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ÖNSÖZ 
 

 

 Hayat tıpkı coĢkun bir nehir gibi hızla akıp gidiyor ve bu arada farkında olmadan 

yıllar da geçiyor. Çok uzun zamandır tamamlamak için üzerinde çalıĢtığım, çaba 

harcadığım Doktora tezim sonunda bitti. Hayatımdaki en önemli dönemleri bu tez 

devam ederken yaĢadım, kaybettiklerim ve kazandıklarım hep bu süreçte gerçekleĢti. Ve 

hayat bir yandan devam ederken, bu Doktora tezi de büyüdü, geliĢti, Ģekillendi ve son 

olarak elinizdeki hale geldi. Akademik yolun ne kadar zorlu bir yol olduğunu da, iyi ve 

kötü türlü deneyimler yaĢayarak yine bu süreçte öğrendim. Ve Ģu anda biliyorum ki her 

ne kadar bu tez bitmiĢ olarak sizin elinizde olsa da, benim için hiç bitmeyecek. Çünkü 

çalıĢmak, öğrenmek ve denemek istediğim Ģeylerin sadece çok küçük bir kısmını bu tez 

kapsamında yapabildim. Daha yolumun çok uzun olduğunun farkındayım. En büyük 

dileğim ise yaptığım bu çalıĢmanın insanlığa küçük de olsa bir katkısı olması ve fayda 

sağlamasıdır. 

 

 Her zaman güler yüzlü ve pozitif olmasıyla örnek aldığım, sadece çalıĢmalarım 

sırasında değil her konuda bana yardımcı olarak deneyimleriyle yol gösteren, sorularımı 

asla yanıtsız bırakmayan ve bu çalıĢmanın sonlandırılmasında desteğini hiçbir zaman 

esirgemeyen sevgili danıĢmanım Prof. Dr. Nazlı ARDA’ya tüm kalbimle teĢekkür 

ederim. ÇalıĢmamın son aĢamasında laboratuvarlarını açarak her türlü desteği veren ve 

bana yeni bir vizyon kazandıran Prof. Dr. Alastair AITKEN’e çok teĢekkür ederim. 

Bu tezin geliĢmesinde ve Ģekillenmesinde değerli fikir ve katkılarıyla bana yol gösteren 

hocalarım Prof.Dr.Avni KURU ve Prof.Dr.Dilek KAZAN’a teĢekkürü borç bilirim. 

Ayrıca tezimin hemen hemen tüm aĢamalarını yürüttüğüm Bölümümüzün baĢta Bölüm 

BaĢkanı Prof.Dr.Güler TEMĠZKAN olmak üzere, tüm Öğretim Üyelerine teĢekkür 

ederim. Ve son olarak bu tezin her aĢamasında bana yardımcı olan, akĢam geç saatlere 

kadar çalıĢırken bana eĢlik eden ve manevi desteklerini her zaman hissettiğim tüm 

dostlarıma, özellikle AraĢ.Gör.Murat PEKMEZ ve AraĢ.Gör.Özlem EROL-DAYI’ya 

çok teĢekkür ederim.  

 

Beni bugünlere getiren, tüm hayatım boyunca bana her konuda destek olan ve 

ilgisini bir an olsun eksiltmeyen Anne ve Babama varlıklarıyla bana huzur verdikleri 

için teĢekkür ederim. Bu tez süresince her zaman yanımda olan, onlardan çaldığım ve 

çalıĢmalarım için harcadığım tüm zamanlar için büyük anlayıĢ gösteren ve beni her 

konuda sonuna kadar destekleyen EĢim Ali UÇAR’a ve Oğlum Mehmet Alp UÇAR’a 

sonsuz teĢekkürlerimi sunarım.                             

