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ÖZET 

GAMA RADYASYONU VE HİPOBARİK STRES KOŞULLARI ALTINDAKİ 

HeLa HÜCRELERİNDE SİKLİN BAĞIMLI KİNAZ (CDK) GENLERİNİN 

ANLATIMININ ARAŞTIRILMASI 

 

Kanser, hücrelerin kontrolsüz olarak bölünmesi sonucu normal olmayan oluşumların 

meydana geldiği bir hastalık olarak tanımlanmaktadır. Kanser tedavisinde kullanılan 

yöntemlerden biri olan radyoterapide amaç, kanserli hücrelerin DNA’sına zarar 

vermektir. Hipobarik stres koşulları, hücrelerde hipoksi meydana getirmektedir. Hipoksi 

sonucu meydana gelen serbest radikaller hücrelerde hasara yol açmaktadır. Bu tez 

çalışmasında, gama radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının insan serviks karsinomu 

kökenli HeLa hücrelerinde siklin bağımlı kinaz genlerinin anlatımı incelendi. Bu amaçla 

5 farklı gama radyasyonu dozu (2 Gy, 8 Gy, 16 Gy, 32 Gy ve 64 Gy) uygulanan HeLa 

hücrelerinin uygulamadan 0 ve 24 saat inkübasyon süresi sonunda Mitokondriyal 

Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi yöntemi ile sitotoksik aktiviteleri incelendi. Hücrelerde 

meydana gelen sitotoksisitenin uygulanan dozun artmasına bağlı olarak kontrole göre 

anlamlı olarak arttığı saptandı (p<0,01). IC50 dozu olarak belirlenen 32 Gy gama 

radyasyonu dozu ve hipobarik stres koşulları  uygulanan HeLa hücrelerinde meydana 

gelen sitotoksisitenin kontrol grubuna göre istatistiksel açıdan anlamlı olduğu belirlendi 

(p<0,01). 

 

Gama radyasyonu ve hipobarik stres koşulları uygulanan HeLa hücre kültürlerinde 0 ve 

24 saat sonunda meydana gelen morfolojik değişiklikler faz-kontrast ve ışık 

mikroskobunda gösterildi. Siklin bağımlı kinaz genlerinin moleküler düzeyde 

anlatımının saptanması amacıyla siklin A, siklin E ve p21 primerlerinin anlatım 

seviyeleri Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu yöntemi ile araştırıldı. Elde 

edilen PCR ürünleri agaroz jel elektroforezi yöntemi kullanılarak incelendi. HeLa 

hücrelerinde 0 ve 24 saat inkübasyon süresi sonunda tek başına hipobarik stres koşulları 

uygulanan deney grubunda ve gama radyasyonu ile birlikte hipobarik stres koşulları 

uygulanan deney grubunda sadece siklin A geninin anlatım yaptığı ve kontrol grubuna 

göre anlatım seviyesinin düştüğü belirlendi. 

 

Sonuç olarak elde edilen parametreler doğrultusunda, HeLa hücre kültürlerine gama 

radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının birlikte uygulanmasının en yüksek sitotoksik 

etkiye neden olduğu belirlendi. Bu etki ile birlikte siklin bağımlı kinaz genlerinden 

siklin A geninin anlatım seviyeleri arasındaki farkın literatürde ilk kez ortaya konmuş 

olması bu bağlamda yapılacak diğer çalışmalara temel teşkil etmesi açısından oldukça 

önemlidir.  
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SUMMARY 

EVALUATION OF CYCLIN DEPENDENT KINASE GENES EXPRESSION IN 

HeLa CELLS UNDER GAMMA RADIATION AND HYPOBARIC STRESS 

CONDITIONS 

 

Cancer is defined as a disease, as a result of  uncontrolled cell division and occurs 

abnormal formations. The purpose of radiotherapy which is one of the methods used for 

cancer treatment, doing harm to cancer cells’ DNA. Hypobaric stress conditions, 

generate hypoxia in cells. Free radicals caused by hypoxia, leading to damage in cells. 

In this thesis, the expression of cyclin dependent kinase genes in HeLa cells which were 

originated from human cervical carcinoma were examined under the conditions of 

gamma radiation and hypobaric stress. For this reason, the cytotoxic activities of HeLa 

cells which were exposed to 5 different doses of gamma radiation (2 Gy, 8 Gy, 16 Gy, 

32 Gy and 64 Gy), were examined via Mitochondrial Dehydrogenase Enzyme Activity 

method, after 0 and 24 hours of incubation. It was determined that cytotoxicity 

increased significantly due to control group when the dose was increased (p<0.01). 

Under 32 Gy gamma radiation which is also known as IC50 dose, and hybobaric stress 

conditions, it was determined that cytotoxicity of HeLa cells was statistically significant 

according to control group (p<0.01). 

 

After 0 and 24 hours, HeLa cell cultures that were exposed to gamma radiation and 

hypobaric stress conditions, the morphological changes were examined under phase-

contrast and light microscopies. To detect the molecular expressions of cyclin 

dependent kinase genes, the expression degrees of cyclin A, cyclin E and p21 primers 

were examined via Revers Transcriptase Polymerase Chain Reaction method. The 

outcomes of PCR were examined by agarose gel electrophoresis method. In the end of 0 

and 24 hours of incubation, HeLa cells group it was observed that only cyclin A gene 

was expressed and expression decreased according to the control group under hypobaric 

stress conditions, also under hypobaric stress conditions and gamma radiation  

 

Regarding acquired parameters, it was obtained that in HeLa cell cultures show the most 

cytotoxic effect when gamma radiation and hypobaric stress conditions were applied 

simultaneously. With this effect, for the first time showing the difference of expression 

levels between cyclin A genes of cyclin dependent kinase genes and because of this, it is 

highly significant to create basis for following studies. 
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1. GİRİŞ 

Kanser, doğal bir süreç veya çevresel faktörlerin etkisi ile hücre DNA’sında ya da 

kromozomların fonksiyonel birimleri olan genlerde oluşturduğu değişiklikler 

neticesinde, hücrelerin kontrolsüz olarak bölünmesi sonucu normal olmayan 

oluşumların meydana geldiği bir hastalık olarak tanımlanmaktadır. Kanser hücreleri 

invazyon, ilaç hassasiyetinin düşmesi, metastaz gibi malign özellikler taşımaktadır 

(Hartwell ve Kastan, 1994; Ringer ve Schnipper, 2001; İçli ve Akbulut, 2005). Hücre 

siklusu, hücrelerin çoğalması için meydana gelen bir dizi geçici biyokimyasal aktivite 

ve morfolojik değişiklikleri kapsayan süreç olarak tanımlanmaktadır. Bu sürecin sağlıklı 

sonuçlanabilmesi için hücre siklusunun kontrolü çok büyük önem taşımaktadır (Qu ve 

diğ., 2003). Bu yüzden hücre siklusu içinde bazı kontrol noktaları yer almaktadır. Bu 

kontrol noktaları siklinler ve siklin bağımlı kinazlar (CDK) aracılığı ile kontrol 

edilmektedir. Hücreler, hücre siklusu boyunca belirli durumlarda siklin proteinlerini 

sentezlemekte veya bu proteinleri parçalamaktadırlar. Ortamda var olan siklinler, 

CDK’lara bağlanmakta ve aktifleşerek aktif siklin/CDK yapılarını oluşturmaktadır. 

Siklin ve CDK’ların farklı kombinasyonları hücre siklusundaki önemli geçişlerde rol 

almaktadırlar (Aliustaoğlu, 2008). Hücre siklusunun G1/S ve G2/M geçişlerinde 

bulunan kontrol noktalarında hücrenin, siklusa devam edip etmeyeceğine karar 

verilmektedir. Hücre siklusunun devam etmeyeceği durumlarda hücre apoptoza 

uğramaktadır. Kanser oluşumunda, hücre siklus kontrolünün kaybı önemli bir basamağı 

oluşturmaktadır (Bodner-Adler ve diğ, 2005). Çevresel faktörler ile meydana gelen 

DNA hasarı, hücre siklusundaki kontrol mekanizmalarının bozulmasına neden 

olmaktadır. Pek çok kanser tipinde hücre siklusunun kontrol noktalarında mutasyonlar 

belirlenmiştir (Vermeulen ve diğ., 2003b). 

 

Kanserin tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, immünoterapi ve alternatif tedavi 

yöntemleri tek başlarına veya kombine olarak uygulanmaktadır. Radyoterapi, kanserin 

tedavisinde en etkili iki yöntemden birisidir. Hastaların yarısından fazlası, tedavilerinin 

bir bölümünde radyoterapi görmektedir (Tobias, 1996; Delaney ve diğ., 2005).  Kanser 
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radyoterapisinde amaç, kanserli hücrelerin DNA’sına zarar vermektir. DNA’sı 

onarılamayacak kadar zarar gören hücreler hücre sikluslarını durdurmakta, bunun 

sonucu olarak da hücreler ölmektedir. Ancak radyoterapi tedavisi sırasında çevredeki 

sağlıklı hücreler de zarar görebileceğinden, tedavi düşük dozlarda günlük olarak 

uygulanmaktadır (Joiner ve van der Kogel, 2009). 

 

Hipobarik stres koşulları, hücrelerde hipoksi meydana getirmektedir. Hipoksi sonucu 

meydana gelen serbest radikaller, hücrelerde DNA, lipid ve proteinlerinde oksidatif 

hasara yol açmaktadır (Çakatay ve Telci, 2000; Çakatay ve Kayalı, 2006). Ayrıca 

hipobarik stres koşullarının mitokondriyal fonksiyonu bozduğu da gösterilmiştir. Bu 

stres koşulları, hücrelerin hücre siklusunun G1 evresinde etki ederek durdurmakta ve 

bunun sonucu olarak hücrelerin G1/S ilerlemesinde baskılama meydana getirerek hücre 

çoğalmasını engellemektedir (Krtolica ve Ludlow, 1996; Box ve Demetrick, 2004). 

 

Kanser hücrelerinin hücre sikluslarının engellenerek hücre bölünmelerinin durması ve 

kanser hücrelerinin ölüme teşvik edilmesi tedavi açısından oldukça önemlidir. Bu 

nedenle hücre siklusunun moleküler mekanizmasının araştırılması oldukça önem 

kazanmıştır.  

 

Bu çalışmada, gama radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının insan serviks 

karsinoması kökenli HeLa hücre soyu üzerinde meydana getirdiği sitotoksik etki ve 

hücre siklusunda yer alan CDK genlerinin anlatımı incelenmiştir. Bu bağlamda, 

günümüzde oldukça sık kullanılan ve radyoterapide önemli bir yer tutan gama 

radyasyonu ile günümüzde yeni bir çalışma konusu olan hipobarik stres koşullarının 

ayrı ayrı ve birlikte uygulanması sonrası 0 ve 24 saat inkübasyon süresince HeLa 

hücrelerinde meydana gelecek sitotoksik etkinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 
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Gama radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının hücrelerde meydana getirdiği 

morfolojik değişimin genel görüntüleri faz kontrast mikroskobu ve giemsa boyası ile 

ışık mikroskobunda gösterilmiştir. Ayrıca oluşan sitotoksik etki mitokondriyal 

dehidrogenaz enzim aktivitesi (MTT, (3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-2,5-difenil tetrazolyum 

bromid)) yöntemi ile değerlendirilmiştir. Uygulamalar sonucu hücre siklusunun kontrol 

noktalarında rol oynayan siklin bağımlı kinaz genlerinde meydana gelen gen anlatım 

seviyeleri Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yöntemi ile 

incelenerek, agaroz jel elektroforezinde gösterilmiştir. 

 

Çalışmamızda yukarıda bahsedilen parametreler ışığında, gama radyasyonu ve 

hipobarik stres koşullarının ayrı ayrı ve birlikte uygulanmasının hücre siklusu 

üzerindeki etkisi ve bu etkide CDK genlerinin rollerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. HÜCRE SİKLUSU 

Hücre siklusu, bir takım makromoleküler olayları kapsayan hücre bölünmesini ve bunun 

sonucu olarak birbirinin aynısı olan iki yeni hücrenin oluşması olarak tanımlanmaktadır. 

Bu olay, hücrelerin canlı olduğunun göstergesidir. Hücre siklusu sırasında, hücrenin 

büyümesi, DNA replikasyonu, replike olmuş kromozomların yavru hücrelere dağılımı 

ve hücre bölünmesi olayları gerçekleşmektedir. 

 

Hücre bölünmesi, mitoz fazını ve uzun bir evre olan interfazı kapsamaktadır. İnterfaz 

sırasında hücre büyümekte ve bölünmek için kromozomlarını kopyalamaktadır. İnterfaz 

evresinde G1, S ve G2 alt fazları bulunmaktadır. 

 

Bölünmeyen çok özelleşmiş hücreler ve sürekli bölünen hücreler haricinde, hücreler 

bölünmek için aktif sinyal almadıkları sürece, istirahat fazı olan G0 fazında 

durmaktadırlar (Vermeulen ve diğ., 2003a, Vermeulen ve diğ., 2003b). Hücreler 

bölünme sinyalini aldıklarında, G0 fazından çıkmakta ve hücre siklusunun aktif 

fazlarına geçmektedirler (Şekil 2.1). 

 

1. G1 Fazı: Hücre siklusunun bu ilk fazında hücreler, kendi çevrelerini kontrol etmekte, 

DNA sentezi için hazırlık yapmaktadırlar. RNA ve protein sentezi 

gerçekleşmektedir. 

2. S Fazı: Bu fazda DNA sentezlenmektedir. 

3. G2 Fazı: Hücre büyümeye devam etmektedir. Mitoz bölünme için RNA ve protein 

sentezi yapmaktadır. 

4. Mitoz Fazı: Profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden oluşmaktadır. Bu fazın 

sonunda ise birbirinin aynısı iki yeni hücre meydana gelmektedir. 
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Şekil 2.1: Hücre siklusu fazları (Anonim-a, 2013). 

 

Hücre siklusu sırasında çevreden ve hücre içinden gelen sinyaller hücrenin siklus 

fazlarında düzenli olarak ilerlemesini sağlamaktadırlar. Bu yüzden hücre siklusunun 

bazı aşamalarında kontrol noktaları bulunmaktadır. Bu kontrol noktalarında hücrenin, 

hücre siklusuna devam edip etmeyeceğine karar verilmektedir (Vermeulen ve diğ., 

2003a) (Şekil 2.2). 
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Şekil 2.2: Hücre siklusu kontrol noktaları (Cooper ve Hausman, 2006). 

