yumru, çiçek ve tohumları, baharatlı tatları ve kokuları ile bililinirler. Bitkilerin bilinen 

bu özellikleri barındırdıklar terpenlerden gelmektedir. Terpenler destilasyon veya 

ekstraksiyon yolu ile bitkilerin tamamından veya bir kısmından elde edilir. Bu ekstratlar 

aynı zamanda uçuçu yağlar olarak bilinirler ve birçok alanda kullanımları vardır 

(BozdaĢ 2012).  

 

Terpenlerin sınıflandırılmasıda 2-metil-1,3-bütadien (izopren) alt birimlerinin sayısına 

göre terpenler; hemiterpenler, monoterpenler, seksiterpenler, diterpenler, sesterpenler, 

triterpenler, tetraterpenler ve politerpenler olarak yapılmıĢtır (Özyağcı 2015). Foliol, 

linearol ve sidol, Sideritis türlerinde en yaygın bulunan diterpenlerdir (Gonzalez-Burgos 

et al. 2016). Örneğin Sideritis akmanii‟den linearol (ent-3β,7α-dihydroxy-

18acetoxykaur-15-ene), isolinearol (ent-3β,7α-dihydroxy-18acetoxykaur-15-ene), foliol 

(ent-3β,7α,18-trihydroxykaur-16-ene), isofoliol, sideridiol (ent-7α,18-dihidroxykaur-

15-ene) ve sideroxol (ent-7α,18-dihydroxy-15β,16β-epoxykaurane) gidi diterpenler 

izole edilmiĢtir (Çarıkçı 2010). 

 

2.6.2.2 Flavonoidler 

 

Flavonoidler bitkiler aleminde yaygın olarak bulunan çok çeĢitli polifenolik bir gruptur. 

Özellikle yaprakların renklenmesinden sorumlu olsalar da bitkilerde hemen hemen her 

yerde bulunurlar. Ġnsanların tükettiği meyvelerin, sebzelerin ve çayların renklenmesine 
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ve tatlanmasına katkı sağlarlar (Dhiman et al. 2016). Bitkilerden türetilen sekonder 

metabolitler olup günümüze kadar 7000‟den fazla flavonoid saptanmıĢtır (Akimoto et 

al. 2017). Kimyasal yapılarına göre flavonollar, flavanonlar, flavonlar, flavonollar, 

izoflavonoidler ve antosiyanidinler olmak üzere 6 gruba ayrılmıĢlardır (Hoensch and 

Oertel 2015). Flavonoidlerin anti-kanser, anti-oksidatif, anti-diyabetik, anti-obezite ve 

anti-inflamatuar etkileri olup insülin direncini de arttırdıkları belirlenmiĢtir (Nishina et 

al. 2017).  

 

2.6.2.3 Lignanlar  

 

Lignanlar, iki fenilpropanoid birimin oksidatif dimerizasyonu ile üretilen bir sekonder 

bitki metaboliti sınıfıdır (Rezende et al. 2011). Lignanların biyolojik özellikleri 

kimyasal yapısında bulunan çeĢitli stereogenik merkezlerin stereokimyasıyla yakından 

iliĢkilidir. Bu bağlamda literatürde antitümör, antiviral, antidepresan, anti-inflamatuar, 

kardiyovasküler, antiviral, trypanosidal ve analjezik gibi birçok biyolojik aktiviteleri 

bildirilmiĢtir (Rezende et al. 2011, 2016). 
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3. MATERYAL ve METOT 

 

3.1 ÇalıĢmalarda Kullanılan Cihazlar ve Kimyasallar 
 

 

3.1.1 Cihazlar  

 

- RT-PCR (Strategene Mx3005P QPCR sistemi, ABD) 

- ELISA (Absorbance Reader ELx800 ) 

- Hassas Terazi (Sartorius, Germany) 

- Vortex (IKA, USA) 

- Vakum Pompası (KNF Neuberger, Germany) 

- Pikofüj (Roth, Taiwan) 

- Floresan Mikroskop (Olympus, Japan) 

- Mikroskop (Olympus, Japan) 

- Santrifüj (Hettich, Germany) 

- Saf Su Cihazı (GFL 2102, Germany) 

- Laminer Kabin (JSR, Korea) 

- Benmari ( GFL, Germany) 

- CO2 Ġnkübatörü (Panasonic, Japan) 

- Canlı Hücre Görüntüleme Mikroskobu (JULI Br, Korea) 

- Elektoforez (Thermo Scientific EC 1000-90, USA) 

- Otoklav (Jeıo tech, Korea) 

- pH metre (Hanna instruments, Romania) 

- Buzdolabı (Arçelik, Türkiye) 

- Soxhlet (FALC Insruments, Italy) 

 

3.1.2 Kimyasallar 

 

- DMEM (Sigma, USA) 

- FBS (Sigma, USA) 

- Penisilin-streptomisin (Sigma, Israel) 

- NEFA (Sigma, USA) 

- Tripsin-EDTA solüsyonu (Sigma, USA) 
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- Tripan BLUE solüsyonu (Sigma, USA) 

- DMSO (Sigma, China) 

- PBS (Sigma, Germany) 

- Etil alkol (Sigma-Aldrıch, Germany) 

- MTT (Sigma, USA) 

- Beta Mercaptoetanol (Sigma, Germany) 

- LMA (Sigma, USA) 

- NMA (Sigma, USA) 

- NaCl (Sigma-Aldrıch, Germany) 

- Etidyum bromür (Vivantis, USA) 

- Aseton (Carlo Erba Reagenti, Italy) 

- NaOH (AppliChem, Germany) 

- EDTA (Sigma, USA) 

- Trisma Base (Sigma, USA) 

- Triton X-100 (Sigma, USA) 

- Thapsigargin (Sigma, USA) 

 

3.2 Sideritis akmanii ekstraksiyonu  

 

Bitkiler Afyonkarahisar ilinin ġuhut ilçesi kırsalında bulunan Kumalar Yaylasından, 

çiçeklenmenin en yüksek düzeyde olduğu 16 Temmuz 2015‟de toplandı. Toplanan 

bitkilerin Doç. Dr. Mustafa KARGIOĞLU tarafndan tür tayinleri yapıldı. Tür tayinleri 

yapılan bitkiler laboratuvara getirilerek karanlık ve serin bir ortamda kurumaları 

sağlandı. Kuruyan birkiler blender yardımıyla toz haline getirildi. Bitki tozlarından 20 g 

tartılarak 250 mL aseton ile soxhlet cihazında 24 saat süreyle ekstraksiyon yapıldı. 

Ekstraksiyon iĢleminden sonra aseton uzaklaĢtırılarak ekrakt kazınarak toplandı ve +4⁰ 

C‟de kullanılıncaya kadar muhafaza edildi.  

 

3.3 Hücre Kültürü  

 

Çağımızda moleküler biyoloji, biyokimyasal ve sitogenetik çalıĢmalar için araĢtırma 

veya tanı amacıyla hücre kültürleri yaygın olarak kullanılmaktadır. Hücre kültüründe 
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amaç hücreleri yaĢatmak, çoğaltmak ve ilerleyen zamanlarda kullanılmak üzere 

dondurup saklamaktır. Günümüzde hücre kültürlerinde araĢtırma amacı ile yapılan 

çalıĢmalar daha çok yer bulmaktadır (Yükselten 2012).   