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekim 2009       Evren ÖNAY-UÇAR 
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EGF   : Epidermal büyüme faktörü (“Epidermal Growth Factor”) 

EGFR    : Epidermal büyüme faktörü reseptörü (“Epidermal Growth Factor  

        Receptor”) 

EtOH   : Etanol 

FBS   : Fetal sığır serumu (“Fetal Bovine Serum”)  

Grp78   : Glukoz-düzenleyici protein 78 (“Glucose Regulated Protein 78”,  

  BiP) 

GSH   : Glutatyon  
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H3PO4   : Fosforik asit 

Hap   : Hsc70-aksesuar proteini (“Hsc70-accessory protein”) 

HCl   : Hidroklorik asit 

Hip   : Hsc70-etkileĢimli protein (“Hsp70-interacting protein”) 

HO-1   : Hem oksigenaz 

Hop   : Hsc70-düzenleyici protein (“Hsp70-organizing protein”)  

HRPO    : Yaban turpu peroksidazı 

Hsc   : Isı Ģoku kognatı (akrabası) (“Heat shock cognate”) 

HSE   : Isı Ģoku elementi (“Heat shock element”) 

HSF   : Isı Ģoku transkripsiyon faktörü (“Heat shock factor”) 

Hsp   : Isı Ģoku proteini (“Heat shock protein”) 

IC50   : Canlı hücre sayısını %50 düĢüren ekstre konsantrasyonu 

IL-1   : Ġnterlökin  

Isı Ģoku  : Yüksek sıcaklık (42
o
C) ile strese sokulan grup 

Kontrol  : 37
o
C sıcaklıkta tutulan kontrol grubu  

MALDI-TOF MS : Matriks destekli lazer dezorpsiyon/iyonizasyon-uçuĢ süresi kütle  

       spektrometrisi (“Matrix-assisted laser desorption/ionization-time  

  of flight mass spectrometry”)  

MAPK   : Mitojen tarafından aktive edilen protein kinaz (“Mitogen- 

  Activated Protein Kinase”) 

MeOH   : Metanol  

ML I   : Lektin I (Viscumin) 

ML II    : Lektin II 

ML III   : Lektin III  

ML IV   : Lektin IV (ViscalbCBA) 

mtHsp75   : Mitokondriyal ısı Ģoku proteini (“mitochondrial 75-kDa heat  

      shock protein”) 

MTT   : 3-(4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolyum) 

NF-B   : Nüklear faktör kappa B (“Nuclear Factor kappa B”) 

NH4HCO3  : Amonyum bikarbonat  

PBS    : “Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline” 

PDTC   : Pirolidin ditiyokarbamat 
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Phen   : 1,10-fenantrolin 

pI   : Ġzoelektrik nokta 

PKC   : Protein kinaz C  

PMSF    : Fenilmetilsülfonil florür 

PVDF   : Polivinilidin diflorür 

ROS   : Reaktif oksijen türleri (“Reactive Oxygen Species”) 

SDS   : Sodyum dodesil sülfat 

SDS-PAGE  : Denatüre Jel Elektroforezi (Sodyum Dodesil Sülfat  

  Poliakrilamid Jel Elektroforezi)  

TFA   : Trifloroasetik asit  

TNF   : Tümör nekroz faktörü (“Tumor Necrosis Factor”) 

VE   : Viscum ekstresi uygulanmıĢ grup 

VE+Isı Ģoku  : Viscum ekstresi ve yüksek sıcaklık (42
o
C) uygulaması yapılan  

  grup 

VT 1-PS  : Viskotoksin 1-PS 

VT A1   : Viskotoksin A1  

VT A2   : Viskotoksin A2  

VT A3   : Viskotoksin A3  

VT B    : Viskotoksin B  
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ÖZET 
 

Viscum album EKSTRESĠNĠN C6 SIÇAN GLĠOMA HÜCRELERĠNDE 

STRES PROTEĠNLERĠNĠN ANLATIMI ÜZERĠNE ETKĠSĠ 

 
 Pek çok kanser türünde olduğu gibi, beyin tümörlerinde de bazı stres 

proteinlerinin anlatımında artıĢ olduğu bilinmektedir. Özellikle Hsp27 ve Hsp70’deki 

bu artıĢ, kanser hücrelerini tedaviye daha dirençli hale getirmektedir. Son yıllarda       

14-3-3 proteininin bazı formlarının da çeĢitli kanser türlerinde benzer bir etki gösterdiği 

bulunmuĢ ve bu nedenle 14-3-3 proteinleri de stres proteini olarak kabul edilmiĢlerdir. 