 

Hücre siklusunda G1-S geçişinde, S fazında, G2-M geçişinde ve M fazı içerisinde 

metafaz-anafaz geçişinde olmak üzere dört kontrol noktası bulunmaktadır. Bunlardan 

ilki G1 fazının geç evresinde görülmektedir ve G1 fazından S fazına geçişi 

sağlamaktadır. Bu kontrol noktası hayvan hücrelerinde sınırlama noktası (Restriction 

Point-R Noktası) olarak adlandırılmıştır (Pardee, 1989). Hayvan hücrelerinde, hücre dışı 

faktörler hücrelerin G1 fazından S fazına geçmesinde etkili olmaktadır. Bu faktörlerin 

olmaması durumunda hücreler, hücre siklusuna devam edememekte ve G1 fazından 

ayrılarak istirahat fazı olan G0 fazına geçmektedirler. Ayrıca bu fazda DNA hasarı 

meydana geldiği takdirde hücre siklusu G1 fazında p53 geni sayesinde durmaktadır 

(Agami ve Bernards, 2000). DNA’nın tamir edilemeyeceği durumlarda ise hücre 

apoptoza uğramaktadır (Vermeulen ve diğ., 2003a; Foster, 2008). S fazı kontrol noktası, 

DNA replikasyonunda herhangi bir sorun olduğu durumda sinyal kaskadını başlatarak, 

DNA tamir oluncaya kadar fazı durdurmaktadır. G2 fazındaki kontrol noktası replike 

olmamış DNA’nın M fazına geçişini engellemektedir. DNA’nın tam olarak replike 

olmadığı durumda hücre siklusu, DNA replike oluncaya kadar durmaktadır. 

Metafaz/anafaz geçişinde bulunan kontrol noktasında, kromozomların iğ iplikleri 

üzerine dizilmesi ve yavru hücrelere eşit olarak dağılıp dağılmadığı kontrol 

edilmektedir. 
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Hücreler bölünerek çoğalmaya başladığında, hücre siklusu pozitif ve negatif sinyaller 

yoluyla sıkı bir biçimde denetlenmektedir. Hücre siklusunun bir fazından diğerine geçişi 

bazı protein kinazlar sayesinde olmaktadır. Bunlar; 

1. Siklinler 

2. Siklin Bağımlı Kinazlar (CDK) 

3. Siklin Bağımlı Kinaz İnhibitörleri (CKI/CDKI) olarak 3 gruba ayrılmaktadır. 

 

2.1.1. Siklinler ve Siklin Bağımlı Kinazlar (CDK) 

Siklinler, hücre siklusu boyunca, CDK’ları aktive ederek hücrelerin ilerlemesini kontrol 

eden protein ailesi olarak tanımlanmaktadırlar. CDK’lar ise, serin/treonin protein 

kinazlar olarak bilinmektedir. CDK’lar siklinlere bağlandıklarında aktifleşmekte ve 

aktif siklin/CDK bileşiklerini oluşturmaktadırlar. Bu yapıda siklinler düzenleyici alt 

birim, CDK’lar ise katalitik alt birimler olarak yer almaktadır (Flatt ve Pietenpol, 2000). 

CDK’ların aktifleşmesi birden fazla basamak sonunda gerçekleşmektedir. İlk olarak 

siklin alt birimi ile birleşmekte, belirli amino asitlerin fosforilasyon/defosforilasyonu 

bunu takip etmektedir. 

 

Siklin/CDK bileşikleri, siklin alt biriminin hücre içindeki miktarına, fosforillenme 

durumuna ve siklin bağımlı kinaz inhibitörlerinin durumuna bağlı olarak 

düzenlenmektedir. Farklı siklinler, hücre siklusu içinde farklı fazlarda sentezlenirlerken 

diğer taraftan da hızlıca yıkılmaktadırlar (Şekil 2.3). Her bir siklin, kendine özgü bir 

fazda en yüksek değere ulaşmaktadır (Şekil 2.4). Aktive olan siklin/CDK yapısı DNA 

replikasyonu ve mitozda görev yapan birçok proteini fosforillemektedir. CDK’ların 

aktivitelerinin düzenlenmesinde siklinler haricinde, fosforilasyon/defosforilasyona 

neden olan başka yollarda rol oynamaktadır (Cabadak, 2008). 
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Şekil 2.3: Hücre siklusunda siklin-CDK yapılarının yer aldığı fazlar (Dehay ve Kennedy, 2007). 

 

 

Şekil 2.4: Hücre siklusu fazlarında siklin miktarları (Anonim-b, 2013). 

 

Hücre siklusunun ilerlemesinde anahtar rol oynayan G1/S geçişi, siklin D/CDK4, G1 

fazı ortalarında siklin D/CDK6 ve G1 fazının sonunu yöneten siklin E/CDK2 tarafından 

kontrol edilmektedir (Kasten ve Giordano, 1998; Stiegler ve diğ., 1998; Harbour ve 

diğ., 1999; Sherr ve Roberts, 1999; Watanabe ve diğ., 1999; Pucci ve diğ., 2000). 
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Sınırlama noktasında tümör baskılayıcı protein (Rb, pRb, Retinolastoma) hücrenin S 

fazına girip girmeyeceğini belirlemede rol oynamaktadır (Hartwell ve Kastan 1994; 

Vermeulen ve diğ., 2003a). pRb az fosforillendiği takdirde E2F transkripsiyon 

faktörünü bağlayıp, inaktifleştirmektedir (Weinberg, 1995; Kearns ve Liu, 2001; Dyson, 

2002). E2F faktörünün inaktifleşmesi ile hücre S fazına girememekte ve hücre siklusu 

durmaktadır. G0 fazındaki hücreler büyüme sinyali aldıklarında az fosforillenmiş pRb 

G1 fazı sonuna doğru siklin/CDK bileşiğini oluşturmakta ve oluşan bu yapı pRb 

proteinini fosforillemektedir (Weinberg, 1995; Kearns ve Liu, 2001; Vermeulen ve diğ., 

2003a). Fosforillenen pRb proteininden E2F salınarak, S fazına geçiş için gerekli 

genlerin transkripsiyonu sağlanmaktadır (King, 1996; Fearson, 1997; Molinari, 2000; 

Giacinti ve Giordano, 2006; Foster, 2008). Büyüme faktörlerinin olmadığı durumda ise, 

hücredeki siklin düzeyleri hızlıca düşmektedir. Bu durumda hücreler G1 fazından S 

fazına geçemeyip G0 fazına girmektedirler. 

 

S fazına giren hücrede, DNA sentezi gerçekleşmektedir. Siklin A/CDK2 yapısı DNA 

sentezini başlatmakta ve S fazının ilerlemesini sağlamaktadır (Arata ve diğ., 2000). 

DNA sentezi sırasında sarmalın birbirinden ayrılması ile DNA hasarlara karşı çok 

duyarlı hale geldiğinden S fazı diğer fazlara göre daha hızlı geçilmektedir (Zong ve 

Thompson, 2006). Bu fazda hücrenin bir diğer faza geçmesi pRb proteininin 

fosforillenmesi ile belirlenmektedir (Kirsch ve Kastan, 1998). 

 

DNA hasarı ya da nükleotid eksilmesi gibi, DNA replikasyonunu tehdit eden şartlar 

altında, S fazı kontrol noktası devreye girmektedir (Painter ve Young, 1980; Branzei ve 

Foiani, 2007; Paulsen ve Cimprich, 2007; Tourrière ve Pasero, 2007). DNA’da oluşan 

hasarı DNA pol ε, hücre çekirdeği antijeni (PCNA) ve replikasyon faktörü C (RFC) 

proteinleri tespit etmektedir. Bu kontrol noktasında siklin A/CDK2 bileşiği görev 

yapmaktadır. 
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Hücreler S fazında DNA sentezi yaptıktan sonra, G2 fazına girmektedirler. Bu fazda 

siklin B/CDK1 bileşiğinin aktivitesi artmakta ve hücrelerin mitoza girişi uyarılmaktadır 

(Molinari, 2000; Foster, 2008). Oluşan bu bileşiğe Mitozu İlerleten Faktör (MPF) adı da 

verilmektedir. Bu faktör, G2 fazından M fazına geçişi sağlamaktadır. Hücre siklusu 

sırasında siklin B’nin sürekli yapımı ve yıkımı ile MPF aktivitesi kontrol edilmektedir. 

CDK2’nin aktive olması birçok proteini fosforile etmektedir ve bunun sonucu olarak M 

fazı başlamaktadır. CDK2 aktivitesi siklin B’nin de yıkımına neden olmaktadır. 

Proteolitik siklin B yıkımı CDK2’yi inaktive ederek, hücrenin mitozdan çıkması 

sağlanmaktadır. 

 

Hücrelerin mitoz fazındaki kontrol noktası metafaz/anafaz geçişi sırasında olmaktadır. 

Bu kontrol noktası iğ iplikleri oluşumunu kontrol etmektedir. Kromozomlar normal 

olarak hizalanmadığında, sentromerler mikrotübüllere tamamen tutunamadığında ve 

bunun sonucu olarak eşit bölünmeye hazır olmadığı durumlarda kontrol noktası, mitoz 

fazını durdurmaktadır. Bu kontrol noktası, anafaz ilerletici bileşik/siklozom (APC/C) 

tarafından düzenlenmektedir (Musacchio ve Edward, 2007). 

 

2.1.2. Siklin Bağımlı Kinaz İnhibitörleri (CKI/CDKI) 

Hücre siklusunun düzenlenmesinde hücre siklusunu engelleyen sinyaller de rol 

oynamaktadır. Hücre siklusunu engelleyerek düzenleyen CKI proteinleri, görevlerini 

siklin aktivitesini kontrol ederek yerine getirmektedirler. Bu proteinler, siklin/CDK 

yapısının oluşumunu ve DNA replikasyonunu inhibe etmektedirler. 

 

Etkiledikleri mekanizmaya ve yapılarına göre, omurgalılarda iki farklı CKI ailesi 

bulunmaktadır. 

1. Cip/Kip ailesi 

2. INK4 ailesi 
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Cip/Kip ailesi inhibitörleri, p21
WAF1/CIP1

, p27
KIP1

 ve p57
KIP2

 üyelerinden oluşmaktadır. 

Cip/Kip inhibitörleri, amino ucu bulunan CDK inhibitör domainleridir ve yapısal olarak 

farklı karboksi uçlu domainler bulundurmaktadır. Bu ailenin üyeleri, hücre siklusunun 

inhibisyonunu siklin/CDK yapısını inhibe ederek gerçekleştirmektedirler. 

 

Bir diğer inhibitör ailesi olan INK4 ailesinde, p15, p16, p18 ve p19 üyeleri 

bulunmaktadır. INK4 ailesi üyeleri, hedef kinazın katalitik olmayan ucuna bağlanarak 

hücre siklusunu durdurmaktadılar (Russo ve diğ., 1998; Brotherton ve diğ., 1998). INK4 

ailesi üyeleri spesifik olarak CDK4 ve CDK6’yı bağlamaktadır (Clurman ve Porter, 

1998). 

 

CKI sentezi, bölünmekte olan bir hücrenin durmasına neden olmak için yapılmaktadır. 

Kontrol noktasındaki DNA hasarına yanıt olarak hücre siklusunu durdurmakta ve 

hücreye DNA tamiri için zaman kazandırmaktadır. 

 

Memelilerde örnek teşkil eden CKI, p21’dir. p53, radyasyon ya da ilaç nedeniyle 

hücrenin strese maruz kalarak DNA hasarı oluştuğu durumlarda, hücre cevabı olarak 

üretilmektedir. G1 fazında DNA hasarı olması durumunda siklin D/CDK4/6 ve siklin 

E/CDK2 bileşiklerini inaktive eden sinyal kaskadı başlamaktadır. Bunun için iki 

belirgin mekanizma bulunmaktadır (Iliakis ve diğ., 2003; Lukas ve diğ., 2004). 

Bunlardan biri p53 fosforilasyonu, diğeri ise Ataxia Telegiectasia mutant kinaz (ATM) 

ve p53’ün negatif düzenleyicisi MDM2 ve CHK2, p53 aktivasyonuna neden olmaktadır. 

Hücrede p53 düzeyinin artması ve aktive olması, p21’in aktivasyonuna neden olarak 

p53 bağımlı yoldan G1 fazının durmasını sağlamaktadır (Dulic ve diğ., 1994). p21 

proteininin aktivasyonu G1 fazında yer alan CDK’lara bağlanmasına ve CDK’ların 

inaktivasyonuna yol açmaktadır. p21, hücre siklusunda genotoksik stres karşısında p53 

cevabı olması dışında, direkt olarak da DNA replikasyonunu engelleyebilmektedir. p21, 

çoğalmakta olan hücrelerde DNA polimeraz γ’nın alt ünitesi olan PCNA 

bağlanmaktadır. Bunun sonucu olarak da p21, CDK’yı önlemekte ve S fazındaki 
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hücrelerde DNA replikasyonunu direkt olarak engelleyerek hücre siklusunu 

durdurmaktadır. 

 

Ekstraselüler inhibitör olan transforme edici büyüme faktörü-β (TGF-β), epitel 

hücrelerinin birçok tipinde hücreleri G1 fazında durdurarak hücre siklusunu inhibe 

etmektedir. Bu fonksiyonunu CDK inhibitörlerinden p15 ve p27’nin indüksiyonu ve 

siklin D/CDK4 bileşiğine bağlanarak gerçekleştirmektedir (Nagahara ve diğ., 1999; 

Donovan ve diğ., 2002). CDK4 aktivitesinin yok olması sonucunda, pRb fosforilasyonu 

bloke olmakta ve hücre siklusu G1 fazında durmaktadır (Khleif ve diğ., 1996). 

 

INK4 ailesi üyelerinden olan p16, CDK4’e bağlanmaktadır. Siklin D/CDK4 bileşiğinin 

katalitik aktivitesini inhibe etmekte ve böylece negatif hücre siklus regülatörü olarak 

görev yapmaktadır (Bodner-Adler ve diğ., 2005). 

 

2.2. GAMA RADYASYONU 

Radyasyon, atom içerisinde proton ve nötron oranının dengesiz olduğu durumlarda 

ortaya çıkan kararsız atomların kararlı hale geçmek için sürekli yaptıkları ışımalar 

olarak tanımlanmaktadır. 1895 yılında Wilhelm Conrad Röntgen’in X ışınını bulmasıyla 

başlayan süreç sonunda, günümüzde radyasyon, arkeolojiden tıp alanına kadar geniş bir 

alanda kullanılmaktadır (Hall, 1998). 