 

Hücre kültürü teknolojisi; viral enfeksiyonlar, kronik hastalıklar için önlem almak, 

kanser ve çeĢitli hastalıkların tedavi amacıyla kullanılmaktadır. AĢı imalatı ve virüs 

üretimi içinde hücre kültürleri genellikle tercih edilmektedir. Ekonomik, etkili ve 

güvenilir bir yöntemdir. Kontrollü olarak hücrelerin incelenmesini sağlar (Yılmaz 

2014). 

 

ÇalıĢmalarda kullanılan MCF-7 hücre hattı EskiĢehir Anadolu Üniversitesi Biyoloji 

Bölümünden temin edildi.  

 

3.3.1 Hücre Kültürü Mediyumunun Hazırlanması 

 

Çizelge 3.1. Mediyumun Hazırlanması 

 

Kimyasal  Miktarı 

FBS  % 10 

Penisilin-streptomisin % 1 

NEFA  % 1 

DMEM % 88 

 

Kimyasallar 0,20 µm çapındaki filtreden (Millipore) vakum yardımı ile geçirilerek 

hazırlanmıĢtır. Hazırlanan mediyum kullanılıncaya kadar +4 ⁰C‟de muhafaza edilmiĢtir. 

 

3.3.2 MCF-7 Hücrelerinin Kültüre Aktarılması  

 

- DonmuĢ halde kryo tüp içierinde bulunan hücreler 37⁰ C‟deki sıcak su 

banyosunda 1-2 dk süre ile çözdürülmüĢtür.  

- Çözünen hücreler, içerisinde 3 mL mediyum bulunan 15 mL‟lik falkona 

alınmıĢtır. Ardından 800 rpm‟de 5 dk santrifüj edilmiĢtir.  

- Santrifüj iĢleminden sonra süpernatant atılıp, hücrelerin üzerine 1 mL mediyum 
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eklenmiĢ ve hafifçe pipetaj yapılmıĢtır. Ġçerisine  % 20 FBS içeren DMEM 

konulmuĢ (5 mL), 25 cm
2
‟lik iki flaska aktarılmıĢtır.  

- Hücreler üremesi için 37⁰ C ve % 5 CO2 içeren inkübatöre kaldırılmıĢtır. 

 

3.3.3 MCF-7 Hücrelerinin Pasajlanması  

 

- Flasklar içinde hücrelerin konfluent oranı % 80-90 olduğunda pasajlama 

iĢlemine geçilmiĢtir.  

- Hücrelerin üzerindeki mediyum steril pipet yardımıyla alınıp atılmıĢtır.  

- Hücrelerin üzerine 37⁰ C olan 3 mL tripsin-EDTA eklenmiĢ ve flask yüzeyinin 

her tarafına yayılması sağlanmıĢtır.  

- Ardından flasklar 37⁰ C ve % 5 CO2 içeren inkübatöre kaldırılıp 4-6 dk ünkübe 

edilmiĢtir.  

- Hücrelerin flask yüzeyinden ayrıldıkları gözlendiğinde flasktan alınarak 

içerisinde 3 mL mediyum olan falkonlara aktarılmıĢtır.  

- Falkonlar 800 rpm‟de 5 dk santrifüj edilmiĢtir.  

- Santrifüj iĢleminin ardından hücreler tekrar 3 mL mediyum ile yıkanmıĢtır. 

- Süpernatant atılıp pellet üzerine 2 mL mediyum eklenmiĢ ve hafifçe pipetaj 

yapılmıĢtır. 

- Ardından içerisinde 15 mL mediyum bulunan 75 cm
2
‟lik flasklara 0,5 mL olacak 

Ģekilde paylaĢtırılmıĢtır.  

- Flasklar 37⁰ C ve % 5 CO2 içeren inkübatöre kaldırılmıĢtır. 

 

3.3.4 MCF-7 Hücrelerinin Sıvı Azotta Saklanması  

 

- Flask yüzeyinde hücre yoğunluğu % 80-90 olduğunda mediyum atıldı. 

-  Hücrelerin üzerine 4 mL tripsin-EDTA eklenerek flask yüzeyinin her tarafına 

yayılması sağlandı.  

- Flasklar 37⁰ C ve % 5 CO2 içeren inkübatörde 4-6 dk ünkübasyona bırakıldı.  

- Hücreler flask yüzeyinden kalkınca içerisinde 4 mL mediyum bulunan 

falkonlara alındı.  

- Falkonlar 800 rpm‟de 5 dk santrifüj edildi.  
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- Süpernatant atılarak pellet üzerine 4 mL mediyum eklendi ve pellet mediyum 

yardımıyla çözdürüldü.  

- 800 rpm‟de 5 dk santrifüj edildi.  

- Süpernatant atılarak pellet üzerine soğuk % 5 DMSO içeren FBS eklendi.  

- Hücreler buz içerisinde bulunan kryo tüpe alındı.  

- Sıvı azotta dondurularak ilerleyen zamandaki çalıĢmalar için saklandı. 

 

3.3.5 Tripan Blue Yöntemi ile Hücre Sayımı  

 

- Flask yüzeyinde hücre yoğunluğu % 80-90 olduğunda mediyum atıldı. 

-  Hücrelerin üzerine 4 mL tripsin-EDTA eklenerek flask yüzeyinin her tarafına 

yayılması sağlandı.  

- Flasklar 37⁰ C ve % 5 CO2 içeren inkübatörde 4-6 dk ünkübasyona bırakıldı.  

- Hücreler flask yüzeyinden kalkınca içerisinde 4 mL mediyum bulunan 

falkonlara alındı.  

- Falkon 800 rpm‟de 5 dk santrifüj edildi. 

- Süpernatant atılıp hücrelerin üzerine 2 mL mediyum eklendi ve hafifçe pipetaj 

yapıldı. 

- Hücre süspansiyonundan 50 µL alınarak, 50 µL tripan blue ile karıĢtırıldı. 

- KarıĢım 5 dk inkübasyona bırakıldı. 

- KarıĢımdan thoma lamına 10 µL aktarılarak sayım yapıldı. 

- Canlı hücreler parlak görünürken ölü hücreler maviye boyandı. 

- Süspansiyonun mililitresindeki hücre sayısını hesaplamak için aĢağıdaki formül 

kullanıldı: 

Toplam canlı hücre sayısı/mL = Sayım sonucu x 10
4 
x 2 

 

3.4 MTT Yöntemi  

 

Hücre proliferasyon testlerinde metabolik aktivitenin ölçümü ve sitotoksisitenin 

değerlendirilmesinde metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) tuzları yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Bu yöntemin ilkesi MTT boyasının tetrazolium halkasının 

parçalanabilmesine dayanmaktadır. MTT absorbe olduğu canlı hücrelerde 
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mitokondriyal süksinat dehidrogenaz enziminin katalizlediği reaksiyonla mor-mavi 

renkli ve suda çözünmeyen formazana indirgenir. Yalnız mitokondrinin aktif olduğu 

hücrelerde formazan kristalleri görülmektedir. Formazan kristallerinin varlığı canlılığın 

olduğunu göstermektedir ve yaĢayan hücreler ile spektrofotometrik olarak 

iliĢkilendirilmektedir (Yıldırım Biçer 2011, Beytur et al. 2011, Terzioğlu et al. 2013). 