Stres proteinlerinin anlatımının baskılanması tedavi sürecine olumlu katkı 

sağladığından, bu tip proteinler yeni ilaç geliĢtirme çalıĢmalarında hedef haline 

gelmiĢtir. 

 

Bazı antioksidanların Hsp anlatımını baskıladığı bilinmektedir. Bu bağlamda, 

kanser tedavisinde destekleyici olarak kullanılan Viscum album bitkisinin de benzer bir 

etki gösterme potansiyeli bulunmaktadır. Bu yarı parazit bitkinin, ıhlamur ağacı 

üzerinden toplanmıĢ alttürü (V. album ssp. album) metanolde çözünen antioksidanlar 

açısından oldukça zengindir.   

 

Bu çalıĢmanın ana hedefi, V. album ssp. album metanol ekstresinin, beyin 

tümörleri modeli olarak kullanılan C6 sıçan glioma hücrelerindeki stres proteinlerinin 

anlatımı üzerine etkisini belirlemek ve bu bitkinin kanser tedavisinde kullanımına 

iliĢkin moleküler deliller elde etmektir. ÇalıĢmada öncelikle, beyin tümörlerinde 

anlatımı artan Hsp27, Hsp70 ve 14-3-3 stres proteinleri araĢtırılmıĢtır.   

 

ÇalıĢmanın ilk aĢamasında, metanol ekstresinin hücre canlılığı üzerindeki etkisi 

incelenmiĢtir. Sitotoksisite analizlerinin sonuçlarına göre, hücreler üzerinde herhangi bir 

toksik ya da proliferatif etki göstermeyen ekstre konsantrasyonunun 100 g/ml olduğu 

bulunmuĢ ve çalıĢmanın her aĢamasında hücrelere, bu dozda ekstre uygulanmıĢtır. 

Ekstre uygulamasının çözünebilir protein profilini nasıl etkilediği 1- ve 2-boyutlu 

elektroforez (1- ve 2-DE) teknikleriyle ortaya konulmuĢtur. Tek boyutlu jellerde 

ayrıĢtırılmıĢ proteinler, Western blot tekniği ile membrana aktarılarak, Hsp27, Hsp70 ve 

14-3-3 proteinlerine özgü antikorlarla iĢleme sokulmuĢtur. Bu analiz sonuçlarına göre, 

Viscum album ekstresi yüksek sıcaklıkla indüklenen 14-3-3 ,  ve  formlarının 

anlatımını etkilememekte, Hsp27 ile 14-3-3 β ve  formlarının anlatımlarını 

indirgemekte ve Hsp70 anlatımını indüklemektedir.   

 

2-DE ile ayrıĢtırılan proteinler, gümüĢ nitratla boyanarak jel görüntüleme 

sistemi aracılığıyla karĢılaĢtırılmıĢtır. DeğiĢik örneklerde bazı farklılıklar gösteren 

yaklaĢık 700 spot belirlenmiĢtir. ÇalıĢmalar hedef stres proteinlerine odaklanılarak 

sürdürülmüĢtür. MALDI-TOF MS analizi ile uyumlu boya ile boyanmıĢ 2-D jellerden 

kesilen toplam 20 spottan 13 tanesi MASCOT veri tabanında eĢleĢtirilmiĢtir. Bu 13 

proteine ait peptid kütle parmakizi spektrumları, Mowse skorları ve olası dizi eĢleĢme 

sonuçları birlikte değerlendirildiğinde, ısı Ģoku ile indüklenen 5 proteinin sıçanlardaki 

Hsp70’lerle eĢleĢtiği gözlenmiĢtir. Bu proteinler Grp75 prekürsörü, Hsp72-ps1 (Hsp70), 

Hsc70, Hsc71 ve mitokondriyel Grp75’tir. Kalitatif veriler sHSP ailesinin bir üyesi olan 
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beta-kristalin A1’in de indüklendiğine iĢaret etse de, bu protein için elde edilen Mowse 

skoru oldukça düĢüktür.   