 

Radyoterapi olarak bilinen radyasyon tedavisi, kanser tedavilerinde oldukça sık 

kullanılmaktadır. Buradaki amaç kanser hücrelerini maksimum derecede öldürerek 

tümörleri küçültmektir. Bu nedenle X ışınları, gama ışınları ve yüklü parçacıklar gibi 

yüksek enerjili iyonizan radyasyon çeşitleri kullanılmaktadır. 
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Radyoterapideki diğer bir amaç, kanserli hücrelerde DNA hasarına neden olmaktır. 

Radyoterapi ile DNA sarmalında kırıklara neden olarak doğrudan (Hall, 1988) ya da 

serbest radikaller oluşturarak dolaylı yoldan DNA’ya zarar verilebilmektedir. DNA’sı 

onarılamayan hücreler bölünmelerini durdurarak ölmekte ve vücuttan 

uzaklaştırılmaktadırlar. 

 

Radyoterapi günümüzde eksternal (dıştan) tedavi, brakiterapi (yakından tedavi) ve 

sistemik selektif radyoterapi olmak üzere üç şekilde uygulanmaktadır. 

 

Eksternal tedavide, X ışını ya da gama radyasyonu gibi birçok yöntem kullanılmaktadır. 

X ışını, elektron ışınlarının deşarj tüpüne çarpması sonucu meydana gelmektedir. Gama 

radyasyonu ise Cs-137 ya da Co-60 gibi radyoaktif kaynaklar kullanılarak elde 

edilmektedir. 

 

Gama radyasyonu, yüksek enerjili bunun sonucu olarak da giriciliği fazla olan bir 

radyasyon çeşitidir. Hücre içindeki en büyük etkisini DNA üzerinde meydana 

getirmektedir. Bunu DNA’yı doğrudan ya da dolaylı yoldan etkileyerek 

gerçekleştirmektedir. Gama radyasyonu DNA’da tek ve çift zincir kırıklarına, 

mutasyonlara ve kromozomal anormalliklere sebep olmaktadır (Natarajan, 2002). 

Ayrıca gama radyasyonu organik moleküller olan protein ve enzimlerin oksidasyonunu 

sağlayarak ya da kimyasal yapılarında hasar meydana getirerek inaktivasyonlarına 

neden olabilmektedir (Kula ve diğ., 1999; Nagar ve diğ., 2003). 

 

2.2.1. Gama Radyasyonunun Hücre Siklusu Üzerine Etkisi 

Gama radyasyonu biyolojik moleküllerle reaksiyona girdiğinde reaktif moleküller 

oluşturmaktadır. Bunun sonucu olarak hücrelerin DNA’sında hasarlar meydana 

gelmektedir. Hücreler 1 Gy radyasyona maruz kaldıklarında, DNA bazlarında 

~1000’den fazla hasar, ~1000 adet tek zincir kırığı ve ~20-40 adet çift zincir kırığı 
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meydana gelmektedir. DNA’nın bu hedef olma özelliğinden dolayı, hücreler ve 

organizmalar DNA’yı içten (örneğin oksidasyon ve alkalizasyon) ve dıştan (örneğin 

ilaçlar ve iyonizan radyasyon) meydana gelebilecek saldırılara karşı korumak ve DNA 

bütünlüğünün devam etmesini sağlamak için çeşitli süreç ve mekanizmalar 

oluşturmaktadır. Bu süreç, DNA’nın değişik ajanlar tarafından hasarına karşılık, değişik 

DNA tamir mekanizmalarını da içermektedir. Özelleşmiş tamir mekanizmaları bazlarda 

bulunan baz çıkartma onarımı (BER), tek zincir kırığında tek zincir kırığı onarımı 

(SSBR) ve çift zincir kırıklarında homolog rekombinant (HR) ve homolog olmayan 

uçların bağlanması (NHEJ) meydana gelen hasarları belirlemekte ve tamir etmektedir 

(Joiner ve Van der Kogel,2009). 

 

DNA hasarına yanıt mekanizmaları (DDR), radyasyonun neden olduğu DNA hasarının 

hücresel sonucunu belirleyen oldukça karmaşık ve koordine bir sistemdir. Bu sistem, 

DNA hasarı algılayıcıları ve hasar yanıtının efektörleri olarak iki bölüme ayrılmaktadır. 

Algılayıcılar, genomu hasar olup olmadığına dair aktif olarak inceleyen proteinler 

grubudur. Bu proteinler hasar durumunda sinyal vermekte ve hücre efektör yollardan 

birine gitmektedir. Bu yollar, hasarlı hücreleri ölüm sürecine götüren programlanmış 

hücre ölümü, DNA kırıklarını fiziksel olarak tamir eden DNA tamir mekanizmaları ve 

hücre siklusunu geçici ya da kalıcı olarak durduran hücre siklusu kontrol noktalarıdır.  

 

Hücre siklusu kontrol noktaları DDR’nin önemli efektör yollarından birisidir. İyonizan 

radyasyona maruz kalan hücrelerde G1, S ve G2 fazlarında gecikmeler meydana 

gelmektedir (Kastan ve Bartek, 2004). Bu gecikmeler hücre siklusu kontrol noktaları 

sayesinde oluşmaktadır. 

 

G1/S kontrol noktası, radyasyon uygulamasından ancak birkaç saat sonra tamamen 

başlatılmaktadır, bu da birçok hücrenin tamir edilmemiş çift zincir kırıkları ve başka 

hasarlar ile S fazına girmesine neden olmaktadır. Hücreler G1 fazının ortasında ya da 

sonlarına doğru radyasyona maruz kaldıklarında, hücrelerin S fazına girişi 4-6 saate 
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kadar devam etmektedir (Gadbois ve Lehnert, 1997; Linke ve diğ., 1997; Cann ve 

Hicks, 2006; Deckbar ve diğ., 2011). Radyasyona maruz kalındıktan sonraki 4-6 saat 

içerisinde yüksek radyasyon dozlarında bile sadece S fazına girişte yavaşlama olduğu 

görülmüştür. Bunun nedeni CHK2/CDC25 ve p53/p21 yolakları arasındaki hassasiyet 

farkı, sınırlama noktasının arkasında ve önündeki hücrelerin ayrı hassaslıkta olması ve 

pRb tam fosforilasyona ulaştığı noktadan sonra hücrelerin S fazına giriş zamanındaki 

farklılıklar olabileceği düşünülmektedir (Deckbar ve diğ., 2011). 

 

İyonizan radyasyon, G1/S kontrol noktasını tetiklemek ile birlikte, S fazını da 

yavaşlatmakta ve G2 ilerleyişini durdurmaktadır. S fazını yavaşlama nedeni, hücrelerin 

mitoz fazına girmeden önce kromozom hasarlarını tamir etmesini sağlamak için gerekli 

zamanı vermektir (Hartwell ve Weinert, 1989; Murray, 1992; Elledge, 1996). 

 

G2/M kontrol noktası, anlık olarak hasarlı hücreleri yakalamakta ve tamir için zaman 

sağlamaktadır. Ancak tamir olmamış çift zincir kırıklarının olduğu durumlarda hücre 

siklusuna tam olarak engel olamamaktadır. Bu da hücrelerin kayda değer miktarda çift 

zincir kırığı ile mitoz fazına girmesine neden olmaktadır. Bu yüzden, G1/S kontrol 

noktasının tersine G2/M kontrol noktası hızlıca aktive edilmesine rağmen, G2/M kontrol 

noktası doğasından gelen duyarsızlığa sahiptir (Deckbar ve diğ., 2011). 

 

2.3. HİPOBARİK STRES 

Hipobarik stresin hücrelerde meydana getirdiği hipobarik hipoksi, vücut hücre ve 

dokularında atmosferik basınca bağlı düşük oksijen varlığı olarak tanımlanmaktadır. 

 

Moleküler oksijen çok hücreli organizmaların büyümesi ve gelişmesi için gerekli 

olmaktadır. Memelilerde doku düzeyinde oksijen dengesini korumak için moleküler 

oksijenin yakalanma, bağlanma, taşınma ve iletimini sağlamak için gelişmiş bir 

fizyolojik ağ bulunmaktadır. Hücre ve dokular DNA replikasyonu için oksijene ihtiyaç 
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duymaktadırlar (Green ve Giaccia, 1998). Nükleozid biyosentezinde moleküler oksijene 

ihtiyaç duyan iki kritik enzim bulunmaktadır. Bunlar ribonükleotid redüktaz ve 

dihidroorotat dehidrogenaz enzimleridir. Bu enzimlerin hipoksik koşullar altında 

inaktive olması, DNA sentezi için deoksinükleotid öncüllerinin eksikliğine neden 

olmakta ve sonuç olarak DNA replikasyonu durmaktadır. Nükleotid eksikliğinin neden 

olduğu, hipoksi ile uyarılmış hücre siklusu durmasının karmaşık sonuçları 

bulunmaktadır. Eksojen nükleozidlerin ya da deoksinükleozidlerin eklenmesi S fazına 

girişe ve hipoksik hücrelerde replikonun başlamasına neden olmakta ve hücre siklusu 

boyunca normal ilerlemeye izin vermemektedir (Loffler, 1985; Loffler 1987; Probst ve 

diğ., 1989; Loffler, 1992). Hipoksik koşullar altında bu nükleotid dengesizliği 

replikasyon inhibisyonunda rol oynamaktadır. 

 

Hipobarik hipoksinin, oksidatif stresi arttırdığı bildirilmiştir (Vats ve diğ., 2008). 

Hücreler maruz kaldıkları hafif oksidatif stresi tek başlarına tolere edebilmekte, tolere 

edemedikleri durumlarda antioksidan enzim sistemlerini aktive etmektedirler. Ancak, 

hücre içi savunma sistemlerinin yeterli olamadığı durumlarda, reaktif oksijen türevleri 

(ROS) miktarının arttığı ve bunun da oksidatif strese neden olduğu gösterilmiştir 

(Jayalakshmi ve diğ., 2005; Ramanathan ve diğ., 2005; Maiti ve diğ., 2006). Dolayısıyla 

oksidatif hasara duyarlı DNA, protein, karbonhidratlar ve lipitler gibi hücresel 

makromoleküller zarar görmektedir (Gutteridge, 1994; Halliwell ve Whiteman, 2004; 

Berger, 2005; Halliwell ve Gutteridge, 2007; Wildburger ve diğ., 2009; Zadák ve diğ., 

2009). 

 

Hipoksik koşullara moleküler cevap, hipoksi ile indüklenen faktör 1 (HIF-1) olarak 

bilinen transkripsiyon faktörünün stabilizasyonu ve aktivasyonu ile verilmektedir 

(Wang ve Semenza, 1993). HIF-1, normoksiden (~%21 O2) hipoksiye (~%1 O2) 

hücrelerin ve tüm organizmanın adaptasyonunu ve hayatta kalmasını kolaylaştıran 

genlerin indüksiyonuna neden olan anahtar düzenleyici olarak tanımlanmaktadır (Wang 

ve diğ., 1995; Semenza, 1998).  
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Hipoksinin hücre biyolojisi ve memeli fizyolojisi üzerinde gen anlatımı aracılığı ile 

kuvvetli bir etkisinin olduğunun bilinmesinden dolayı, HIF-1’in yolağı ve hastalıklarda 

oynadığı roller önem kazanmaktadır. HIF-1, hipoksi yanıt elementi olarak bilinmektedir 

(HRE; 5’-RCGTG-3’). Hipoksik koşullar altında HRE’ye bağlanan HIF-1 proteini, 

hipoksik olarak uyarılabilen HIF-1α alt birimini ve temel olarak anlatımı yapılan HIF-

1β alt birimini içeren heterodimerik bir bileşik olarak tanımlanmaktadır (Wang ve diğ., 

1995). Ayrıca HIF-1β aslen aril hidrokarbon reseptörüne bağlanan partner olarak 

tanımlanan, aril hidrokarbon nüklear yer değiştirici (ARNT) olarak da bilinmektedir 

(Reyes ve diğ., 1992). HIF-1α ve HIF-1β proteinlerinin, basit heliks-loop-heliks-Per-

ARNT-Sim (bHLH-PAS) protein ailesine ait olduğu gösterilmiştir (Şekil 2.5) (Wang ve 

diğ., 1995). HIF-1’in klonlanmasından kısa bir süre sonra, çok yakından ilişkili olan 

HIF-2 proteini (endotel Per-ARNT-Sim (PAS) proteini, HIF-benzeri faktör (HLF), HIF-

ilişkili faktör (HRF) ve PAS süper aile 2 üyesi (MOP2) olarak da isimlendirilmektedir) 

tanımlanmış ve klonlanmıştır (Ema ve diğ., 1997; Flamme ve diğ., 1997; Hogenesch ve 

diğ., 1997; Tian ve diğ., 1997). HIF-2α, HIF-1 ile amino asit dizisinin %48’ini 

paylaşmakta ve ayrıca HIF-1 ile heterodimerizasyon ve HRE’lere bağlanmak gibi 

yapısal ve biyokimyasal benzerlikleri de bulunmaktadır. 
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Şekil 2.5: HIF protein türevlerinin homolojisi (Ke ve Costa, 2006). 

 

Daha sonra keşfedilmiş olan HIF-3α, çeşitli dokularda anlatımı yapılan, HIF-1β ile 

dimer oluşturan ve HRE’lere bağlanan protein olarak tanımlanmaktadır (Gu ve diğ., 

1998). Buna ek olarak, HIF-3α’nın birbirine uç uca eklenerek farklı yapısını oluşturan 

PAS inhibitörünün (IPAS), serebellum ve korneal epitelin Purkinje hücrelerinde 

dominant olarak anlatımı yapılmaktadır. IPAS, endojen transaktivatör etkisine sahip 

değildir, HIF-1α’nın amino uçlu bölgesi ile etkileşime girmekte ve HIF-1’in negatif 

dominant düzenleyici rolünü oynayarak DNA’ya bağlanmasına engel olmaktadır 

(Makino ve diğ., 2001). Bununla birlikte IPAS kalp ve akciğerde hipoksi ile 

uyarılabilmekte ve bu dokularda HIF-1 için negatif geribildirim döngüsüne katkıda 

bulunmaktadır (Makino ve diğ., 2002). 

 

Hipoksi ve HIF-1, insülin benzeri büyüme faktör-2 (IGF2) ve transforme edici büyüme 

faktörü-α (TGF-α) gibi büyüme faktörlerini uyarmaktadır (Feldser ve diğ., 1999; 
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Krishnamachary ve diğ., 2003). Bu tip büyüme faktörlerinin aynı türden reseptörlere 

bağlanması hücrenin çoğalması/hayatta kalmasına ve HIF-1α’nın kendiliğinden 

anlatımını teşvik eden sinyal iletim yolaklarını aktive etmektedir (Semenza, 2003).  