 

3.4.1 MTT’nin Hazırlanması 

  

ÇalıĢmada kullanılan MTT solüsyonu 5 µg/mL konsantrasyonunda hazırlandı. MTT‟nin 

çözdürülmesinde pH 7,4 olan PBS kullanıldı. Hazırlanan MTT çözeltisi 0,22 µm 

filtreden geçirilerek steril hale getirildi. MTT solüsyonu her kullanımda taze hazırlandı.  

 

3.4.2 MTT Yöntemi ile Sideritis akmanii’nin LD50 Dozunun Belirlenmesi 

 

- Önce well planı yapıldı. 

- Sonra wellere uygun hacimlerde (2 mL) mediyum konuldu. 

- Hücre sayısı hesaplanmıĢ süspansiyondan 24‟lük plağın her bir oluğuna 1x10
5
 

hücre olacak Ģekilde ekim yapıldı.  

- Ekimin ardından plak 37⁰ C ve % 5 CO2 içeren inkübatörde inkübe edildi.  

- Hücrelerin plak yüzeyinde yoğunluğu % 50-60 olduğunda Sideritis akmanii 

ekstresi 1000, 750, 500, 250, 100, 50 ve 10 µg/mL olacak Ģekilde uygulandı.  

- Kontrol olarak % 1 DMSO kullanıldı.  

- Plak inkübatöre kaldırılıp 37⁰ C ve % 5 CO2 ortamında 24 inkübasyona 

bırakıldı.  

- Ġnkübasyondan sonra MTT solüsyunu % 10 olacak Ģekilde 200 µL eklendi ve 3 

saat tekrar inkübe edildi.  

- Plak kuyucuklarındaki mediyum pipet yardımıyla çekilip uzaklaĢtırıldı. 

- Plaktaki kuyucuklara formazan kristallerini çözen DMSO 600 µL olacak Ģekilde 

eklendi.  

- Plak 10 dk inkübasyona tabi tutuldu. 

- Çözünen formazanlar mikroplak okuyucu spektrofotometre (µ- Quant, BioTek 

Instruments, USA) ile 540 nm absorbans değerinde 3 tekrarlı olarak ölçümleri 

yapıldı. 
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3.5 Thapsigargin ile ER Stresinin OluĢturulması 

 

3.5.1 Thapsigargin Hazırlanması 

 

- 1 mg thapsigargin 153,66 µL steril DMSO ile çözdürülerek stok hazırlanmıĢtır.  

- Stoktan seri dilisyonlarla 10¯8
 M thapsigargin elde edilmiĢtir.  

- Kullanılıncaya kadar – 80
0 

C‟de bekletilmiĢtir. 

 

3.5.2 ER Stresinin OluĢturulması  

 

- Kullanılacak dozlar ve kontrol için 25 cm
2
‟lik flasklara 5 mL mediyum ve 2x10

5
 

hücre eklendi.  

- Konfluent oranı % 50-70 olduğunda her bir flaska 50 µL 10
¯8

 M thapsigargin 

uygulandı.  

- 18 saat 37⁰ C‟de ve % 5 CO2‟li inkübatöre kaldırıldı.  

- 18 saatin sonunda mediyum uzaklaĢtırılıp doz uygulamasına geçildi. 

 

3.5.3 Sideritis akmanii Ekstresinin Uygulanması 

 

- ER stresi oluĢturulmuĢ ve oluĢturulmamıĢ flasklara SAE 10, 50 ve 100 µg/mL 

dozları uygulandı.  

- 24 saat 37⁰ C‟de ve % 5 CO2 içeren inkübatöre kaldırıldı.  

- 24 saatin sonunda RNA izolasyonuna geçildi. 

 

3.6 RNA Ġzolasyonu  

 

Toplam RNA, RNAeasy kiti  ile ekstrakte edildi. 

 

- Hücrelerin üzerinde bulunan mediyum pipet yardımıyla uzaklaĢtırıldı.  

- Hücreler 2-3 ml PBS ile yıkandı.  

- Hücrlerin üzerine 400 µL RL buffer (Beta mercaptoetanol ile hazırlandı) 

eklendi.  
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- Hücreler kazıyıcı ile kazınarak homogenization spin-column tüpüne alındı.  

- Sonra 15000 rpm‟de 2 dk santrifül edildi ve tüpün üst kısmı atıldı.  

- Tüpün alt kısmına 300 µL % 70‟lik etanol eklendi ve pipetaj yapıldı.  

- Homogenization spin-column tüpündekiler RNA binding-column tüpüne 

aktarıldı.  

- Sonra 12000 rpm‟de 1 dk santrifüj yapıldı.  

- Üzerine 400 µL wash DN1 eklendi ve 12000 rpm‟de 1dk santrifüj edildi. 

-  650 µL wash RBW eklendi ve 12000 rpm‟de 1dk santrifüj edildi. 

- Tekrar 350 µL RBW eklenip 12000 rpm‟de 2 dk santrifüj edildi. 

- RNA binding-column tüpünün filtre olan kısmı steril ependorfa aktarıldı. 

- Üzerine 50 µL RNase-free water eklendi.  

- 12000 rpm‟de 1 dk santrifüj edildi ve ependorf - 20⁰ C‟ye kaldırıldı. 

- RNA'nın saflığı ve konsantrasyonu A260/A280 absorbans oranları temelinde 

nanodrop UV-spektrofotometre ile ng/µl olarak teyit edildi. 

 

3.7 cDNA Sentezi 

 

cDNA üreticinin protokolüne göre cDNA Sentez kiti (Thermo Scientific) ile 

üretilmiĢtir.  

 

- Ġzole edilen RNA‟lardan 1,25 µg RNA alındı ve DEPC (dietilpirokarbonat)‟li su 

ile 10 µL‟ye tamamlandı.  

- Üzerine  1 µL oligo(dT)18 primer eklendi ve pikofüj yapıldı.  

- Ardından 65⁰ C‟de 5 dk inkübe edildi.  

- Ġnkübasyon iĢleminden sonra 4 µL reaksiyon buffer, 1 µL Ribolock RNase 

inhibitörü, 2 µL dNTP ve 1 µL revers transkriptaz enzimi eklenerek pikofüj 

yapıldı. 

-  42⁰ C‟de 60 dk ve 70⁰ C‟de 5 dk inkübe edilip – 20 ⁰ C‟de soğutuldu.  

 

3.8 Real Time PCR Analizleri 

 

- Üretici firmanın belirtmiĢ olduğu doğrultuda Forward ve Reverse primerler 
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distile su ile sulandırılarak stok primerler hazırlandı. 

-  Hazırlanan stok primerler – 20⁰ C‟de saklandı.  

- Her bir örnek için 7 µL distile su, 1 µL forward primer, 1 µL reverse primer ve 

10 µL SYBR green mikrosatrifüj tüpüne  konuldu.  

- Mirosantrifüj tüpü hazırlanan karıĢımın homajen olması için vortekslendi.  

- Ardından pikofül ile santrifüjlendi.  

- PCR karıĢımı her bir örnek için lightcycler kapiller tüplere 19 µL olacak Ģekilde 

aktarıldı.  