 

Sonuç olarak, Viscum album metanol ekstresinin, beyin tümörlerinde anlatımı 

belirgin Ģekilde artan stres proteinlerinden özellikle Hsp27, 14-3-3 ve 14-3-3 ’yı 

baskılamak amacıyla kullanılabilme potansiyeli olduğu anlaĢılmıĢtır. Bununla birlikte 

Hsp70 indüksiyonu dikkate alınmalıdır.  

 

Bu çalıĢmada elde edilen veriler, Viscum album metanol ekstresinin kimyasal 

içeriği ve etkime mekanizmasına iliĢkin yeni araĢtırmaların önünü açmıĢtır.  
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SUMMARY 
 

EFFECT OF Viscum album EXTRACT ON THE EXPRESSION OF  

STRESS PROTEINS IN C6 RAT GLIOMA CELLS 

 

It is known that expression of some stress proteins are elevated in brain tumors, 

as in many cancer types. Especially, the increase in the expression of Hsp27 and Hsp70 

make the cancer cells more resistant to the treatment. In recent years, it has been found 

that some forms of 14-3-3 protein have also similar effect on various cancer types and 

therefore, 14-3-3 proteins are approved as stress proteins. This type of proteins become 

targets in new drug development studies since suppressing the expression of stress 

proteins supports the treatment process.  

 

It is known that some antioxidants suppress Hsp expression. In this sense, 

Viscum album that is used as a supplement in cancer treatment, might have a potential 

of showing a similar effect. The subspecies of this semiparasitic plant, which was 

collected from lime trees (V. album ssp. album) is very rich regard to methanol soluble 

antioxidants. 

 

The main purpose of this study is to determine the effect of the methanolic 

extract of V. album ssp. album on the C6 rat glioma cells, which are used as a model of 

brain tumors and to achieve some molecular evidences related to the usage of this plant 

in cancer treatment. Primarily, Hsp27, Hsp70 and 14-3-3 proteins, those expression 

levels are elevated in brain tumors were investigated in this study. 

 

In the first stage of the study, the effect of methanolic extract on the cell survival 

was examined. According to the results of cytotoxicity analysis, the concentration that 

show neither a cytotoxic nor a proliferative effect on the cells was found as 100 μg/ml 

and this dose of extract was applied to the cells on every stage of the study. The effect 

of the extract application on the soluble protein profile was exhibited by using 1- and 2- 

dimensional electrophoresis (1- and 2-DE) techniques. The proteins separated on 1-D 

gels were transferred to membrane using Western blotting technique and were reacted 

with the antibodies that are specific to the Hsp27, Hsp70 and 14-3-3 proteins. 

According to the results of this analyses, Viscum album extract does not effect the 

expression levels of 14-3-3 , γ, and  forms that are induced by high temperature; 

reduces the expression levels of Hsp27 and 14-3-3  and  forms, and induces the 

expression level of Hsp 70. 

 

The proteins separated with 2-DE, were stained with silver nitrate and compared 

by using gel documentation system. Nearly 700 spots were detected in different 

samples, with slight dissimilarities. Studies were carried on by focusing target stress 

proteins. Only the thirteen spots of total 20 spots cut from 2-D gels, stained by dyes 

compatible with MALDI-TOF MS analysis, were matched in MASCOT database. By 

the overall assessment of the results of the peptide mass fingerprint spectra, Mowse 

scores and probable sequence matches belonging to these 13 proteins, 5 proteins 

induced by heat shock corresponded to Hsp70s in rats. These proteins are, precursor of 

Grp75, Hsp72-ps1 (Hsp70), Hsc70, Hsc71 and mitochondrial Grp75. Qualitative data 
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showed that beta-kristallin A1, a member of sHSP family, was also induced, but the 

Mowse score of this protein was quite low.   