 

Ancak, çelişkili bir biçimde, hücrenin hipoksiye adapte olması sadece hücre 

çoğalması/hayatta kalmasına değil, bazı durumlarda da hücrenin ölümüne neden 

olmaktadır. HIF-1’in, karmaşık rollerde görev alarak hipoksik koşullarda apoptozu 

teşvik ettiği düşünülmektedir. Düşük oksijen koşullarında yapılan genetik çalışmalarda, 

HIF-1α bulunmayan embriyonik kök hücreleri yabani tip ile karşılaştırdıklarında, HIF-

1α bulunmayan hücrelerde apoptozun düşük olduğu bilinmektedir (Carmeliet ve diğ., 

1998). Hipoksik koşullar altında kaspaz-3 ve apoptotik proteaz aktivasyon faktörü-1 

(APAF-1) bağımlı kaspaz-9’un aktive olması ve sitokrom c’nin salınımı, bazı hücre 

tiplerinde görülmektedir (Brunelle ve Chandel, 2002; McClintock ve diğ., 2002). Ayrıca 

HIF-1α ve HIF-1β ekspresyonunun kaspaz-3, Fas ve Fas ligand gibi proapoptotik 

faktörler ve apoptoz ile önemli ölçüde ilişkisi bulunmaktadır (Volm ve Koomagi, 2000). 

Hücre siklusunun kontrolünde görevli olan p53 ve p21 gibi genlerin de HIF-bağımlı 

olduğu bilinmektedir (Carmeliet ve diğ., 1998). Bununla birlikte p53’ün Bax, NOXA, 

PUMA ve PERP gibi apoptozla bağlantılı genleri uyararak hipoksi ile uyarılmış 

apoptozu düzenleyici rolü olduğu da ortaya konmuştur (Schuler ve Green, 2001). 

 

2.3.1. Hipobarik Stres Koşullarının Hücre Siklusuna Etkisi 

Tümörlerde, hücreler çeşitli düzeylerde oksijen miktarlarına maruz kalmaktadırlar. 

Yapılan in vitro çalışmalar, hücrelerin oksijen konsantrasyonuna ve hipoksiye maruz 

kalma sürelerine bağlı olarak, hücre bölünmelerini yavaşlatmakta ya da apoptotik 

sürecin başlatılmasıyla ölmekte olduğunu göstermektedir. Örneğin aşırı hipoksik 

koşullarda (%0,02 O2 konsantrasyonu) yabani tip p53 eksprese eden hücrelerde apoptoz 

meydana gelmektedir (Amellem ve Pettersen, 1991). %1-2 oksijenli koşullar orta 

dereceli hipoksik koşullar sayılmaktadır. Bu seviyedeki hipokside, hücreler hipoksik 

uygulama sırasında canlı kalabilmekte ve hücre siklusunu kontrol eden moleküllerdeki 

özelleşmiş biyokimyasal değişiklikler gözlenebilmektedir (Zygmunt ve diğ, 2002). 
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Düşük oksijen koşullarının, birçok hücre tipinde hücre siklusunun durmasına neden 

olduğu bildirilmiştir (Heacock ve Sutherland, 1990; Amellem ve Pettersen, 1991; 

Graeber ve diğ., 1994).  

 

Şiddetli hipoksiye maruz kalmış hücrelerde hücre siklusu G1 fazı ya da S fazının erken 

evrelerinde durdurulmaktadır. Hipoksinin çok şiddetli olmadığı durumlarda ise S 

fazının geç evresinde, G2 ya da mitoz fazındaki hücreler hücre siklusunu tamamlamakta 

ve hücre siklusunun G1 fazında durdurulmaktadır (Amellem ve Pettersen, 1991). 

Hipoksiye maruz kalmış hücrelerde, CDK4 ve CDK2 kinaz aktivitelerinin seviyesinde 

bir azalma olduğu bilinmektedir (Krtolica ve diğ., 1999). Hipoksi sırasında CKI ailesi 

üyelerinden p27 proteinin seviyesinde yükselme meydana gelmekte ve bunun hücrelerin 

hücre sikluslarının hipoksiye bağlı olarak G1/S geçişinde durmasının nedeni olduğu öne 

sürülmektedir (Gardner ve diğ., 2001). Ancak kanıtlar p27’nin hipoksik yakalanma için 

gerekli olmadığını da göstermiştir (Green ve diğ., 2001). 

 

Hipoksi ile uyarılmış hücre siklusunun durdurulması olayının, pRb proteininin 

hipofosforile olması ile meydana geldiği bildirilmiştir (Amellem ve diğ., 1996; Krtolica 

ve diğ., 1998). Bunun, hipoksi ile uyarılmış apoptozun tersine, p53 indüksiyonundan 

bağımsız olarak gerçekleştiği gösterilmektedir (Graeber ve diğ., 1994; Schmaltz ve diğ., 

1998). G1/S fazı geçişinde, pRb proteininin özgün siklin/CDK bileşiği tarafından 

fosforillenmesi gerekmektedir (Plana-Silva ve Weinberg, 1997). Daha önce yapılan 

çalışmalarda hipoksinin hem transforme olmuş hem de olmamış hücrelerde 

hipofosforile olmuş pRb’nin biriktiği gösterilmiştir (Ludlow ve diğ., 1993; Krtolica ve 

diğ., 1996). pRb’ nin bu aktivitesi CDK2’nin inhibisyonu ve CDK4’ün aktivitesi ile 

birlikte meydana gelmekte ve protein fosfataz 1 (PP1) aktivitesi pRb doğrultusunda 

artmaktadır. CDK aktivitesi, p27 ve p21 gibi CKI’lar tarafından inhibe edilirken, pRb 

hipofosforilasyonunu arttırmaktadır. Hipofosforile olan pRb proteini hipoksik koşullar 

altında hücre siklusunun durmasını sağlamaktadır. Ancak hücre siklusunun 

düzenlenmesinde HIF-1 α’nın direk rolü, pRb proteininin hipoksik 

hipofosforilasyonuna neden olan olaylar ve hipoksiyle uyarılmış G1 yakalanmasında 
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pRb proteininin fosforilasyon durumunun ilgisi tam olarak bilinmemektedir (Carmeliet 

ve diğ., 1998; Iyer ve diğ., 1998).  

 

Hipoksik durumda CDK2’ nin inhibisyonu p27’nin artması ve bunun CDK2 ile olan 

ilişkisiyle olduğu gösterilmiştir (Krtolica ve diğ., 1998; Gardner ve diğ., 2001; Zygmunt 

ve diğ., 2002). Ancak, hipoksik koşullarda CDK4 inhibisyonunun mekanizması henüz 

bilinmemektedir. Hipoksik hücrelerde CDK4 aktivitesinin inhibisyonunun p16 

anlatımının artması ile olabileceği ve hipoksik hücrelerde gözlenen CDK4 enzimi ile 

ilgili olabileceği düşünülmektedir (Zygmunt ve diğ., 2002). 

 

Bazı hücre hatlarında, hipoksik koşullarda CKI’ların PI3K/Akt yolağına bağlı olarak 

azaldığı gösterilmiştir (Box ve Demetrick, 2004). HIF-1 ekspresyonunun hücrelerde 

azalması, Akt yolağının hipoksik inaktivasyonuna dayandırılmaktadır. Hipoksiye bağlı 

Akt yolağının aşağı regülasyonunun nasıl olduğu bilinmemekte bununla birlikte fosfataz 

ve tensin homoloğu (PTEN) gibi Akt’nin yukarı regülasyonunu sağlayan regülatörlerin 

neden olduğu düşünülmektedir (Zundel ve diğ., 2000). Hipoksi ile uyarılmış hücre 

siklusunun durdurulmasına karşı dayanıklılığın ve hipoksiye bağımlı olarak azalan p21 

ve INK4 proteinlerinin, anormal olarak artış gösteren PI3K/Akt yolağının aktivitesi ile 

ilgili olabileceği düşünülmektedir. Böyle hipoksiye karşı dirençli fenotiplerin kanser 

hücrelerinde p53 için önerilene benzer bir şekilde, düzensiz PTEN işlevi ile de 

seçilebileceği tahmininde bulunulmaktadır (Graeber ve diğ., 1996). 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

Bu çalışmada, gama radyasyonu ve hipobarik stres koşulları uygulanmış HeLa hücre 

soyunda meydana gelen sitotoksik etkinin ve CDK genlerinin rollerinin hücresel ve 

moleküler bazda gösterilmesi amaçlandı. Belirlenen doz ve sürede uygulanan gama 

radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının ortaya çıkardığı sitotoksik etki MTT yöntemi 

ile, CDK genlerinin rolleri ise RT-PCR yöntemi ile araştırıldı. Gama radyasyonu ve 

hipobarik stres koşulları uygulanan HeLa hücrelerinde meydana gelen morfolojik 

değişiklikler faz kontrast mikroskobu ve Giemsa boyama ile ışık mikroskobunda 

görüntülendi. 

 

3.1. HÜCRE KÜLTÜRÜNDE KULLANILAN BESİYERİNİN HAZIRLANMASI 

Eagle tuzları ve L-glutamin içeren, sodyum bikarbonat bulundurmayan Minimum 

Essential Medium (MEM, Sigma) distile su içerisinde çözündürüldü. İçerisine 100 

µg/ml streptomisin ile 100 IU/ml penisilin (Multicell, Wisent Products) eklenerek 0,22 

µm filtreden (Millipore) geçirildi. Hazırlanan stok besiyerleri, +4 °C’ de saklandı. 

 

3.2. KULLANILAN HÜCRE SOYU VE HÜCRE KÜLTÜRÜ 

Deneylerimizde kullanılan tümöral hücre soyu, laboratuvarımıza Tokyo Teknoloji 

Enstitüsü tarafından temin edilen, insan serviks karsinomu kökenli HeLa (CCL-2) 

hücreleridir. Haftada iki kez laboratuvarımızda düzenli pasajı yapılan bu hücrelerin 

standart doku kültürü besiyerine, %10 Foetal Bovine Serum (FBS, Gibco Lab.) 

eklenerek ve pH’sı %4,4’ lük NaHCO3 ile 7,2’ ye ayarlanarak 25 cm
2
’ lik steril kültür 

kaplarında, %5 CO2 ve %95 hava içeren nemli atmosferde, 37 °C de tek tabaka kültür 

olacak şekilde inkübasyonları gerçekleştirildi. 
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3.3. HÜCRELERİN PASAJ İŞLEMİ 

HeLa hücreleri, yetiştirildikleri kültür kapları içerisinde yeterli yoğunluğa eriştiklerinde 

pasaj işlemine başlandı. Hücrelerin bulundukları yüzeyden kaldırılması amacı ile 3 ml 

tripsin ile 3 dakika inkübe edildi. Süspanse edilen hücreler bulundukları kültür kabından 

toplanarak santrifüj tüpüne aktarıldı ve üzerine tripsini inaktive etmek amacıyla 3 ml 

besiyeri eklendi. 500 xg dönme hızında 5 dakika santrifüj edilerek hücrelerin çökmesi 

sağlandı. Çöken hücrelerdeki süpernatant kısım uzaklaştırıldı. Deney için gerekli hücre 

sayıları hesaplanıp, besiyeri ile sulandırma yapılarak, her deney için daha önce 

belirlenen optimum sayıda hücre ekildi. 

 

3.4. HÜCRELERİN EKİM İŞLEMİ 

Hücrelerin ekim işlemleri, sitotoksisite deneyi için, 96 kuyucuklu kültür kaplarına her 

kuyucukta 20 000 hücre; moleküler analiz için, 12 kuyucuklu kültür kaplarına 50 000 

hücre/ml; Giemsa boyama için 12 kuyucuklu lamelli kültür kaplarına kuyucuk başına  

50 000 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. Hücreler ekim işleminden sonra %5 CO2 ve 

%95 hava karışımı içeren etüv içerisinde, 37 °C de pH 7,2 de 24 saat süre ile 

inkübasyona bırakıldı. 

 

3.5. GAMA RADYASYONU DOZUNUN BELİRLENMESİ 

Deneylerde kullanılacak %50 inhibisyona neden olan inhibitör konsantrasyonu (IC50) 

dozunun belirlenmesi amacıyla, hücrelere 2, 8, 16, 32 ve 64 Gy olmak üzere 5 farklı doz 

uygulandı. Her doz için 0 ve 24 saat inkübasyon süresi olacak şekilde 2 tane deney 

grubu oluşturuldu. Uygulamadan önce hücrelerin içinde bulunduğu bütün kuyucuklar 

tamamen kültür medyumu ile dolduruldu. Gama radyasyonu kaynağı olarak Co-60 (Co-

60 t1/2: 5,27 yıl; Cirus, CGR CisBio, Kanada) kullanıldı (Şekil 3.1). İlk ışınlamada 

(07/11/2012) 32 Gy’lik gama radyasyonu 13,84 dakika verildi (Aktivitesi: 101,2 

cGy/dk). Diğer ışınlama dozları bu değere göre kalibre edildi. Sonraki ışınlamalarda 

kaynağın aktivitesindeki bozunma göz önüne alınarak ışınlama zamanlarında istenilen 

dozlara ulaşılacak düzenlemeler yapıldı. Uygulama sırasında kültür kaplarının altına 

insan dokusu eş değeri 0,5 cm RW-3 katı fantom, üstüne kültür kabının şeklini alması 

için 0,5 cm bollus konuldu. Bütün dozlar izosentrik olarak uygulandı.  
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Şekil 3.1: Cirus Co-60 gama radyasyonu cihazı. 

 

Gama radyasyonu uygulaması sonrasında, 0 saat deney grubu değerlendirilmeye 

alınırken, diğer deney grubu için hücrelerin besiyerleri ışınlamadan hemen sonra 

değiştirilerek 24 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresinin tamamlanmasının 

ardından bu deney grubu değerlendirmeye alındı. 

 

Çalışmamızdaki tüm deneyler birbirinden bağımsız olarak en az 3 kere tekrarlandı. 
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3.6. GAMA RADYASYONU UYGULAMASI 

Gama radyasyonu uygulaması, hücreler kültür kaplarına ekildikten 24 saat sonra 

gerçekleştirildi. HeLa hücreleri için belirlenen 32 Gy IC50 dozu, izosentrik olarak 

uygulandı. Uygulama esnasında SSD (kaynak yüzey mesafesi), 96 kuyucuklu kültür 

kapları için 78,75 cm; 12 kuyucuklu kültür kapları için 78,5 cm olarak belirlendi. 