- Üzerine 1 µL cDNA‟lar eklenerek pikofüjde kısa süreli santrifüjlendi. 

 

Çizelge 3.2.  Real time PCR analizinde kullanılan genler ve primerler. 

Genler Primerler 

B-actin 

 

IFN-γ 

 

TNF-α 

 

IL 12 

 

IL-6 

 

IL-8 

 

Grp78 

 

PERK 

 

ATF4 

 

ATF6 

 

F: 5‟-CACCCCAGCCATGTACGTTGC-3‟ 

R: 5‟-CCGGAGTCCATCACGATGCCA-3‟
 

F: 5‟-GCAATCTGAGCCAGTGC-3‟ 

R: 5‟-TTTGGAAGCACCAGGCA-3‟ 

F: 5‟-GAGTGACAAGCCTGTAGCCCA-3‟ 

R: 5‟-GCTGGTTATCTCTCAGCTCCACG-3‟ 

F: 5‟-GACCCAGGAATGTTCCCATGC-3‟ 

R: 5‟-TTTCTGGAGGCCAGGCAACTC-3‟ 

F: 5‟-GGTACATCCTCGACGGCATCT-3‟ 

R: 5‟-GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC-3‟ 

F: 5‟-GACAAGAGCCAGGAAGAAAC-3‟ 

R: 5‟-CTACAACAGACCCACACAATAC-3‟ 

F: 5‟-GCCTGTATTTCTAGACCTGCC-3‟ 

R: 5‟-TTCATCTTGCCAGCCAGTTG-3‟ 

F: 5‟-CCCCAACAAGGCCAGCCTGG-3‟ 

R: 5‟-GGACAGCCAGCCGTGTTCCC-3‟ 

F: 5‟-TCAAACCTCATGGGTTCTCC-3‟ 

R: 5‟-GTGTCATCCAACGTGGTCAG-3‟ 

F: 5‟-CTCCGAGATCAGCAGAGGAA-3‟ 

R: 5‟-AATGACTCAGGGATGGTGCT -3‟ 

 

 

 

  

PCR uygulamaları thermo-cycler cihazında β-actin geni için 95⁰ C‟de 10 dk, 94⁰ C‟de 1 

dk, 61⁰ C‟de 1 dk ve 72⁰ C‟de 1 dk olacak Ģekilde çalıĢıldı. ATF6,  PERK, ATF4 ve 

IL6 için 95⁰ C‟de 10 dk, 94⁰ C‟de 1 dk, 60⁰ C‟de 1 dk ve 72⁰ C‟de 1 dk olacak Ģekilde 

çalıĢıldı. Grp78 için 95⁰ C‟de 10 dk, 95⁰ C‟de 30 sn, 58⁰ C‟de 1 dk ve 72⁰ C‟de 30 sn 

olacak Ģelilde çalıĢıldı. TNFα ve IL12 için 95⁰ C‟de 10 dk, 95⁰ C‟de 30 sn, 54⁰ C‟de 1 
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dk ve 72⁰ C‟de 30 sn olacak Ģekilde çalıĢıldı. IFN-γ ve IL8 için 95⁰ C‟de 10 dk,  95⁰ 

C‟de 30 sn, 56⁰ C‟de 1 dk ve 72⁰ C‟de 30 sn olacak Ģekilde 40 döngü olarak çalıĢıldı. 

Gen ekspresyon değerleri 2
¯∆∆Ct

 formülüne göre hesaplandı. Hesaplamada kullanılan 

∆∆Ct değerleri ise; 

 

Ct = (Cthedef gen – Ct β-actin)deneysel grup – (Cthedef gen – Ct β-actin)kontrol grubu 

 

formülü kullanılarak hesaplandı (Pfaffl 2001). 

 

3.9 Komet Yöntemi  

 

Çizelge 3.3. Lizis çözeltisinin hazırlanması  

Kimyasal  Miktarı 

NaCl 29,4 g 

EDTA 7,44 g 

Trisma baz 

Triton X-100 

0,24 g 

2 mL 

DMSO 20 mL 

  

Hazırlanan kimyasallar dH2O ile 200 mL‟ye tamamlanarak pH 10 olacak Ģekilde 

ayarlandı. 

 
Çizelge 3.4. Elektroforej çözeltisinin hazırlanması  

Kimyasal  Miktarı 

NaOH 6 g 

EDTA  0,18 g 

     

Hazırlanan kimyasallar dH2O ile 500 mL‟ye tamamlanarak pH>13 olacak Ģekilde 

ayarlandı. 

Çizelge 3.5. Nötralizasyon çözeltisinin hazırlanması  

Kimyasal  Miktarı 

Trisma baz 14,55 g 

     



38 

Hazırlanan kimyasal dH2O ile 300 mL‟ye tamamlanarak pH 7,5 olacak Ģekilde 

ayarlandı. 

 

% 1 NMA hazırlanması için 0,03 g NMA 3 mL PBS ile bek alevinde prepara edilerek 

hazırlandı. 

 

% 0,8 LMA hazırlanması için 0,016 g LMA 2 mL PBS ile bek alevinde prepara edilerek 

hazırlandı.  

 

Stok etidyum bromür hazırlanması için 5 mg etidyum brömür 25 mL dH2O‟da 

çözdürüldü. ÇalıĢmada 10 kat dilüe edilerek kullanıldı. 

  

- Uygulanan konsantrasyonlardaki hücreler flask yüzeyinden alınarak 800 rpm‟de 

5 dk santrifüj edildi.  

- Süpernatant uzaklaĢtırılarak hücreler süspanse edildi.  

- Hücre süspansiyonundan 40 µL alınarak ependorf içerisinde 100 µL LMA ile 

karıĢtırıldı.  

- Ependorf içindeki hücre-LMA karımınının hepsi alınarak bir gün önceden 

hazırlanmıĢ NMA‟lı lamlara prepara edildi. 

- Preparatlar donmaları için buz kesetlerinin üzerine yerleĢtirildi. 

- Donan preparatlar üzerindeki lameller yavaĢça alınarak 60 dk lisiz iĢlemine tabi 

tutuldu. 

- Lizis iĢleminden sonra 20 dk alıĢma 20 dk yürütme olmak üzere 25 V 300 

mA‟de elektroforez iĢlemine tabi tutuldu. 

-  Elektoroforezden alınan preparatlar nötralizasyon tamponuyla yıkandı. 

- Yıkama iĢleminin ardından her bir preparat 70 µL etidyum bromür ile boyanarak 

lamelle kapatıldı.  

- Elde edilen preparatlardan her bir preparat için floresans mikroskopta 100 hücre 

olacak Ģekilde sayımlar yapıldı. 