 

In conclusion, it seems that methanolic extract of Viscum album might have a 

potential in using to suppress Hsp27, 14-3-3 and 14-3-3  stress proteins, those 

expression levels are highly elevated in brain tumors. However, Hsp70 induction should 

be considered.  

 

Data obtained in this study, will lead to new studies on the chemical 

composition and action mechanism of Viscum album methanol extract.
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1. GĠRĠġ 

Dünya üzerinde yaĢayan tüm canlılar strese maruz kalırlar. Stres (ısı Ģoku, 

oksidatif/iskemik stres, ağır metaller, radyasyon ve çevresel kirleticiler, bazı metabolik 

ürünler, amino asit analogları vb.) hücrelerde birçok molekülü hasara uğratırken, bazı 

proteinlerin anlatımlarını indükler. Bu proteinler stres proteinleri ya da ısı şoku 

proteinleri (“heat shock protein”, Hsp) olarak adlandırılır ve baĢta proteinler olmak 

üzere, çeĢitli moleküllerde meydana gelebilecek hasarları önleyici bir savunma 

mekanizması oluĢtururlar. Hsp’ler sitoplazmik ağın en büyük bileĢenlerinden biridir. 

Birbirleriyle, diğer proteinlerle ve sitoplazmik ağın tüm bileĢenleri ile kovalent olmayan 

bağlar kurarak dinamik kompleksler oluĢtururlar (Papp ve diğ., 2003). Bu proteinler, 

kararlı yapıda olmayan proteinlere ya da denatüre olacak proteinlere geri dönüĢümlü bir 

Ģekilde bağlanarak iĢ görürler. Hücrede indüklenebilir formların yanı sıra, normal Ģartlar 

altında da bulunan ve ısı şoku kognatları (akrabaları) (“heat shock cognate”, Hsc) 

olarak adlandırılan formlar da mevcuttur. Bazı Hsp’ler özel organellerde 

konumlanmıĢtır ve çok sayıda kopyaları vardır. Birçoğu, fonksiyonel olarak hücresel 

Ģaperon aktivitesi gösterir. ġaperonlar, proteinlerin fonksiyonel olarak aktif üç boyutlu 

yapılarını kazanmalarına ve hücrenin çeĢitli kompartmanları arasında taĢınmalarına 

yardımcı olan, iĢe yaramayan veya gerek kalmayan proteinleri ise yıkılmaları için 

proteazomlara yönlendiren proteinlerdir (Alberts ve diğ., 2002). 

 

Hsp’ler molekül ağırlıklarına, yapılarına ve fonksiyonlarına göre farklı ailelere 

ayrılmıĢlardır (Tablo 1.1).  
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Tablo 1.1. Hsp aileleri ve fonksiyonları* 

Aile En önemli fonksiyonları Kaynaklar 

HSP100 Protein birliklerini önleyici, ısıya dayanıklılık Benjamin ve McMillan, 1998 

HSP90 Sinyal transdüksiyonu, yanlıĢ katlanmıĢ 
proteinlerin düzeltilmesi 

Pratt ve Toft, 2003 

HSP70 Protein katlanması ve zarlardan taĢınma Papp ve diğ., 2003 

HSP60 Protein katlanması (ökaryotik sitoplazmada  
Sınırlı substrat) 

Papp ve diğ., 2003 

HSP40 Protein katlanması, Hsp70’e eĢlik (ko-Ģaperon) Benjamin ve McMillan, 1998 

sHSP YanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin düzeltilmesi, 
ısıya dayanıklılık, gözde yapısal protein 

Imura ve diğ., 1999 

  * Aile adındaki sayısal değerler  molekül ağırlığını (kDa) göstermektedir.  