 

Belirlenen doz olan 32 Gy için, 0 ve 24 saat inkübasyon süresi olmak üzere 2 deney 

grubu belirlendi. Bu süreler sonunda besiyerleri uzaklaştırılarak analizler 

gerçekleştirildi. 

 

3.7. HİPOBARİK STRES KOŞULLARININ UYGULANMASI 

Hipobarik stres koşulları, gama radyasyonu uygulamasından 24 saat sonra, özel 

hazırlanmış kabinde (Uzay Simülatör Sistemleri, Nanovak) %2 O2 ve %98 N olacak 

şekilde ayarlanan koşullar altında gerçekleştirildi (Şekil 3.2). Fraksiyonel hipobarik 

stres koşulları daha önce yapılmış bir çalışmada belirlenmiş şekilde 24 saat aralıkla, 3 

saat olmak üzere 2 kere uygulandı (Özcan Arıcan ve diğ., 2012). 

 

Hipobarik stres koşullarının uygulanmasının hemen ardından, besiyerleri 

uzaklaştırılarak analizler gerçekleştirildi. 
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Şekil 3.2: Hipobarik kabin. 

 

3.8. SİTOTOKSİSİTE TAYİNİ: MİTOKONDRİYAL DEHİDROGENAZ ENZİM 

AKTİVİTESİ 

Gama radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının uygulanmasının ardından HeLa 

hücrelerinde meydana gelen sitotoksik etki MTT yöntemi kullanılarak belirlendi. Bu 

yöntemin temel prensibi, canlı hücrelerde bulunan mitokondriyal dehidrogenaz 

enzimleri ile suda çözülebilen sarı bir bileşik olan MTT tuzunun, suda çözünmeyen 

mavi renkli formazan kristallerine dönüşmesine dayanmaktadır. Mitokondriyal 

dehidrogenaz enzim aktivitesi, canlı hücrelerin sayısı arttıkça artmaktadır. Bu nedenle, 

oluşan formazan kristalleri hücre kültüründe canlı olan hücrelerin sayısı ile doğru 

orantılıdır (Mosmann, 1983). 
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96 kuyucuklu hücre kaplarına ekilen hücrelerin üzerindeki besiyeri, belirlenen 

inkübasyon sürelerinin sonunda uzaklaştırıldı. Bütün kuyucuklara fosfat tamponlu tuz 

çözeltisi (PBS, Multicell, Wisent Products) içinde çözdürülen MTT (Biomatik, 

Kat.No:A3338) solüsyonundan 40 μl eklendi ve nemli atmosferde 4 saat süresince 37 

°C de, %5 CO2 içeren ortamda ışık almayacak şekilde inkübe edildi. Süre sonunda her 

bir kuyucuğa 160 µl dimetilsülfoksit (DMSO) eklenerek bir gece inkübasyona bırakıldı. 

Deney gruplarının absorbans değerleri, 690 nm dalga boyu referans alınarak, 570 nm 

dalga boyunda spektrofotometrede (μQuant, Bio-tek)  ölçüldü (Kurashige ve diğ., 

1999). 

 

3.9. MORFOLOJİK DEĞERLENDİRME 

3.9.1. Faz Kontrast Mikroskobu 

Gama radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının uygulanmasının ardından meydana 

gelen morfolojik değişiklikler, 0 ve 24 saat inkübasyon süreleri sonunda faz kontrast 

mikroskobuyla x200’lik büyütmelerle incelendi. Uygulamalara ve zamana bağlı olarak 

meydana gelen morfolojik değişiklikler görüntülendi. 

 

3.9.2. Işık Mikroskobu 

HeLa hücrelerinde meydana gelen morfolojik değişimleri gözlemlemek amacı ile 0 ve 

24 saat inkübasyon süreleri sonunda hazırlanan preparatlara Giemsa boyama yapıldı 

(Ilgar ve Özcan Arıcan, 2009). 

 

Gama radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının uygulanmasının ardından belirlenen 

sürelerin sonunda hazırlanan preparatlar Carnoy fiksatifi ile fikse edildi ve 5 dakika 

Giemsa ile boyandı. Bu süre sonunda boya, saf su ile uzaklaştırılarak preparatlar 

kurumaya bırakıldı. Boyanmış preparatlar, hücrelerde meydana gelen değişiklikleri 

saptamak için ışık mikroskobunda incelendi. 
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3.10. GEN ANLATIMININ İNCELENMESİ 

3.10.1. RNA İzolasyonu 

0 ve 24 saat inkübasyon süreleri sonunda, 32 Gy gama radyasyonu ve hipobarik stres 

koşullarının ayrı ayrı ve birlikte uygulandığı deney grupları ile kontrol grubundaki 

hücrelerden, total RNA izolasyon kiti (Fermentas GeneJET RNA Purification Kit, 

Thermo Fisher Scientific Inc., Kat. No. K0732) kullanılarak total RNA izolasyonu 

yapıldı. İzole edilen total RNA’lar, hücre siklusunda görev yapan siklin A, siklin E ve 

p21 genlerinin anlatımlarının belirlenmesi için RT-PCR yöntemi kullanıldı. Her bir 

deney grubu için 12 kuyucuklu kültür kaplarına 50 000 hücre/ml olacak şekilde, 

kuyucuk başına toplam 1 ml ekim yapıldı. Kontrol, gama radyasyonu, hipobarik stres, 

gama radyasyonu ile birlikte hipobarik stres uygulanan 4 deney grubundaki hücreler, 0 

ve 24 saat inkübasyon süresinin ardından tripsin ile kaldırılarak steril santrifüj tüplerine 

alındı. 500 xg dönme hızında 5 dakika santrifüj edildi ve süpernatant uzaklaştırıldı. 

Pellet üzerine 0,6 ml RNA lizis solüsyonu ile β-Merkaptoetanol (her bir 1 ml RNA lizis 

solüsyonu için 20 µl)  eklendi. Yüksek hızda karıştırılarak homojenizasyon 

gerçekleştirildi. Her bir tüpe 360 µl %96’lık etanol eklenerek karıştırıldı. Hücre 

süspansiyonundan 0,7 ml alınarak, toplama tüplerinin içerisine yerleştirilmiş olan RNA 

saflaştırma kolonlarına eklendi. Oda sıcaklığında 12000 xg’de 1 dakika santrifüj edildi. 

Toplama tüplerinde bulunan kısım atılarak kolon 2 ml’lik yeni toplama tüplerine 

koyuldu. Saflaştırma kolonlarının üzerine 700 µl, etanol eklenmiş Yıkama Tamponu I 

eklendi. 12000 xg’de 1 dakika oda sıcaklığında santrifüj edildi. Toplama tüpündeki 

kısım atılarak kolon toplama tüplerine tekrar konuldu. Saflaştırma kolonlarına, etanol 

eklenmiş Yıkama Tamponu II’den 600 µl eklendi. Oda sıcaklığında 12000 xg’de 1 

dakika sanfrifüj edildi. Toplama tüpündeki kısım atıldı ve kolon toplama tüpüne geri 

yerleştirildi. Saflaştırma kolonuna 250 µl Yıkama Tamponu II’den eklenerek oda 

sıcaklığında 2 dakika 12000 xg’de santrifüj edildi. Toplama tüpü içindeki sıvı atıldı ve 

saflaştırma kolonu 1,5 ml’lik RNaz içermeyen steril mikrosantrifüj tüpüne alındı. 

Nükleaz içermeyen su, saflaştırma kolonundaki membranın tam ortasından eklendi ve 

RNA’nın eldesi için 12000 xg’ de 1 dakika santrifüj edildi. Saflaştırma kolonu 

uzaklaştırıldı ve toplama tüpündeki total RNA miktarı nanodrop (NanoDrop 2000, 

Thermo Fisher Scientific Inc.,) kullanılarak belirlendi. 
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3.10.2. RT-PCR Yöntemi 

RT-PCR yöntemi için her bir deney grubuna ait total RNA’lara önce cDNA sentezi 

yapıldı (Fermentas RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Fisher 

Scientific Inc., Kat. No. K1622). Bunun için izole edilen total RNA’dan 5 µg alınarak 

PCR tüplerine konuldu. 1 µl random hekzamer primeri eklendi ve son hacim nükleaz 

içermeyen su ile 12 µl’ye tamamlandı. Sonrasında 4 µl 5x Reaksiyon karışımı, 1 µl 

RiboLock RNaz İnhibitörü (20 u/ml), 2 µl 10 mM dNTP karışımı ve 1 µm RevertAid 

M-MuLV Revers Transkriptaz (200 u/ml) eklenerek son hacim 20 µl yapıldı. Eklenen 

tüm elemanların karışması için PCR tüpleri 15 saniye santrifüj edildi. Örnekler, Tablo  

3.1’de belirtildiği şekilde cDNA sentezi için programlanan PCR cihazına yerleştirilerek 

cDNA elde edilmesi sağlandı. 

 

PCR yöntemi için, yeni PCR tüpüne 35,5 µl nükleaz içermeyen su eklendi. Bunun 

üzerine 5 µl 10X PCR karışımı, 1 µl 10 mM dNTP karışımı, 25 mM MgCl2, 0,5 µl Taq 

DNA polimeraz (5u/µl) (Viva 2-Steps RT-PCR kit with M-MuLV RT/Taq DNA 

Polymerase Vivantis, Kat. No. RTPL12 Kit(2)) konuldu. Daha sonra, hücre siklusunda 

yer alan siklin A, siklin E ve p21 primerlerinin reverse ve forwardından (Tablo 3.2) 1,5 

µl ve daha önce izole edilen her bir deney grubuna ait cDNA’lardan 2 µl ilave edildi. 

İçeriğin karışması için PCR tüpleri 15 saniye santrifüj edildi. 

 

Örnekler, Tablo 3.1’de belirtildiği şekilde ön denatürasyon ve PCR amplifikasyonu için 

programlanan PCR cihazına yerleştirildi. PCR ürünlerini içeren tüpler cihazdan alınarak 

etidyum bromid içeren agaroz jelde yürütüldü ve ultraviyole (UV) ışık altında 

gözlemlenerek fotoğraflandı. 

 

 

 



30 

 

 

Tablo 3.1: cDNA ve RT-PCR için hazırlanan PCR cihazı program tablosu. 

cDNA Sentezi Ön Denatürasyon ve PCR Amplifikasyonu 

1 döngü 

25 °C’de 5 dakika 

42 °C’de 60 dakika 

1 döngü 

94 °C’de 3 dakika 

 

35 döngü 

Denatürasyon- 94 °C’de 15 saniye 

Bağlanma- 58 °C’de 30 saniye 

Uzatma- 72 °C’de 45 saniye 

 

 

Tablo 3.2: Primerlerin Nükleotid Dizilimi. 

Primer Nükleotid Dizilimi 

NM_001237.3 

Homo sapiens Siklin A2(CCNA2), mRNA 

 

 

 

 
NM_001238.1 

Homo sapiens Siklin E1(CCNE1), mRNA 

 

 

 

 

NM_ 000389.4 

Homo sapiens CKI 1A (p21.cip1), mRNA 

Forward: 1  GTC ACC ACA TAC TAT GGA CAT G 22 

              762…………………………………………...785 

Reverse: 1  AAG TTT TCC TCT CAG CAC TGA C 22 

            1064………………………………………….1043 

 

 
Forward: 1  CAG CGG AGC AGC CCC ATC 18 

             166…………………………………….183 

Reverse: 1  AAA ACG GTC ACG TTT GCC TTC 21 

             296…………………………………………276  

 

 

Forward: 1  GTT CCT TGT GGA GCC GGA GC 20 

              61…………………………………………80 

Reverse: 1  GGT ACA AGA CAG TGA CAG GTC 21 

             479…………………………………………..459 

 

 

3.10.3. Agaroz Jel Elektroforezi 

RT-PCR ürünlerinin yürütülmesi için, %2’lik agaroz jel hazırlandı. Bunun için 1,2 gr 

agaroz tartılarak erlen içine boşaltıldı ve 60 ml 1x Tris-askorbik asit-edta (TAE) tamponu 

eklenerek mikrodalga fırında çözülmesi sağlandı. 60 °C’ ye soğuduktan sonra etidyum 

bromür eklenerek (jel hacminin %0.02’si kadar), tarak yerleştirilmiş olan jel kasetine 

boşaltıldı ve donması için 30 dakika beklendi. Jel kaseti, taraklar çıkartıldıktan sonra 

elektroforez tankına yerleştirildi ve üzerini geçecek miktarda 1x TAE tamponu eklendi. 

 

İzole edilmiş RT-PCR örneklerinden 8 µl alındı. Üzerine 6x boyama tamponundan 3 µl 

eklendi ve pipetaj yapıldı. Hazırlanan örnekler jel kuyucuklarına uygulandı. Örneklerin 

boyutlarının belirlenmesi amacıyla DNA markırından (Fermentas GeneRuler DNA 

Ladder Mix, Thermo Fisher Scientific Inc., Kat. No. SM0331) 3µl alındı, 3 µl boyama 
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tamponu eklenerek pipetaj yapıldı ve jele yüklendi. Elektrotlar bağlanan güç kaynağı 

90V’a ayarlanarak 1 saat yürümeye bırakıldı. Sonrasında jel, transillüminatör ile 

incelenerek fotoğrafları çekildi. 

 

3.11. İSTATİSTİKSEL ANALİZLER 

Deney grupları, uygulamalara ve zamana bağlı olarak kontrole ve birbirlerine göre 

değerlendirildi. Bu amaçla elde edilen değerlere tek yönlü ANOVA testi uygulandı. 

Grupların kontrol grubuna göre anlamlılıkları Dunnett’s testi, grupların birbirleri ile 

olan anlamlılıkları ise t-testi ile değerlendirildi. Anlamlılık değeri olarak p<0,05 

seviyesi temel alındı (GraphPad Prism version 6.00, GraphPad Software, San Diego 

California USA, Anonim-c). 
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4. BULGULAR 

4.1. IC50 GAMA RADYASYONU DOZUNUN SAPTANMASI 

Deneylerde kullanılacak olan IC50 gama radyasyonu dozunun saptanması amacıyla 

HeLa hücre kültürlerine 2 Gy, 8 Gy, 16 Gy, 32 Gy ve 64 Gy radyasyon dozları 

uygulanarak MTT yöntemi ile 0 ve 24 saat inkübasyon süreleri sonunda hücrelerde 

meydana gelen sitotoksik etki belirlendi. Deney gruplarının ve kontrol gruplarının 

absorbans değerleri karşılaştırılarak % canlılık grafikleri çizildi. Tüm deney gruplarının 

kontrol grubuna göre istatistiksel analizler ile anlamlılığına bakıldı. 