 

 

3.10 Ġstatistiksel Analiz  

 

MTT çalıĢması ile elde edilen spektrofotomekrik ölçümler % olarak ifade edilmiĢtir. 
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LD50 dozunun belirlenmesinde probit analizi kullanılmıĢtır. Komet analizinden elde 

edilen verilerin değerlendirilmesinde, grup ortalamalarının karĢılaĢtırılması Duncan testi 

ile yapılmıĢtır (p <0.05). Gen ekspresyon analizi, referans geni β-aktin kullanılarak 

standartlaĢtırılmıĢtır (Pfaffl 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 

4. BULGULAR 

 

4.1 MTT Yöntemi ile Sideritis akmanii Ektresinin MCF-7 Hücre Hattı Üzerine 

Olası Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi  

 

MCF-7 hücre hattı üzerine SAE‟nin en etkin dozununun belirlenmesi amacıyla MTT 

yöntemi kullanılarak hücre yoğunluğu belirlendi. MCF-7 hücre hattı 24‟lük plak 

içerisine 1 x 10
5
 hücre ekilerek hücrelerin metabolik fonksiyonlarını düzenlemeleri için 

24 saat beklendi. Konfluent oranı % 60-70 olduğunda kültür ortamındaki mediyum 

alınıp kültür mediyumu ile dilüe edilmiĢ S. akmanii ektresi 1000, 750, 500, 250, 100, 

50, 25 µg/mL ve kontrol olarak % 1 DMSO ilave edildi. Plak 24 saat inkübasyona 

bırakıldı. 24 saatin sonunda, MTT yöntemi ile S. akmanii ektresinin MCF-7 hücreleri 

üzerindeki olası etkisi mikroplak okuyucu ile 540 nm‟de okutularak (Resim4.1) 

sonuçlar yüzde olarak ifade edildi. Kontrol yüzde yüz canlı olarak kabul edilerek 

SAE‟nin % canlılık sonuçları hesaplandı (Çizelge 4.1). % canlılık verilerine göre probit 

analizi ile latel dozu (LD50) 38,851 µg/mL olarak  belirlendi (Çizelge 4.2). 

 

% Canlılık = Absorbans numune x 100 / Absorbans kontrol 

 

Çizelge 4.1. MTT yöntemi ile Sideritis akmanii ekstresinin % canlılığının belirlenmesi 

Ekstre µg/mL 

 

Absorbans değerleri                       % canlılık 

540 nm’de                                     (Ort.±St. Sapma) 

                                                   1000 0,172                                                 29,86±3,44 

 

 

 

 

 

 

 

 

750  

500 

250 

100 

50 

25 

kontrol 

 

0,186                                                 32,29±3,24 

0,172                                                 29,86±5,66 

0,143                                                 24,82±1,65 

0,119                                                 20,65±0,89 

0,255                                                 44,27±0,69 

0,467                                                 81,07±7,48 

0,576                                                 100,00±8,41 

    % canlılık verileri Ort. ±St. Sapma olarak verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.2. Probit analizi ile Sideritis akmanii aseton ekstresinin latel dozu (LD50) 

belirlenmesi 

Latel doz (LD50)  

 

Ekstre µg/mL 

  

                                                   

  LC/EC  1.00            

LC/EC  5.00          

LC/EC 10.00         

LC/EC 15.00          

LC/EC 50.00          

LC/EC 85.00       

LC/EC 90.00        

LC/EC 95.00      

LC/EC 99.00      

 

 

0,002 

0,036 

0,169 

0,479 

38,851 

3152,927 

8921,425 

41660,391 

749951,875 

  

 

 

Resim 4.1 MCF-7 hücre hattı üzerine Sideritis akmanii eksresinin MTT yöntemi sonucu. 

 

SAE‟nin uygulanmadığı grupta hücre canlılığının en yüksek %100±8.41 olduğu 

görüldü. S. akmanii estresinin uygulama gruplarında % canlılık 1000 µg/mL‟de 

%29,86±3.44, 750 µg/mL‟de %32,29±3.24, 500 µg/mL‟de %29,86±5.66, 250 

µg/mL‟de %24,86±1.65, 100 µg/mL‟de %20,65±0.89, 50 µg/mL‟de %44,27±0.69 ve 25 
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µg/mL‟de %81,07±7.48 olduğu görüldü. S. akmanii ekstresinin artan 

konsantrasyonlarında konsantrasyon artıĢına bağlı hücre canlılığının düĢtüğü 

gözlenirken LD50 degerinin 38,851 µg/mL olduğu belirlenmiĢtir. 

 

4.2 Thapsigargin ile MCF-7 Hücre Hattıda ER Stresinin OluĢturulması  

 

ER stres ile aktive olan ATF-6, ATF-4, PERK ve Grp78 genlerinin ifade düzeylerinin 

belirlenmesi için MCF-7 hücre hattında thapsigargin ile ER stresi oluĢturuldu. ER stresi 

için thapsigargin MCF-7 hücre hattına 10¯8
 M konsantrasyonunda 18 saat süreyle 

uygulandı. Uygulamanın ardından SAE‟nin ATF-6, ATF-4, PERK ve Grp78 genlerine 

etkisi incelendi (Resim 4.2 ve 4.3). 

 

 

Resim 4.2 MCF-7 hücrelerinin mikroskop görüntüsü 

 

4.3  Komet Testinde Sideritis akmanii Ekstresinin MCF-7 Hücre Hattına 

Uygulanması  

 

Her konsantrasyon 3 tekrarlı olarak floresan mikroskopta sayıldı ve her preparattan 
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toplam 100 hücre sayıldıp, Komet analizinden elde edilen verilerin 

değerlendirilmesinde, grup ortalamalarının karĢılaĢtırılması Duncan testi ile yapılmıĢtır 

(p <0.05) (Resim 4.4). 

 

 

Resim 4.3 Thapsigargin ile ER stresi oluĢturulmuĢ MCF-7 hücreler 

 

SAE ve thapsigargin uygulamasının sonuçlarına göre en yüksek DNA hasar skoru SAE 

100 µg/mL + Thapsigargin uygulanan grupta 94,00±5,29
 
olarak bulundu (Çizelge 4.2). 

S. akmanii ekstresinin konsantrasyon artıĢna bağlı olarak DNA hasarındaki gözlenen 

artıĢ kontrol grubuna göre istatistiksel olarak bakıldığında önemli olduğu bulundu 

(p<0,05).  

 

4.4 Sideritis akmanii Ektresinin MCF-7 Üzerine Etkilerinin Real-time PCR 

Bulguları  

 

Sitotoksisite testi ile belirlenen doza göre gen ekspresyon düzeylerinin araĢtırılması için 

thapsigargin ile ER stresi oluĢturulmuĢ ve oluĢturulmamıĢ MCF-7  hücrelerine SAE 10, 

50 ve 100 µg/mL olarak uygulanmıĢtır. 
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Çizelge 4.3 SAE‟nin MCF-7 hücreleri üzerinde Komet testi ile DNA hasarınn tespiti  

Konsantrasyon  DNA Hasarı (Ort.±St. Sapma) 

Kontrol 9,67±2,08
a 

 

 

 

 

 

 

 

 

% 1 DMSO 

Thapsigargin 10¯8 
M 

SAE 10 µg/mL  

SAE 10 µg/mL + T 10¯8 
M 

SAE 50 µg/mL  

SAE 50 µg/mL + T 10¯8 
M 

SAE 100 µg/mL  

 

50 

25 

kontrol 

 

14,33±3,79
ab 

45,00±5,00
c 

17,33±5,77
ab 

18,33±7,64
b 

68,67±1,53
d 

92,00±3,00
f 

82,00±3,00
e 

SAE100 µg/mL + T 10¯8 
M 

 

94,00±5,29
f 

  *Sütunlardaki farklı harfler p< 0,05 düzeyinde önemli. Ort.=Ortalama, St. Sapma=Standart Sapma 

 

 

Resim 4.4 Komet görüntüleri 

 

Uygulamadan 24 saat sonra total RNA izolasyonu yapılıp ER stres genlerinden ATF-6, 

ATF-4, PERK ve Grp78 mRNA ekspresyon düzeyleri ile inflamatuar ve pro-



45 

inflamatuar genlerden IL-6, IL-8, IL-12, TNFα ve IFN-γ mRNA ekspresyon düzeyleri, 

β-actin geniyle normalize edilerek hesaplanmıĢtır. Gen ekspresyon verileri  2
(∆∆Ct)

 

olarak hesaplanmıĢ ve çizelge 4.4‟de gösterilmiĢtir.  