 

Hsp’lerin hücre çevriminde ve çeĢitli hastalıkların (özellikle kanser ve nörodejeneratif 

hastalıkların) geliĢiminde önemli rol oynadığı düĢünülmektedir. ÇeĢitli kimyasal 

ajanların ve sitotoksik ilaçların, organizmalardaki bazı Hsp’lerin sentezini indüklediği 

bilinmektedir. Bunlar arasında oksidasyon ajanları, enerji metabolizmasını etkileyen 

ilaçlar, sülfidril bileĢikleri, kelatör ilaçlar, amino asit analogları, transkripsiyon ve 

translasyon inhibitörleri, steroid hormonlar, teratojenler, etanol vb. sayılabilir. Glukoz 

azlığının da benzer bir etki gösterdiği bildirilmektedir (Kiang ve Tsokos, 1998; Lord-

Fontaine ve Averill-Bates, 2002). 

 

Günümüzde kanserli hücrelerle yapılan çalıĢmalarda çeĢitli stres proteinlerinin 

anlatımlarında farklılıklar olduğu saptanmıĢ ve bu proteinlerin hem teĢhiste hem de 

tedavinin izlenmesinde “biyomarker” olarak kullanılabilecekleri bildirilmiĢtir 

(Oesterreich ve diğ., 1993; Kai ve diğ., 2003; Capello ve diğ., 2003a; Ryu ve diğ., 

2003). Yapılan çalıĢmalarda kolon kanserinde Hsp105’in (Kai ve diğ., 2003), 

hepatoselülar karsinomada Hsp70’in (Takashima ve diğ., 2003) kolorektal 

karsinogenezde Hsp60’ın (Capello ve diğ., 2003a), gastrik kanserde Hsp27’nin 

anlatımının arttığı belirlenmiĢtir (Ryu ve diğ., 2003).  

 

Ġnsan meme kanseri hücre hatlarında, sHsp’lerden biri olan Hsp27’nin ilaç direnci ile 

iliĢkili olduğu saptanmıĢtır. Hsp27’nin anlatımındaki artıĢın, bu hücrelerde kemoterapik 

bir ajan olarak kullanılan Doksorubisin (Dox)’e karĢı direnci 3 kat artırdığı gözlenmiĢtir 

(Oesterreich ve diğ., 1993). Ġnsan meme kanseri hücrelerinde yapılan diğer bir 
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çalıĢmada, Hsp70’in anti-kanser ilaç direnciyle iliĢkili olduğu bulunmuĢtur. 

Tümörogenik meme kanseri hücrelerinin hayatta kalması için Hsp70 anlatımının 

artması gerektiği ve tümöre-özel ölüm programının ancak Hsp70’in azalmasıyla birlikte 

devreye girdiği belirlenmiĢtir (Nylandsted ve diğ., 2000).  

 

Ġnsan ovaryum tümör hücre hattında, özellikle Hsp27’nin hücrelerin “cisplatin”(CDDP) 

direnci ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. Bu ilacın uzun süre kullanımı kanser 

hücrelerinin direnç geliĢtirmesine neden olmaktadır. Bu tip dirençli hücrelerde yapılan 

analizler Hsp27 ve Hsp70’in anlatımının arttığını, dolayısıyla bu Hsp’lerin CDDP 

direnç mekanizmasında önemli olduklarını ortaya koymuĢtur (Yamamoto ve diğ., 

2001). Ayrıca indüklenebilir Hsp70’in kanser hücrelerinin gama radyasyonuna karĢı 

direncinde de etkili olduğu saptanmıĢtır (Lee ve diğ., 2001). 

 

Hsp27 anlatımdaki artıĢın ksenobiyotiklere karĢı hücrede bir koruma mekanizması 

olarak iĢ gördüğü de öne sürülmektedir (Katsuki ve diğ., 2004). Ayrıca, Hsp’lerin beyin, 

kalp ve diğer organları iskemik zararlardan belirgin bir Ģekilde koruduğu 

bildirilmektedir (Benjamin ve Mc Millan, 1998; Snoeckx ve diğ., 2001).  