 

Çeşitli gama radyasyonu dozlarının uygulanmasının ardından 0 saat deney gruplarının 

absorbans değerleri; kontrol grubu için 349,2x10
-3

, 2 Gy için 334,1x10
-3

,
 
8 Gy için 

313,8x10
-3

, 16 Gy için 299,5x10
-3

, 32 Gy için 292,7x10
-3

 ve 64 Gy için ise 255,3x10
-3

 

olarak ölçüldü (Tablo 4.1, Şekil 4.1). Yapılan istatistiksel analizler sonucu, kontrol 

grubu ile deney gruplarının hepsi arasında anlamlı bir fark olduğu tespit edildi (p<0,01). 

Birbirleri ile karşılaştırılan deney gruplarında, 8 Gy ile 16 Gy arasında ve 16 Gy ile 32 

Gy arasında anlamlı bir fark olmadığı (p>0,05), diğer bütün deney grupları arasında ise 

anlamlı bir fark olduğu belirlendi (p<0,01). 

Tablo 4.1: Çeşitli dozlarda gama radyasyonu uygulanan deney gruplarının 0 saat absorbans 

ortalama (Aort) ve standart sapma (±SD) değerleri. 

Deney Grupları Absorbans Değerleri (570 – 690 nm) 

Aort    ±SD 

Kontrol 

2 Gy 

8 Gy 

16 Gy 

32 Gy 

64 Gy 

349,2x10-3 

334,1x10-3* 

313,8x10-3* 

299,5x10-3* 

292,7x10-3* 

255,3x10-3* 

±0,02 

±0,02 

±0,02 

±0,01 

±0,01 

±0,02 

p<0,01: * (kontrole göre anlamlılık) 
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Şekil 4.1: Çeşitli gama radyasyonu dozları uygulanan deney gruplarının 0 saat sitotoksik 

aktivite değerleri. 

 

0 saat sonunda sitotoksik aktivite değerleri saptanan deney gruplarının % canlılık 

değerleri, kontrol grubu %100 kabul edilerek her bir deney grubu için hesaplandı. 2 Gy, 

8 Gy, 16 Gy, 32 Gy ve 64 Gy gama radyasyonu uygulanan deney grupları için sırası ile 

%96, %90, %86, %84 ve %73 olarak tespit edildi (Şekil 4.2). 

 

 

Şekil 4.2: Çeşitli gama radyasyonu dozları uygulanan deney gruplarının 0 saat % canlılık 

değerleri. 
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Çeşitli gama radyasyonu dozlarının uygulanmasının ardından 24 saat deney gruplarının 

absorbans değerleri; kontrol grubu için 431,8x10
-3

, 2 Gy için 362,1x10
-3

,
 
8 Gy için 

315,6x10
-3

, 16 Gy için 298,4x10
-3

, 32 Gy için 219,6x10
-3

 ve 64 Gy için ise 134,4x10
-3

 

olarak ölçüldü (Tablo 4.2, Şekil 4.3). Yapılan istatistiksel analizler sonucu, kontrol 

grubu ile deney gruplarının hepsi arasında anlamlı bir fark olduğu tespit edildi (p<0,01). 

Birbirleri ile karşılaştırılan tüm deney grupları arasında da anlamlı fark olduğu 

belirlendi (p<0,01). 

Tablo 4.2: Çeşitli dozlarda gama radyasyonu uygulanan deney gruplarının 24 saat absorbans 

ortalama (Aort) ve standart sapma (±SD) değerleri. 

Deney Grupları Absorbans Değerleri (570 – 690 nm) 

Aort    ±SD 

Kontrol 

2 Gy 

8 Gy 

16 Gy 

32 Gy 

64 Gy 

431,8x10-3 

362,1x10-3* 

315,6x10-3* 

298,4x10-3* 

219,6x10-3* 

134,4x10-3* 

±0,03 

±0,02 

±0,02 

±0,02 

±0,01 

±0,01 

p<0,01: * (kontrole göre anlamlılık) 

 

 

Şekil 4.3: Çeşitli gama radyasyonu dozları uygulanan deney gruplarının 24 saat inkübasyon 

süresi sonunda tespit edilen sitotoksik aktivite değerleri. 
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24 saat deney süresinin sonunda sitotoksik aktivite değeri saptanan deney gruplarının % 

canlılık değerleri, kontrol grubu %100 kabul edilerek hesaplandı. 2 Gy, 8 Gy, 16 Gy, 32 

Gy ve 64 Gy gama radyasyonu uygulanan deney grupları için sırası ile %84, %73, %69, 

%51 ve %32 olarak tespit edildi (Şekil 4.4). 

 

 

Şekil 4.4: Çeşitli gama radyasyonu dozları uygulanan deney gruplarının 24 saat inkübasyon 
süresi sonunda % canlılık değerleri. 

 

Şekil 4.4’te görüldüğü gibi, HeLa hücreleri için deneylerimizde kullanılacak olan 

optimum gama radyasyonu dozu (IC50) 32 Gy olarak saptandı. 

 

4.2. SİTOTOKSİK ETKİLER 

HeLa hücre soylarına uygulanan gama radyasyonu, hipobarik stres ve gama radyasyonu 

ile birlikte uygulanan hipobarik stres koşullarının 0 ve 24 saat inkübasyon süreleri 

sonunda hücrelerde meydana getirdiği sitotoksik etki, MTT yöntemi kullanılarak 

belirlendi. Deney grupları ve kontrol gruplarının ortalama absorbans değerleri ölçüldü. 

Bu değerlendirmenin sonrasında tüm deney gruplarının kontrol grubuna göre 

istatistiksel analizler ile anlamlılığına bakıldı. 
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Gama radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının ayrı ayrı ve birlikte uygulanması 

sonrasında 0 saat absorbans değerleri; kontrol grubu için 317,2x10
-3

, tek başına gama 

radyasyonu uygulanan deney grubu için 266,4x10
-3

, tek başına hipobarik stres koşulları 

uygulanan deney grubu için 301,2x10
-3

, gama radyasyonu ile hipobarik stres 

koşullarının birlikte uygulandığı deney grubu için 263,1x10
-3

 olarak ölçüldü (Tablo:4.3, 

Şekil 4.5). Yapılan istatistiksel analizler sonucunda kontrol grubu ile gama radyasyonu 

ve gama radyasyonu ile hipobarik stres koşullarının birlikte uygulandığı deney grupları 

arasında anlamlı bir fark bulunurken (p<0,01), tek başına hipobarik stres koşullarının 

uygulandığı deney grubu arasındaki farkın anlamlı olmadığı (p>0,05) belirlendi. Gama 

radyasyonu uygulanan deney grubu ile hipobarik stres koşullarının tek başlarına 

uygulandığı deney grupları arasında anlamlı bir fark bulunurken (p<0,01), tek başına 

gama radyasyonu ve gama radyasyonu ile hipobarik stres koşullarının birlikte 

uygulandığı deney grubu arasında anlamlı bir fark olmadığı tespit edildi (p>0,05). 

Ayrıca tek başına hipobarik stres koşullarının uygulandığı deney grubu ile gama 

radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının birlikte uygulandığı gruplar arasında anlamlı 

bir fark olduğu da belirlendi (p<0,01). 

Tablo 4.3: Kontrol,  gama radyasyonu, hipobarik stres koşulları, gama radyasyonu ile hipobarik 

stres koşullarının birlikte uygulandığı deney gruplarının 0 saat sonunda ölçülen absorbans 

ortalamaları (Aort) ve standart sapma (±SD) değerleri. 

Deney Grupları Absorbans Değerleri (570 – 690 nm) 

Aort    ±SD 

Kontrol 

Gama Radyasyonu 

Hipobarik Stres 

Gama Radyasyonu + Hipobarik Stres 

317,2x10-3 

266,4x10-3* 

301,2x10-3 

263,1x10-3* 

±0,04 

±0,03 

±0,03 

±0,01 

p<0,01: * (kontrole göre anlamlılık) 

 

Deney gruplarının 0 saatte saptanan sitotoksik aktivite değerlerinin % canlılıkları, 

kontrol grubu %100 kabul edilerek hesaplandı ve her bir deney grubu bu değere göre 

oranlandı. Tek başına gama radyasyonu uygulanan deney grubu için %84, tek başına 

hipobarik stres koşulları uygulanan deney grubu için %95, gama radyasyonu ile birlikte 
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hipobarik stres koşullarının uygulandığı deney grubu için ise %83 olarak tespit edildi 

(Şekil 4.6). 

 

 

Şekil 4.5: Gama radyasyonu ve hipobarik stres koşulları uygulanan HeLa hücre kültürlerinde 0 

saat deney süresinde tespit edilen sitotoksik aktivite değerleri. 

 

Şekil 4.6: Gama radyasyonu ve hipobarik stres koşulları uygulanan HeLa hücre 

kültürlerinde 0 saat deney süresi sonunda saptanan % canlılık değerleri. 

 

Gama radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının ayrı ayrı ve birlikte uygulanmasının 
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grubu için 494,1x10
-3

, tek başına gama radyasyonu uygulanan deney grubu için 

252,1x10
-3

, tek başına hipobarik stres koşulları uygulanan deney grubu için 356,5x10
-3

, 

gama radyasyonu ile hipobarik stres koşullarının birlikte uygulandığı deney grubu için 

ise 237,2x10
-3

 olarak ölçüldü (Tablo 4.4, Şekil 4.7). Yapılan istatistiksel analizler 

sonunda, kontrol grubu ile tüm deney grupları arasında anlamlı bir fark olduğu 

belirlendi (p<0,01). Ayrıca tek başına gama radyasyonu uygulanan deney grubu ile tek 

başına hipobarik stres koşullarının uygulandığı deney grubu arasında ve gama 

radyasyonu ile birlikte hipobarik stres koşullarının uygulandığı tüm deney grupları 

arasında da anlamlı bir fark olduğu belirlendi (p<0,01). Buna ek olarak tek başına 

hipobarik stres koşullarının uygulandığı deney grubu ve gama radyasyonu ile birlikte 

hipobarik stres uygulanan deney grubu arasında da istatistiksel açıdan anlamlı bir fark 

olduğu tespit edildi (p<0,01). 

Tablo 4.4: Kontrol,  gama radyasyonu, hipobarik stres koşulları, gama radyasyonu ve hipobarik 

stres koşullarının birlikte uygulandığı deney gruplarının 24 saat sonunda ölçülen 

absorbans ortalamaları (Aort) ve standart sapma (±SD) değerleri. 

Deney Grupları Absorbans Değerleri (570 – 690 nm) 

Aort    ±SD 

Kontrol 

Gama Radyasyonu 

Hipobarik Stres 

Gama Radyasyonu + Hipobarik Stres 

494,1x10-3 

252,1x10-3* 

356,5x10-3* 

237,2x10-3* 

±0,02 

±0,01 

±0,02 

±0,02 

p<0,01:* (kontrole göre anlamlılık) 

 

24 saat inkübasyon süresinin sonunda sitotoksik aktivite değerleri saptanan deney 

gruplarının % canlılıkları, kontrol grubu %100 kabul edilerek hesaplandı ve her bir 

deney grubu bu değere oranlandı. Tek başına gama radyasyonu uygulanan deney grubu 

için bu değer %51, tek başına hipobarik stres koşulları uygulanan deney grubu için 

%73, gama radyasyonu ile hipobarik stres koşullarının birlikte uygulandığı deney 

grubunda ise %48 olarak tespit edildi (Şekil 4.8). 
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Şekil 4.7: Gama radyasyonu ve hipobarik stres koşulları uygulanan HeLa hücre kültürlerinde 24 
saat inkübasyon süresi sonunda tespit edilen sitotoksik aktivite değerleri. 

 

 

Şekil 4.8: Gama radyasyonu ve hipobarik stres koşulları uygulanan HeLa hücre kültürlerinde 24 

saat inkübasyon süresi sonunda saptanan % canlılık değerleri. 
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4.3. MORFOLOJİK ETKİLER 

4.3.1. Faz Kontrast Mikroskobu 

Gama radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının ayrı ayrı ve birlikte uygulanmasının 

ardından 0 saatte meydana gelen morfolojik değişimlerin genel görünümü Şekil 4.9-

12’de gösterildi. Gama radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının ayrı ayrı ve birlikte 

uygulanmasının hemen ardından meydan gelen morfolojik etkilerin gama radyasyonu 

ile hipobarik stres koşullarının birlikte uygulandığı deney grubunda en fazla olduğu 

gözlendi. Tek başına gama radyasyonu uygulanan deney grubunda bu etkiler daha az 

görülürken, en az etki tek başına hipobarik stres koşullarının uygulandığı grupta 

meydana geldi. Deney gruplarında, kontrol grubundaki hücrelerde gözlemlenmeyen 

bazı morfolojik değişiklikler saptandı. Deney gruplarında hücrelerde vakuollerin 

oluştuğu, sitoplazmalarının granüllü olduğu ve gama radyasyonu ile hipobarik stres 

koşullarının birlikte uygulandığı deney grubunda hücrelerin küçüldüğü ve yüzeye 

tutunma yeteneklerinin azaldığı görüldü.   

 

 

Şekil 4.9: HeLa hücre kültürlerinde kontrol grubunun 0 saat deney süresi sonunda faz-kontrast 

mikroskobu görüntüsü (x200). 
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Şekil 4.10: HeLa hücre kültürlerinde tek başına gama radyasyonu uygulanan deney grubunun 0 

saat faz-kontrast mikroskobu görüntüsü (x200). 

 

 

Şekil 4.11: HeLa hücre kültürlerinde tek başına hipobarik stres koşulları uygulanan deney 

grubunun 0 saat faz-kontrast mikroskobu görüntüsü (x200). 
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Şekil 4.12: HeLa hücre kültürlerinde gama radyasyonu ve hipobarik stres koşulları uygulanan 

deney grubunun 0 saat faz-kontrast mikroskobu görüntüsü (x200). 