 

Çizelge 4.4 Gen ekpresyon düzeyleri 2
(∆∆Ct)

 

      Gen 

Doz 

ATF6 ATF4 PERK Grp78 IL-6 IL-8 IL-12 TNFα IFNγ 

Kontrol +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 

*SAE10 +0,43 +30,27 +0,71 +0,26 +4,29 +0,46 +0,23 +0,19 +0,27 

*SAE10+T +0,53 +27,92 +0,68 +0,52 +1,60 +0,97 +0,52 +0,29 +0,51 

*SAE50 +5,72 +0,75 +0,75 +1,60 +12,2 +2,47 +0,17 +0,96 +1 

*SAE50+T +1,61 +0,84 +0,84 +1,27 +1,31 +0,48 +0,38 +0,54 +0,68 

*SAE100 +0,28 +50,09 +0,56 +0,84 +6,16 +6,77 +0,14 +0,33 +0,38 

*SAE100+T +0,23 +124,4 +1,24 +0,93 +16,14 +5,54 +0,65 +0,47 +0,53 

*S= Sideritis akmanii *T= Thapsigargin 

 

Gen ekspresyon düzeyleri karĢılaĢtırıldığında ATF-6 geninin SAE50 ve SAE50+T  

gruplarında ekspresyon sevilerinin kontrole kıyasla arttığı görülmektedir. SAE10, 

SAE10+T, SAE100+T ve SAE100 gruplarında kontrole kıyasla baskılandığı tepit 

edilmiĢtir. ATF-4 geninin düĢük ve yüksek konsantrasyonlarda ekspresyon düzeyleri 

artarken LD50 dozuna yakın dozlarda ekspresyon düzeylerinde baskılanma olduğu 

görülmüĢtür. PERK geni bütün gruplarda baskılanırken sadece SAE100+T uygulama 

grubunda +1,24‟lük ekspresyon seviyesi gözlenmiĢtir. Grp78 geni ATF-6 geni ile 

paralellik göstererek SAE50 ve SAE50+T  gruplarında ekspresyon sevilerinin kontrole 

kıyasla arttığı görülmektedir. SAE10, SAE10+T, SAE100+T ve SAE100 gruplarında 

kontrole kıyasla baskılandığı tepit edilmiĢtir.  

 

IL-6 geni bütün gruplarda artıĢ gösterirken en yüksek artıĢ +16,14 ile SAE100+T 

uygulamasında görülmüĢtür. IL-8 gen ekspresyon düzeyleri ise SAE10, SAE10+T ve 

SAE50+T  uygulamalarında baskılanırken diğer uygulamalarda artıĢ göstermiĢtir. IL-12 

geni bütün uygulamalarda kontrole göre baskılanırken en yüksek baskılanma SAE100 

uglamasında olduğu görülmüĢtür. TNFα genide IL-12 geni gibi bütün uygulama 
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gruplarında kontrole kıyasla baskılanmıĢtır. En yüksek baskılanmayı ise SAE10 

uygulamasında göstermiĢtir. IFN-γ geni SAE50 uygulamasında kontrolle aynı düzeyde 

olduğu görülmüĢtür. Diğer uygulama gruplarının ise kontrole kıyasla baskılandığı 

sonucuna ulaĢılmıĢtır.  

 

 

Resim 4.5 Real Time PCR analizleri sonucu PERK geninin amplifikasyon grafiği 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

 

YapmıĢ olduğumuz çalıĢma, hücre kültürü çalıĢması olup kontrollü deneyler 

içermektedir. Hücre kültürü çalıĢmaları çalıĢılan maddenin etkilerini hızlı ve kısa sürede 

göstermektedir. Ayrıca hücre kültüründe sınırsız çoğalan hücrelerin kullanılması, deney 

hayvanlarıyla çalıĢılırken karĢılaĢılan etik kurulu raporuna gerek bırakmamaktadır. Bu 

nedenle hücre kültürü çalıĢmaları dünya çapında kanser araĢtırmaları, biyokimya, 

sitogenetik ve moleküler biyoloji çalıĢmalarında yaygın bir Ģekilde kullanılmaktadır.  

 

Hücre kültürlerinde, kimyasalların etkilerinin belirlenmesi için kullanılan birçok test 

yöntemi vardır. Sitotoksisite testleri olarak da bilinen bu testler kimyasalların hücreler 

üzerinde ne derece ve hangi fonksiyonlarını etkilediğini göstermek için 

kullanılmaktadır. Bu testlerden en çok kullanılanları WST-1, XTT ve MTT vb. testlerdir 

(YaramıĢ 2011). 

 

YumrutaĢ vd. (2015), MCF-7 üzerinde yapmıĢ oldukları çalıĢmada S. syriaca’nın 

metanol ekstraktının hücre canlılığı ve çoğalmasına olan etkilerine MTT yöntemi ile 

bakmıĢlardır. Yapılan çalıĢmada 100 µg/mL S. syriaca ekstraktının hücre 

yaĢayabilirliğini MCF-7 hücrelerinde kontrole göre % 54.91‟e düĢürdüğünü 

bulmuĢlardır. ÇalıĢmamızda MCF-7 üzerine linearol kaynağı olarak S. syriaca ile aynı 

familyadan olan S. akmanii aseton ekstresinin MTT yöntemiyle sitotoksik etkileri 

araĢtırılmıĢtır. S. akmanii ekstresinin konsantrasyon artıĢına bağlı olarak, MCF-7 

hücreleri üzerine sitotoksik etkisinin arttığı gözlenmiĢtir. S. akmanii ekstresinin MCF-7 

hücrelerine uygulanmasından 24 saat sonra yapılan MTT çalıĢmasıyla % canlılık 

spektrofotometrik olarak ölçülerek, hesaplamalar kontrol grubuyla  karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Yapılan probit analizi sonucu LD50 dozu 38,851 µg/mL olarak tespit edilmiĢtir.   

 

Loizzo vd. (2007), yapmıĢ oldukları çalıĢmada S. perfoliata‟nın esansiyal yağlarını 

ekstre etmiĢler ve esansiyal yağ içerisinde 15 monoterpen, 17 seskiterpen ve 1 diterpen 

olduğunu tespit etmiĢlerdir. Esansiyal yağlar ile yapmıĢ oldukları hücre kültürü 

çalıĢmalarında esansiyal yağların insan melonama (C32) hücreleri ve böbrek 

adenokarsinoma (ACHN) hücreleri üzerinde yüksek aktivite gösterdiğini ve IC50 
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değerlerinin sırası ile 98,58 ve 100,90 µg/mL olduğunu belirlemiĢlerdir. Bizim yapmıĢ 

olduğumuz çalıĢmada da S. perfoliata ile aynı familyadan olan S. akmanii aseton 

ekstresi artan konsantrasyona bağlı olarak MCF-7 hücrelerinde hücre canlılığını 

düĢürümüĢ ve LD50 değeride 38,851 µg/mL olduğu belirlenmiĢtir.  