 

Bu bilgiler ıĢığında, kanser hücrelerinin kemoterapik veya radyoterapik direncini artıran 

Hsp’lerin anlatımlarını azaltmak, tedaviye iliĢkin stratejiler geliĢtiren araĢtırmacıların 

hedefi haline gelmiĢtir. Bu yaklaĢımla yürütülen çalıĢmalardan birinde, ısı stresine 

maruz bırakılan HL-60 hücre hattında, antioksidanlar [pirolidin ditiyokarbamat (PDTC) 

ve 1,10-fenantrolin (Phen)] varlığında Hsp27 ve Hsp72’nin indüksiyonunun azaldığı 

saptanmıĢtır (Gorman ve diğ., 1999). Diğer bir çalıĢmada bir bitki flavonoidi olan 

kersetinin, prostat kanseri hücrelerinde ısıyla indüklenen Hsp70 anlatımını baskıladığı 

gösterilmiĢtir (Kagaya ve diğ., 2000; Asea ve diğ., 2001; Jones ve diğ., 2004).  

 

Jeremias ve diğ. (2004) tarafından glioblastoma multiform hücreleri üzerinde yapılan 

baĢka bir çalıĢmada, antioksidan etkisi bilinen, aynı zamanda yeni bir potansiyel 

terapötik olarak kanser hücrelerine uygulanan betulinik asitin, sitotoksik etki gösteren 

ilaçlardan (CDDP, Dox vb.) daha etkili olduğu gösterilmiĢtir. Dolayısıyla çeĢitli 

antioksidanların kanser tedavisinde destekleyici olarak kullanılma potansiyelleri 

bulunmaktadır ve bunların bir kısmı Hsp anlatımını baskılayarak etki göstermektedir. 
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Kanserle ve nörodejeneratif hastalıklarla iliĢkili olarak anlatımı artan diğer bir protein 

grubu da 14-3-3 proteinleridir. 14-3-3 proteininin beyinde 5 farklı izoformu (,, ,  ve 

), T hücreleri ve epitel hücrelerinde ise 2 izoformu ( ve ) bulunmaktadır. 14-3-3 

protein ailesi fizyolojik ve patolojik koĢullar altında farklı hücresel cevapların 

düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadır. 14-3-3 izoformlarının Creutzfeldt–Jakob 

hastalığı (CJD) (Mackie ve Aitken, 2005), Alzheimer (Layfield ve diğ., 1996) ve 

Parkinson (Ostrerova ve diğ., 1999) gibi nörodejeneratif hastalıklarla iliĢkileri olduğu 

ortaya çıkarılmıĢtır. Ayrıca 14-3-3  izoformunun mide, ağız ve akciğer kanserinde aĢırı 

anlatım yaptığı ve tümör geliĢiminde direnç sağladığı bilinmektedir (Jang ve diğ., 2004; 

Matta ve diğ., 2007; Li ve diğ., 2008). Akciğer kanseri hücrelerinde yapılan diğer bir 

çalıĢmada, özellikle 14-3-3  izoformunun aĢırı anlatım yapmasının radyoterapinin 

etkinliğini azalttığı, bu proteinlerin baskılandığı durumlarda ise terapi etkinliğinin arttığı 

ortaya konulmuĢtur (Qi ve Martinez, 2003). Benzer bir çalıĢmada aynı izoformun 

anlatımındaki azalmanın, akciğer kanserinde kemoterapik bir ajan olarak kullanılan 

CDDP’nin etkinliğini artırdığı gösterilmiĢtir (Fan ve diğ., 2007). Drosophila hücreleri 

üzerinde yapılan bir çalıĢmada, ısı stresi sonrasında 14-3-3  proteinlerinin 

anlatımlarının arttığı ve apositokrom c ile proteinin etkileĢimde olduğu bilinen bu 

proteinin yokluğunda, sitozolde yüksek miktarda apositokrom c agregatlarının oluĢtuğu 

gösterilmiĢtir. Bu çalıĢma neticesinde 14-3-3 proteinleri de stres proteini olarak kabul 

görmüĢtür (Yano ve diğ., 2006).  