 

Ayrı ayrı ve birlikte uygulanan gama radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının HeLa 

hücre kültürlerinde 24 saat inkübasyon süresi sonunda meydana getirdiği genel 

morfolojik etkiler Şekil 4.13-16’da gösterildi. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

meydana gelen etki gama radyasyonu ile hipobarik stres koşullarının birlikte 

uygulandığı deney grubunda maksimum, tek başına hipobarik stres koşullarının 

uygulandığı deney grubunda ise minimum olduğu gözlendi. Kontrol grubu ile deney 

gruplarındaki hücrelerin morfolojik yapıları karşılaştırıldığında, tüm deney 

gruplarındaki hücrelerin kontrol grubundaki hücrelere oranla daha küçük ve 

sitoplazmalarının granüllü olduğu görüldü. Deney gruplarındaki hücrelerde vakuollerin 

bulunduğu, hücre membranında baloncuk şeklinde çıkıntıların bulunduğu, apoptotik ve 

nekrotik hücrelerin oluşmaya başladığı belirlendi. Ayrıca özellikle gama radyasyonu ile 

hipobarik stres koşullarının birlikte uygulandığı deney grubundaki hücrelerin yüzeye 

tutunma yeteneklerinin azaldığı görüldü. 
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Şekil 4.13: HeLa hücre kültürlerinde kontrol grubunun 24 saat faz-kontrast mikroskobu 

görüntüsü (x200). 

 

 

Şekil 4.14: HeLa hücre kültürlerinde tek başına gama radyasyonu uygulanan deney grubunun 
24 saat faz-kontrast mikroskobu görüntüsü (x200). 
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Şekil 4.15: HeLa hücre kültürlerinde tek başına hipobarik stres koşulları uygulanan deney 

grubunun 24 saat faz-kontrast mikroskobu görüntüsü (x200). 

 

 

Şekil 4.16: HeLa hücre kültürlerinde gama radyasyonu ve hipobarik stres koşulları uygulanan 

deney grubunun 24 saat faz-kontrast mikroskobu görüntüsü (x200). 
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4.3.2. Işık Mikroskobu 

HeLa hücre kültüründe, gama radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının ayrı ayrı ve 

birlikte uygulandıktan sonra, deney süreleri sonunda Giemsa boyama yapılan hücrelerde 

meydana gelen morfolojik değişiklikler ışık mikroskobunda görüntülendi (Şekil 4.17-

20, 0 saat; Şekil 4.21-24, 24 saat). 

 

0 saatte, tüm deney gruplarına ait hücrelerin sitoplazmalarında granülleşme, gama 

radyasyonu ve gama radyasyonu ile hipobarik stres koşullarının birlikte uygulandığı 

deney grubunda vakuol oluşumuna ek olarak nükleus parçalanması da görüldü.  

 

24 saat inkübasyon süresi sonunda kontrol grubundan farklı olarak, deney gruplarında 

hücrelerin sitoplazmasında granüllerin meydana geldiği, farklı büyüklükte vakuollerin 

bulunduğu, hücre şekillerinin bozulduğu, nükleus zarlarının parçalandığı ve gama 

radyasyonu ile hipobarik stres koşullarının birlikte uygulandığı deney grubunda bunlara 

ek olarak apoptotik/nekrotik hücrelerin oluştuğu gözlemlendi. 

 

 



46 

 

 

 

Şekil 4.17: HeLa hücre kültürlerinin kontrol grubunun 0 saatteki görüntüsü (Giemsa x1000). 

 

 

Şekil 4.18: Gama radyasyonu uygulanan HeLa hücre kültürlerinde 0 saatte saptanan morfolojik 

değişiklikler (Giemsa x1000). 

(     :Sitoplazmada granülleşme, vakuol oluşumu ve nukleus parçalanması) 
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Şekil 4.19: Hipobarik stres koşulları uygulanan HeLa hücre kültürlerinde 0 saatte morfolojik 

değişiklikler (Giemsa x1000). 

(       :Sitoplazmada granülleşme) 

 

Şekil 4.20: Gama radyasyonu ile hipobarik stres koşulları uygulanan HeLa hücre kültürlerinde 0 

saatte saptanan morfolojik değişiklikler (Giemsa x1000). 

(     :Sitoplazmada granülleşme, vakuol oluşumu ve nukleus parçalanması) 
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Şekil 4.21: HeLa hücre kültürlerinin kontrol grubunun 24 saat sonraki görüntüsü (Giemsa 
x1000). 

 

 

Şekil 4.22: Gama radyasyonu uygulanan HeLa hücre kültürlerinde 24 saat inkübasyon süresi 

sonunda saptanan morfolojik değişiklikler (Giemsa x1000). 

(      :Sitoplazmada vakuol oluşumu, granülleşme, hücre şeklinin bozulması) 
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Şekil 4.23: Hipobarik stres koşulları uygulanan HeLa hücre kültürlerinde 24 saat inkübasyon 

süresi sonunda saptanan morfolojik değişiklikler (Giemsa x1000). 

(      :Sitoplazmada granülleşme ve vakuol oluşumu) 

 

 

Şekil 4.24: Gama radyasyonu ile hipobarik stres koşulları uygulanan HeLa hücre kültürlerinde 

24 saat inkübasyon süresi sonunda saptanan morfolojik değişiklikler (Giemsax1000). 

(      :Nukleus zarının parçalanması, apoptotik/nekrotik hücre oluşumu) 



50 

 

 

4.4. GEN ANLATIMINDAKİ ETKİLER 

Gama radyasyonu ve hipobarik stres koşulları uygulamasının ardından deney grubu ve 

kontrol grubundaki hücrelerden 0 ve 24 saat inkübasyon süresi sonrasında total RNA 

izolasyonu yapılarak RNA miktarı belirlendi. Ardından hücre siklusunda görev yapan 

siklin A, siklin E, p21 ve  β-aktin genlerinin anlatımına RT-PCR yöntemi ile bakıldı. Elde 

edilen PCR ürünleri agaroz jele yüklenerek 90V’ta 1 saat yürütüldü. Siklin A, siklin E ve 

p21 genlerinin anlatım seviyeleri agaroz jel elektroforezinde kontrol grubuna göre deney 

grupları arasında karşılaştırıldı. 

 

0 saat grubunda, kontrol grubu hücrelerinde G1 fazında görevli olan siklin E ve G2 

fazında görevli olan siklin A genlerinin anlatım yaptığı saptandı. Tek başına gama 

radyasyonu uygulanan deney grubunda siklin A geninin anlatım seviyesinin kontrol 

grubuna ve diğer gruplara nazaran neredeyse yok seviyesinde azaldığı tespit edildi. Tek 

başına hipobarik stres koşulları uygulanan deney grubunda ve gama radyasyonu ile 

birlikte hipobarik koşullar uygulanan deney grubunda sadece siklin A geninin anlatım 

yaptığı ve kontrol grubuna göre anlatım seviyesinin azaldığı görüldü (Şekil 4.25). 
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Şekil 4.25: HeLa hücrelerinde deney gruplarına göre 0 saat sonunda siklin genlerinin 

anlatımlarının agaroz jel elektroforezi görüntüleri (A:Kontrol grubu, B:Gama radyasyonu, 

C:Hipobarik stres koşulları, D:Gama radyasyonu+hipobarik stres koşulları; 1:p21, 
2:Siklin A, 3:Siklin E, 4:β-aktin). 

 

24 saat grubundaki hücrelerde ise bu genlerin anlatım seviyelerine bakıldığında, kontrol 

grubunda özellikle siklin A geninin anlatım seviyesinin her 3 deney grubunda da 

düştüğü saptandı. Ayrıca bu düşüşün 0 saat grubundakilere oranla daha fazla olduğu 

belirlendi (Şekil 4.26). 
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Şekil 4.26: HeLa hücrelerinde deney gruplarına göre  24 saat sonunda siklin genlerinin 

anlatımlarının agaroz jel elektroforezi görüntüleri (A:Kontrol grubu, B:Gama radyasyonu, 

C:Hipobarik stres koşulları, D:Gama radyasyonu+hipobarik stres koşulları; 1:p21, 
2:Siklin A, 3:Siklin E, 4:β-aktin). 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Bu çalışmada, kanserin tedavisinde oldukça sık kullanılmakta olan gama radyasyonu ve 

çağımızda yeni bir çalışma alanı olan hipobarik stres koşullarının, insan serviks 

karsinomu kökenli HeLa hücre kültürleri üzerindeki sitotoksik etkisi ve ayrıca hücre 

siklusunu düzenleyen genlerin anlatımlarına etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. 

Ayrıca gama radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının ayrı ayrı ve birlikte 

uygulanması sonucu meydana gelen etkilerin hücresel ve moleküler seviyede 

karşılaştırılması da hedeflenmiştir. Deneylerde, HeLa hücre soyu üzerinde gama 

radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının ayrı ayrı ve birlikte uygulanması ile meydana 

gelen sitotoksik etkiler, hücre kinetiği parametrelerinden MTT yöntemi, hücre siklusunu 

düzenleyen genlerin anlatım seviyeleri moleküler biyoloji yöntemlerinden RT-PCR 

yöntemi ile araştırılmıştır. Hücrelerin morfolojik yapılarında meydana gelen 

değişiklikler ise, faz kontrast mikroskobu ve ışık mikroskobunda giemsa boyama ile 

gösterilmiştir. 

 

Kanserin tedavisinde oldukça sık kullanılan yöntemlerden biri olan gama radyasyonu, 

hücrelerde doğrudan DNA hasarına neden olabilmekte (Hall, 1988) ve gama 

radyasyonu gibi iyonizan radyasyona maruz kalan hücrelerin hücre siklusu fazlarında 

gecikmeler meydana gelmektedir (Kastan ve Bartek, 2004). Bu gecikmeler, hücre 

siklusunda görev yapan çeşitli siklinler ve bu siklinlere bağlanan CDK’lar aracılığı ile 

kontrol noktalarında oluşmaktadır. 

 

Son yıllarda yeni bir çalışma alanı olan hipobarik stres koşulları atmosferik basınca 

bağlı olarak düşük oksijen koşulları olarak tanımlanmaktadır. Hücrelerde meydana 

gelen hipoksi, radyasyon direncini arttırmasına rağmen, hücrelerde oksidatif strese 

neden olmakta (Vats ve diğ., 2008) ve bunun sonucu olarak da hücrelerde çeşitli 

makromoleküllerde hasarlar oluşmaktadır. Hücrelerin hipoksiye maruz kalma süresi, 
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hücre bölünmesinin yavaşlamasında ya da hücrelerde apoptotik sürecin oluşmasında 

önem taşımaktadır. Ayrıca ortamın oksijen koşullarındaki farklılıklar da hücrenin 

cevabında rol oynamaktadır. 

 

Çalışmamızda HeLa hücre kültürlerine uygulanacak IC50 gama radyasyonu dozunun 

belirlenmesi amacıyla, 5 farklı gama radyasyonu dozu uygulanmış ve meydana gelen 

sitotoksik etki MTT yöntemi ile tespit edilmiştir. Deneylerimizde 24 saat inkübasyon 

süresi sonunda IC50 dozu 32 Gy olarak saptanmıştır (Tablo 4.1-2, Şekil 4.1-4). 

 

Sawant ve diğ. (1999), 0 Gy, 10 Gy, 20 Gy ve 40 Gy gama radyasyonu ile (Doz hızı: 

1,1 Gy/dk) HeLa hücreleri üzerinde yaptıkları çalışma sonucunda, hücrelerde 0 saatte 

40 Gy gama radyasyonu uygulamasının ardından tripan mavisi yöntemi ile %80 canlılık 

saptarlarken, 24 saatte kontrol grubunu %100 kabul ederek, 10 Gy için %90, 20 Gy için 

%80 ve 40 Gy için %60 canlılık oranı saptamışlardır. Bu oran ışınlamanın ardından 6. 

günde 40 Gy için %10’a düşmüştür. Eriksson ve diğ. (2007) çeşitli gama radyasyonu 

(Doz hızı: 0,45 Gy/dk) uyguladıkları HeLa hücreleriyle yaptıkları çalışmada, 20 Gy 

radyasyon dozunu uyguladıkları deney grubunun 7,5 gün sonunda absorbans değerinin 

0’a yaklaştığını bildirmişlerdir. Wang ve diğ. (2010) HeLa hücreleri ile yaptıkları 

çalışmada 4 Gy gama radyasyonu dozunun, 5. günde %27,3 oranında hücre 

inhibisyonuna neden olduğunu WST-1 yöntemi ile göstermişlerdir. 

 

Deneylerimizde IC50 dozu olarak kullandığımız 32 Gy gama radyasyonu dozu yukarıda 

bahsedilen çalışmalarla paralellik göstermekle birlikte, IC50 dozunun daha düşük 

bulunduğu (Karthikeyan ve diğ., 2011) başka çalışmalar da bulunmaktadır. Bunun, 

çalışmamızda ve yukarıda bahsedilen çalışmalarda kullanılan gama radyasyonu 

kaynağının doz hızının düşük olmasından kaynaklanabileceği; ışınlamadan sonra 2 gün 

veya daha uzun süreler beklenildiği takdirde IC50 dozunun düşebileceği 

düşünülmektedir. Ancak, çalışmamızda hipobarik stres koşullarının da uygulanabilmesi 

açısından 1 gün (HeLa hücreleri için 1 hücre siklusu süresi ~19-21 saat) beklenmiştir. 
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Ayrıca çalışmada varılan sonuçlar HeLa hücrelerinin radyasyona karşı direncinden 

dolayı, serviks kanserinde radyoterapinin cerrahi müdaheleden sonra yapılması 

durumunu desteklemektedir. 

 

Krtolica ve diğ. (1996) insan ovaryum karsinoması kökenli OW-1, SAU ve SKA hücre 

soyları üzerinde yaptıkları deneylerde, SKA ve OW-1 hücrelerinin hipoksi etkisi sonucu 

hücre siklusunda G1 ya da G1/S kontrol noktasında durduklarını göstermişlerdir. Özcan 

Arıcan ve diğ. (2011) HeLa hücreleri üzerinde yaptıkları çalışmada, hipoksinin 

hücrelerde meydana getirdiği anti-proliferatif etkinin uygulama zamanına bağlı olarak 

arttığını bildirmişlerdir. Hücrelerin çoğalma hızında anlamlı bir azalma görülürken, 

buna paralel olarak apoptotik indeks değerlerinde anlamlı artış görüldüğü saptanmıştır. 