 

Todorona ve Trendafilova (2014)‟nın S. scardica ile yapmıĢ oldukları çalıĢmada 

bitkinin dietil eter ekstraktının 100 µg/mL‟si B16 ve HL-60 hücrelerinde hücre 

canlılığını sırası ile % 51,3 ve % 77,5 düĢürdüğünü belirlemiĢlerdir. Hücre canlılığının 

azalmasına flavonoidlerin (apigenin, luteolin ve bunların glikozitleri) neden olduğunu 

göstermiĢlerdir. Bu bilgiler ıĢığında S. akmanii aseton ekstresinin içinde bulunan 

flavonoidlerin MCF-7 üzerinde gözlenen sitotoksisite nedeni olabilir.   

 

Komet yöntemi in vitro ve in vivo olarak DNA hasarının değerlendirilmesinde yaygın 

olarak kullanılan bir yöntemdir (Dalrymple et al. 2015). Hızlı, güvenilir ve basit bir 

biyokimyasal teknik olması komet yönteminin son yıllarda  geliĢtirilmesini sağlamıĢtır 

(Darrag and Fayyad 2014). Tek hücreli jel elektroforezi (SCGE) olarak da 

bilinmektedir. Komet yönteminin temel ikesi basittir. Agaroz jel içine gömülmüĢ 

hücrelerin parçalanmasından sonra elektroforez iĢlemi ile yürütülmesine dayanır. 

Elektroforez iĢlemi anında hasar görmemiĢ DNA‟lar oldukları yerde kalırken, kırıklar 

ortaya çıkar. KırılmıĢ DNA parçaları kuyruklu yıldız Ģeklinde bir yapı oluĢturarak 

anado doğru uzanır. Daha sonra bu kuyruklu yıldız Ģeklindeki DNA, DNA bağlayıcı bir 

boya kullanılarak görünür hale gelitirilir. DNA‟da oluĢmuĢ hasarın derecelerini 

değerlendirmek için kuyruklu yıldızın Ģekli, boyutu ve içindeki DNA miktarı ölçülür. 

Komet yönteminin analiz protokolü çeĢitleri DNA çapraz bağları (örneğin timin 

dimerleri), tek iplik kırıkları ve çift iplik kırıklarının ölçülmesidir.  

 

Komet yönteminin özellikleri numune baĢına az bir miktar hücreye ihtiyacının olması 

ve bireysel olarak veri sağlamasıdır. Komet yöntemi biyolojik gözlem, radyasyon 

biyolojisi, çevresel toksikoloji, beslenme çalıĢmaları ve kanser çalıĢmaları da dahil 

olmak üzere DNA hasarının incelenmesinde kullanılır. Komet yönteminde kuyruklu 

yıldızların skorlanması görsel olarak veya görüntü analiz yazılımları ile 

değerlendirilebilir (Gyori et al. 2014). 
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ÇalıĢmamızda MCF-7 hücreleri üzerinde SAE‟nin muhtemel genotoksik etkilerine 

bakılması amaçlanmıĢtır. Bu maksatla thapsigargin ile ER stresi oluĢturulmuĢ ve 

oluĢturulmamıĢ MCF-7 hücrelerine ekstre 10, 50 ve 100 µg/mL olacak Ģekilde 

uygulanmıĢtır. Uygulamayı takiben 24 saat sonra hücreler toplanarak DNA hasarı 

skorlanmıĢtır. DNA hasarının konsantrasyon artıĢına bağlı olarak artığı gözlenmiĢtir. 

DNA hasarının doz artıĢına bağlı olarak artması MTT yönteminde elde ettiğimiz hücre 

canlılığı ile ters orantı göstermektedir. MTT yönteminde doz artıĢına bağlı olarak hücre 

canlılığı azalırken, Komet yönteminde doz artıĢına bağlı olarak genotoksisitenin arttığı 

gözlenmiĢtir. Bu durumda genotoksisitenin hücre canlılığı üzerinde etkilerinin olduğunu 

göstermektedir. Ayrıca thapsigargin uygulanan grupların, uygulanmayanlara oranla 

daha fazla DNA hasarı oluĢturduğu gözlenmiĢtir (Çizelge 4.2).  

 

Das vd. (2017) flavonoidler ile yapmıĢ oldukları çalıĢmada, kombine flavonoid 

uygulamalarının K562 hücreleri üzerinde DNA hasarını indüklediğini bulmuĢlardır. 

Örneğin Quercetin ve myricetin kombinasyonunun maksimum DNA hasarına yol 

açtığını göstermiĢlerdir. Bizim yapmıĢ olduğumuz çalıĢmada da S. akmanii ekstresinin 

içinde kombine flavonoidlerin bulunması ve bunların doz artıĢına bağlı olarak MCF-7 

hücreleri üzerinde DNA hasarını artırdığı düĢünülmektedir.  

 

Guo vd. (2016)‟e göre Jungermannenon A ve B diterpenoidlerinin  PC3 (prostat kansri) 

üzerinde ROS üretimini baĢlattığını ve bunun da mitokondriyal hasarın indüklenmesine 

ve kalıcı DNA hasarına yol açtığını göstermiĢlerdir. YapmıĢ olduğumuz çalıĢmada SAE 

içinde diterpenoidlerin kombine bulunması, MCF-7 hücrelerinde ROS üretimini 

baĢlatarak mitokondriyal hasarın indüklenmesine ve kalıcı DNA hasarı nedeni olabilir.   

 

Dorman vd. (2011) yapmıĢ oldukları çalıĢmada Sideritis türlerinin toplam fenol 

içeriklerini belirlemiĢlerdir. Sulu ve metanol ekstraklarının n-hekzana göre daha fazla 

fenol içerdiğini belirlemiĢlerdir. Camellia sinensis'in polar ekstraktları, Sideritis 

türlerine göre daha yüksek direnç ve aynı zamanda demir (III) indirgeyici etkiler 

göstermiĢtir. Bununla birlikte, demir (III) indirgeyici ve 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl  

(DPPH) tahlilinde de Sideritis türlerinin non-polar ekstraktlarının C. sinensis'ten daha 

aktif olduğu bulunmuĢtur. Ancak, ekstraktların hiçbiri pozitif kontroller gibi yani 

askorbik asit, butile hidroksianisol (BHA) ve Trolox kadar aktif olarak bulunmamıĢtır. 
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Kronik enflamasyon, doğrudan kanser progresyonu ile bağlantılı olan bağıĢıklık sistemi 

bileĢenleri üzerinde bir etkiye sahiptir. Normal koĢullarda granülositler, makrofajlar, 

mast hücreleri, lenfositler, dentritik hücreler ve doğal öldürücü hücreleri içeren bağıĢılık 

hücreleri patojenlere karĢı ön savunma görevini görürler. Doku hasarı oluĢtuğunda 

makrofajlar ve mast hücreleri patojenlerin yok edilmesi için dolaĢımdaki lökositleri 

hasar gören bölgeye yönlendirmek için sitokinleri ve kemokinleri salgılar (Samadi et al. 