 

Tez çalışmamızda ayrı ayrı ve birlikte uygulanan gama radyasyonu ve hipobarik stres 

koşullarının zamana bağlı olarak sitotoksik etkileri değerlendirilmiştir. Bu amaç 

doğrultusunda MTT yöntemi kullanılmış ve kontrol grubunun %100 olduğu kabul 

edilerek, deney gruplarının % canlılık oranları belirlenmiştir. Bunun sonucunda 0 saatte 

tek başına gama radyasyonu uygulanan deney grubunun canlılık oranı %84 (kontrole 

göre anlamlılık, p<0,01), tek başına hipobarik stres koşullarının uygulandığı grupta bu 

değer %95 (p>0,05), gama radyasyonu ile birlikte hipobarik stresin uygulandığı grupta 

ise %83 (p<0,01) olarak ölçülmüştür. Deney gruplarının birbirleri ile olan 

anlamlılıklarına bakıldığında, gama radyasyonu ile hipobarik stres koşullarının birlikte 

uygulandığı deney grubuyla, tek başına hipobarik stres koşullarının uygulandığı deney 

grubu arasında anlamlı bir fark bulunduğu (p<0,01), ancak tek başına gama radyasyonu 

uygulanan deney grubu ile arasında bir fark olmadığı (p>0,05) belirlenmiştir. Ayrıca tek 

başına gama radyasyonu ve tek başına hipobarik stres koşullarının uygulandığı deney 

grubu arasında anlamlı bir fark olduğu tespit edilmiştir (p<0,01). 24 saat sonunda tek 

başına gama radyasyonu uygulanan deney grubunda canlılık oranı %51 iken (p<0,01), 

tek başına hipobarik stres koşullarının uygulandığı deney grubunda %73 (p<0,01), gama 

radyasyonu ile hipobarik stres koşullarının birlikte uygulandığı deney grubunda ise %48 

(p<0,01) olarak ölçülmüştür. Deney grupları arasında yapılan istatistiksel analizler 

sonucu, gama radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının birlikte uygulandığı deney 
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grubu ile tüm deney grupları arasında, tek başlarına gama radyasyonu ve hipobarik stres 

koşulları uygulanan deney grupları arasında anlamlı bir farkın ortaya çıktığı 

saptanmıştır (p<0,01). Deneyler gerçekleştirildikten sonra her iki inkübasyon süresinin 

sonunda da meydana gelen sitotoksik etkinin en fazla gama radyasyonu ile hipobarik 

stres koşullarının birlikte uygulandığı deney grubunda gerçekleştiği saptanmış, en az 

sitotoksik etkinin ise tek başına hipobarik stres koşullarının uygulandığı deney 

grubunda meydana geldiği belirlenmiştir (Tablo 4.3-4). Tüm deney gruplarının içinde 

maksimum sitotoksik etkinin 24 saat inkübasyon süresi sonunda gama radyasyonu ve 

hipobarik stresin birlikte uygulandığı deney grubunda meydana geldiği saptanmıştır. 

Sonuç olarak, gama radyasyonunun, hipobarik stres koşulları ile birlikte 

uygulanmasının hücrelerde meydana gelen sitotoksik etkiyi arttırdığı ve ayrıca bu 

etkinin hücrelerde meydana gelen morfolojik değişiklikler ile paralellik gösterdiği de 

saptanmıştır. 

 

Çalışmamızda, HeLa hücre kültürlerine gama radyasyonu ile hipobarik stres 

koşullarının ayrı ayrı ve birlikte uygulandığı deney gruplarında meydana gelen 

morfolojik değişiklikler, kontrol grubuyla karşılaştırılarak tespit edilmiştir. Faz kontrast 

mikroskobu ile yapılan incelemelerde, 0 saat deney gruplarındaki hücrelerin 

sitoplazmalarında granülleşme, vakuol oluşumu ve gama radyasyonu ile birlikte 

hipobarik stres koşullarının uygulandığı deney grubunda hücrelerin küçüldüğü ve 

yüzeye tutunma yeteneklerinin azaldığı gözlemlenmiştir (Şekil 4.9-12). Faz kontrast 

mikroskobu ile yapılan gözlemlerde, 24 saat inkübasyon süresi sonunda ise, deney 

gruplarında hücrelerin küçüldüğü, sitoplazmalarının granüllü olduğu ve 

apoptotik/nekrotik hücre oluşumlarının başladığı görülmüştür. Buna ek olarak, özellikle 

gama radyasyonu ile hipobarik stres koşullarının birlikte uygulandığı deney grubundaki 

hücrelerin tutunma yeteneklerinin azaldığı saptanmıştır (Şekil 4.13-16). Işık 

mikroskobunda giemsa boyama ile yapılan incelemelerde, 0 saatte tüm deney 

gruplarındaki hücrelerin sitoplazmasında granülleşme, tek başına gama radyasyonu 

uygulanan deney grubunda buna ek olarak vakuol oluşumu ve nükleus parçalanması 

tespit edilmiştir (Şekil 4.17-20). 24 saat inkübasyon süresi sonunda deney gruplarındaki 

hücrelerin sitoplazmasında granülleşme, vakuol oluşumu ve apoptotik/nekrotik hücre 

oluşumu görülmüştür. (Şekil 21-24). 
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Mirzaie-Joniani ve diğ. (2002) HeLa hücreleri üzerinde gama radyasyonu ile yaptıkları 

çalışmada, apoptotik hücrelerin varlığını, bunun yanında kondanse, parçalanmış 

DNA’ya sahip apoptotik hücrelerin olduğunu da saptamışlardır. Niciforovic ve diğ. 

(2004) yaptıkları çalışmada, Co-60 ile ışınladıkları HeLa hücrelerinde, apoptotik ve 

nekrotik hücrelerin oluştuğunu rapor etmişlerdir. Deneylerimizde HeLa hücrelerinde 

gözlemlemiş olduğumuz morfolojik değişiklikler bu çalışmalar ile paralellik 

göstermektedir. 

 

O’Connell ve diğ, (1998), HSG hücreleri üzerinde radyasyonla yaptıkları çalışmada, 

hücrelere gama radyasyonu uygulandıktan sonra G0/G1 fazındaki hücrelerin arttığını, S 

ve G2/M fazındaki hücrelerin azaldığını göstermişlerdir. Wang ve diğ., (2000) yaptıkları 

çalışmada, gama radyasyonunun neden olduğu DNA hasarını takiben, gama 

radyasyonunun MKK6-p38γ kaskadının aktivasyonunu sağladığı ve p38γ’nın gama 

radyasyonunun neden olduğu G2 yakalanmasında rolü olduğu gösterilmiştir. Vucic ve 

diğ., (2006) DU145 hücrelerine Co-60 gama radyasyonu uygulayarak yaptıkları 

çalışmada, radyasyon dozuna bağlı olarak hücrelerde sitotoksisitenin arttığını 

göstermişlerdir. DU145 hücrelerinin gama radyasyonuna maruz kaldıktan sonra G2/M 

kontrol noktasında durdukları rapor edilmiştir. G2/M kontrol noktasındaki birikmenin, 

20 Gy gama radyasyonu uygulanmasının ardından 72 saatlik deney süresi sonunda en 

belirgin seviyeye ulaştığı bildirilmiştir. Ahmadianpour ve diğ. (2013) gama radyasyonu 

uygulanan jurkat hücreleri ile yaptıkları çalışmada, hücrelerin G2 fazında durduklarını 

göstermişlerdir. Ayrıca G2 fazında duran hücrelerden bazılarının da apoptoza 

uğradıklarını saptamışlardır. Niu ve diğ. (2013), BER’de görevli olan DNA tamir 

proteini XRCC1 bulunmayan HepG2 hücrelerinde yaptıkları çalışmada, hücrelere gama 

radyasyonu uyguladıktan sonra, XRCC1 proteini bulunmayan HepG2 hücrelerinde, 

normal HepG2 hücreleri ile karşılaştırıldığında G2/M fazındaki hücrelerde büyük bir 

artış olduğu gösterilmiştir. 

 

Çalışmamızda, gama radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının ayrı ayrı ve birlikte 

uygulandığı HeLa hücrelerinde 0 ve 24 saat inkübasyon süresi sonunda hücre siklusunu 



58 

 

 

düzenleyen genlerden siklin A, siklin E ve p21 genlerinin anlatımına RT-PCR yöntemi 

ile bakılmıştır.  

 

Brugarolas ve diğ., (1995) radyasyonla uyarılan hücre siklusu durmasında p21’in 

önemini araştırmışlardır. p21
-/-

 MEF hücrelerine, gama radyasyonu uygulanmış ve bunu 

takiben hücrelerin G1 fazında durdukları görülmüştür. Fujii ve diğ., (1999) yaptıkları 

çalışmada, normal hücreler G0/G1 ve G2/M fazlarının hepsinde dururken, NBCCS’den 

elde edilmiş hücrelerin gama radyasyonu uygulandıktan sonra G2/M fazında 

biriktiklerini rapor etmişlerdir. Gama radyasyonu uygulamasından sonra görülen 

apoptotik hücrelerin NBCCS hücrelerinde daha küçük olduğu saptanmıştır. NBCCS 

hücrelerinde p27 anlatım seviyesinin, gama radyasyonu uygulanmasından sonra önemli 

derecede düştüğü gözlenirken, normal hücrelerde ve NBCCS hücrelerinde p53, p21 ve 

pRb anlatımlarının değişiklik göstermediği bildirilmiştir. Green ve diğ. (2001) yaptıkları 

çalışmada, MEF hücrelerine çeşitli şiddetlerde hipoksi uygulayarak, hücre siklusuna 

etkisini gözlemlemişlerdir. %1 oksijen konsantrasyonunda 24 ve 48 saatlik deney 

süreleri sonunda hücre siklusunda herhangi bir inhibisyon gözlenmemiştir. 24 saatlik 

deney grubunda S fazının uzadığı belirlenmiştir. 48 saatlik deney grubunda S fazının 

hafifçe düştüğü ancak kontrol grubu ile deney grupları arasında önemli bir farka 

rastlanmadığı bildirilmiştir. %0,1’lik oksijen konsantrasyonu uygulanan hücrelerin de 

hücre sikluslarında bir değişiklik görülmemiştir. Ayrıca hücrelerde p21 ve p27 protein 

seviyelerinin değişmemiş olduğu gözlemlenmiştir. Box ve Demetrick (2004) 

çalışmalarında, hipoksinin farklı hücre soylarındaki cevaplarını incelemişlerdir. 

Çalışmalarında HeLa, HTB-30, HMEC gibi hücre soylarının, hipoksiye maruz 

kalmalarından 6 ile 12 saat arasında değişen süreler sonunda G1/S fazı kontrol 

noktalarında durdukları gösterilmiştir. Hep3B ve HMEC hücre soylarında p21 

proteininin kaybı görülürken; HeLa, HTB-30 hücre soylarında bu kayıp saptanmamıştır.  

 

Adachi ve diğ. (2001) kardiyomiyosit hücreleri üzerinde yaptıkları çalışmalarında, 

hipoksinin hücre siklusunda görev yapan siklin A, siklin E, siklin B proteinlerinin 

anlatımlarındaki etkileri incelenmiştir. Siklin B ve siklin E protein seviyelerinde çok 

büyük bir değişiklik gözlenmezken, siklin A seviyesinde artış olduğu görülmüştür. 
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Ancak miyosit olmayan hücrelerde siklin A seviyesinin kontrol grubuna göre hafifçe 

düştüğü saptanmıştır. Mazumder ve diğ. (2002) radyasyon uygulanan hücrelerde siklin 

E’nin proteolitik kırılması ile ilişkili kinaz aktiviteleri üzerindeki etkisini 

incelemişlerdir. Gama radyasyonu uygulanan IM-9 ve U-266 hücrelerinde, siklin E 

aktivitesinin zamana bağlı olarak azaldığı rapor edilmiştir. Cariveaua ve diğ. (2006) 

radyasyon uyguladıkları NIH/3T3 fibroblast hücre soylarında yaptıkları deneylerde, 

siklin E cevabının gama radyasyonunun dozuna bağlı olarak değiştiğini bildirmişlerdir. 

Ayrıca siklin E baskılanmasının p21 bağımlı olduğu gösterilmiştir. Radyasyon 

uygulanmasını takiben siklin A seviyesinde düşme olduğu saptanmıştır. 

 

Deneylerimizde, 0 saatte gama radyasyonu uygulanan deney grubunda ve hipobarik 

stres koşulları uygulanan deney grubunda sadece siklin A geninin anlatım yaptığı 

görülmüştür. Gama radyasyonu ile birlikte hipobarik koşullar uygulanan deney 

grubunda ise, p21 ve siklin A genlerinin anlatım yaptığı saptanmıştır. 24 saat deney 

gruplarında, kontrol grubuna göre siklin A geninin anlatımının çok daha düşük düzeyde 

olduğu belirlenmiştir. Siklin E ve p21 genlerinin anlatımının olmadığı görülmüştür 

(Şekil 25, 26). Bu bağlamda çalışmamızda değerlendirdiğimiz parametreler ışığında 

planlanacak olan ileri çalışmaların senkron kültürler ile yapılması ve daha kapsamlı 

parametreler ilave edilmesi durumunda geniş çapta değerlendirilmeler yapılabilecektir.  

 

Bu çalışmada varılan sonuçlar, gama radyasyonu ve hipobarik stres koşullarının birlikte 

ve ayrı ayrı HeLa hücreleri üzerine uygulandığında meydana getirdiği sitotoksik etki ve 

bununla birlikte hücre siklusu üzerindeki etkilerinin belirlenmesi, hücre siklusunda 

görev yapan çeşitli siklin ve CKI genlerinin anlatımına bakılması sonucu, moleküler 

mekanizmada rol oynayan genlerin anlatımlarının araştırılarak literatürde ilk kez ortaya 

konması açısından oldukça önem taşımaktadır. HeLa hücrelerine, gama radyasyonunun 

hipobarik stres koşulları ile birlikte uygulandığında meydana gelen sitotoksik etkisinin 

tesbiti ve 24 saat sonunda gama radyasyonu ile hipobarik stres koşullarının birlikte 

uygulandığı deney grubunda siklin A geninin anlatımının kontrol grubuna göre 

maksimum oranda düştüğünün gösterilmesi bu bağlamda yapılan çalışmalar arasında bir 

ilki teşkil etmektedir.  
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Günümüzde kanser, oldukça sık rastlanan bir hastalık olarak karşımıza çıkmaktadır. 

Kanser hastalığının tedavisinde kanser hücrelerinin yok edilmesi asıl amaç olarak 

belirlenmektedir. Bu yüzden hücre siklusunun mekanizmaları ve hücre siklusunda görev 

yapan moleküller ve kontrol noktalarının bilinmesi, tedavinin etkinliğinin artmasını 

sağlamaktadır. Bu bağlamda çalışmamızda, kanser hastalığının tedavisinde oldukça sık 

kullanılan gama radyasyonunun ve bununla kombine olarak kullanılabileceği düşünülen 

hipobarik stres koşullarının hücresel ve moleküler düzeyde etkilerinin ortaya konmuş 

olması, kanser tedavisinde etkinliğin artması ve çığır açacak yeni tedavilerin 

geliştirilmesi açısından büyük önem taşımaktadır. 
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