2015).  

 

YapmıĢ olduğumuz çalıĢmada MCF-7 hücreleri üzerinde SAE‟nin IL-6 sitokininin 

ekspresyon seviyeleri kontrole kıyaslandığında bütün uygulama gruplarında artıĢ 

gözlenmiĢtir. Bir kemokin olan IL-8 gen ekspresyon düzeyleri ise SAE10, SAE10+T ve 

SAE50+T  uygulamalarında baskılanırken diğer uygulamalarda artıĢ göstermiĢtir. 

SAE‟nin IL-12 ve TNFα genleri üzerindeki etkisi benzer olduğu görülüp bütün 

uygulama gruplarında baskılanmıĢlardır. IFN-γ geni 50 µg/mL  konsantrasyonunda 

kontrolle yakın etkiyi gösterirken, diğer uygulama gruplarında baskılanmıĢtır. 

ÇalıĢmamızda SAE‟nin IL-6 sitokinin ekpresyonunu arttırarak doku hasarında oluĢan 

etkiyle benzer etki gösterdiği düĢünülmektedir.  

 

IL-8 tümör mikro ortamını büyük ölçüde etkiler. Endotel hücrelerinin aktivasyonunu, 

anjiyogenezi, tümör alanındaki nötrofil infiltrasyonu ve artmıĢ otokrin sinyalizasyon 

yoluyla kanser geliĢimini teĢvik eden kemokindir. Kanser hücrelerinde IL-8‟in 

inhibisyonu, kanser hücrelerinin çoğalmasını ve progresyonunu azalttığı için çok 

önemlidir. Özellikle prostat kanserinde IL-8, kanser riskini ve hücre sağkalımını 

arttırarak, kanserli hücrelerin endotele ve hücre dıĢı matrikse yapıĢmasında önemli kilit 

rol oynar. S. syriaca‟nın sulu ekstraktı uyarılmıĢ HT29 ve PC3 hücreleri üzerinde IL-8 

seviyesini önemli ölçüde düĢürdüğü gözlenmiĢtir (Kogiannau et al. 2013). Yapılan bu 

çalıĢmaya göre bizim bulgularımızda SAE‟nin MCF-7 hücrelerinde IL-8 gen 

ekspresyon düzeyleri SAE10, SAE10+T ve SAE50+T  uygulamalarında baskılanırken, 

SAE50, SAE100 ve SAE100+T  uygulamalarında artıĢ göstermiĢtir. Bu da S. akmanii’nin 

Anadolu‟da halk tarafından çay olarak tüketilmesinin tıbbi olarak etkili olduğunu 

göstermektedir. Halk tarafından çay olarak tüketilirken dolaylı olarak düĢük dozlarda 

kenser geliĢimini ve ilerlemesini yavaĢlattığı düĢünülebilir.  
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ER, lümeni içerisindeki iyon dengesi, sentez yükü gibi fizyolojik ve biyokimyasal 

seviyede meydana gelen değiĢimlere oldukça hassastır. Glukoz yoksunluğu, kalsiyum 

boĢalması, serbest radikallere maruz kalma, glikozilasyonun bozulması, aĢırı kolesterol 

yükü, hücrede kontrol mekanizmalarının oksidatif stres indüksiyonu ile iliĢkili bir takım 

patolojik ve fizyolojik sebeplerle bozulması yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin birikmesine ve 

ardından da ER stresinin artmasına neden olur (Köse 2016, Imai 2016, Sozen and Ozar 

2017). ER'de yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin birikmesi, yeni baĢlayan protein sentezini 

azaltan, protein katlanmayı kolaylaĢtıran ve yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin proteozomal 

bozunmasını arttıran bir koruyucu tepki olarak UPR yanıtı oluĢturur (Fent and Christen, 

2016). UPR öncelikli olarak protein yanlıĢ katlanma mekanizmalarını aktive eden 

hayatta kalma tepkisidir. Bununla birlikte uzun süren ER stres koĢullarında hücre 

yaĢamını bozabilir. ER stresiyle aktive edilen üç yolak IRE1, PERK VE ATF6‟dır. Bu 

üç yolakta ER stresinin olmadığı durumlarda Grp78/BIP Ģaperonu ile baskılanırlar 

(Kapuy et al. 2014). 

 

Zhou vd. (2014)‟nin yapmıĢ oldukları çalıĢmada MCF-7 hücrelerinde thapsigargin ile  

ER stresini indükleyerek ER stresi ile apoptoz arasındaki iliĢkiyi incelemiĢler. 

Ampelopsin (Ampelopsis grossedentata'nın önemli bir biyoaktif bileĢeni) ile indüklenen 

MCF-7 hücrelerinde thapsigarginin Grp78 geninin ekspresyonunu artırdığını 

göstermiĢlerdir. Ayrıca thapsigarginin, ampelopsin ile indüklenen hücre büyümesi 

inhibisyonunu ve apoptozu arttırdığını belirlemiĢlerdir. Bizim yapmıĢ olduğumuz 

çalıĢmada da thapsigargin ile ER stresi oluĢturulmuĢ ve oluĢturulmamıĢ MCF-7 

hücrelerinde SAE‟nin muhtemel etkileri araĢtırılmıĢtır. AraĢtırmamızın sonuçlarına göre 

ER stresinde UPR yanıtta rol alan Grp78 geninin SAE50 ve SAE50+T uygulama 

gruplarında ekspresyon seviyelerinin kontrole göre attığı görülmüĢtür. ER stresinde 

UPR yanıtta rol alan PERK geninin bütün uygulama gruplarında baskılandığı ancak 

SAE100+T uygulanmasında kontrole kıyaslandığında artıĢ olduğu gözlenmiĢtir. Ayrıca  

ER stresinde UPR yanıtta rol alan ve Grp78 kontrolünde olan ATF-6‟nın Grp78 gibi 

SAE50 ve SAE50+T uygulama gruplarında arttığı bulunmuĢtur. Bu da Grp78‟in ER stresi 

durumunda ATF-6‟yı aktifleĢtirerek ER stresine yanıt verdiğini düĢündürmektedir. ER 

stresi durumunda PERK kontrolünde olan ATF-4‟ün ise düĢük ve yüksek 
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konsantrasyonlarda ekspresyon düzeyleri artarken 50 µg/mL dozda ekspresyon 

düzeylerinde baskılanma olduğu görülmüĢtür. Bu durum ATF-4‟ün PERK‟ten farklı bir 

yolla aktive olduğunu düĢündürmektedir. 

 

 

Sonuç olarak S. akmanii‟nin MCF-7 hücreleri üzerinde genotoksik ve sitotoksik 

etkilerinin olduğuna varıldı. Endemik bir tür olan bu bitkinin MCF-7 hücrelerinde ER 

stresine sebep verdiği ve inflamasyonda etkili olduğu görüldü. Bu çalıĢma ER stresi ile 

iliĢkili apoptozun gelecekte araĢtırılmasına yardımcı olacaktır. Bu çalıĢmanın ayrıca S. 

akmanii’nin olası fitoterapik etkilerini açıklamak için yapılacak çalıĢmalara ıĢık 

tutabileceği düĢünülmektedir.   
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