 

Günümüzde sentetik ilaçların yanı sıra, çok sayıda doğal ürün, destekleyici 

(tamamlayıcı) olarak kanser tedavisinde kullanılmaktadır. Bu tip doğal droglardan biri 

de Viscum album (ökseotu) (“mistletoe”) dur. Ülkemizde ve dünyada hemen hemen her 

bölgede, ağaçların ve çalıların üzerinde yarı parazit olarak yaĢayan Viscum album bitkisi 

çok eski tarihlerden beri halk arasında çeĢitli hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır. 

Bu bitkinin antiepileptik, antikanserojen, antiseptik, antispazmodik, diüretik, emetik, 

kanamayı durdurucu, sindirim kolaylaĢtırıcı, tansiyon düĢürücü, vazodilatör etkileri, 

(Baytop, 1999) uzun süredir bilinmekte ve kanser, kalp yetmezliği, astım, 

arterioskleroz, histeri, epilepsi, spazm ve ülser gibi hastalıkların tedavisinde 

kullanılmaktadır (Duke, 1987). Bitkinin antidiyabetik (Gray ve Flatt, 1999), antioksidan 

(Önay-Uçar ve diğ., 2006), apoptozu indükleme (Büssing and Schietzel, 1999), antiviral 

(Karagöz ve diğ., 2003), doğal öldürücü (“Natural Killer”, NK) (Hamprecht ve diğ., 
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1987) ve antitümör aktivitelerinin (Jurin ve diğ., 1993) yanı sıra, UV ıĢınlarına karĢı 

DNA’yı koruma (Kovacs ve diğ., 1991), inflamatuvar ve immünstimulan özellikleri 

(Timoshenko ve Gabius, 1993) çeĢitli çalıĢmalarla ortaya konulmuĢtur. Bitkinin ticari 

olarak hazırlanmıĢ çeĢitli ekstreleri, özellikle doğal ilaç kullanımının yasal olduğu 

Ġsviçre ve Almanya’da tamamlayıcı tıbbın ayrılmaz bir parçasıdır (Ernst ve diğ., 2003; 

Kienle ve diğ., 2009). Bu ekstrelerden bazıları Iscador 
®
, Helixor

®
, Plenesol 

®
 ,Vysorel

®
 

ve Eurixor
®
 isimleri ile satılmakta ve pek çoğu bilimsel araĢtırmalarda yoğun bir Ģekilde 

kullanılmaktadır (Kunze ve diğ., 1997; Molassiotis ve diğ., 2006; Bar-Sela ve diğ., 

2006; Grossarth-Maticek ve Ziegler, 2007). Viscum album’un içeriğinde bulunan 

lektinler, tioninler (viskotoksinler), alkaloidler, polisakkaritler, flavonoller ve mumlar 

biyoaktiviteleri bakımından araĢtırılmıĢtır (Franz ve diğ., 1981; Stein ve diğ., 1999b; 

Büssing ve diğ., 1998; Büssing ve Schietzel, 1999; Jordan ve Wagner, 1986).  

 

Viscum album’un antikanser aktivitesi ile ilgili çalıĢmalar ya ekstrenin farklı kanser 

hücre hatları üzerine uygulanması ya da doğrudan kanser hastalarına enjekte edilmesi 

yoluyla yürütülmektedir (Knöpfl-Sidler ve diğ., 2005; Pyrme ve diğ., 2007; Kienle ve 

diğ., 2009). Ovaryum ve meme kanserli hastalar üzerinde yapılan klinik çalıĢmalar, 

farklı konakçı ağaçlar üzerinde yaĢayan Viscum album bitkilerinden hazırlanmıĢ ticari 

ekstrelerin tedavide etkili olduğunu ortaya koymuĢtur (Kienle ve diğ., 2009). 

 

Hem çocuklar hem de yetiĢkinler arasında ölüme yol açan kanser türlerinden biri de 

beyin tümörleridir. Merkezi sinir sistemi tümörlerinin en büyük grubunu, glial 

hücrelerden geliĢen ve genel olarak glioma olarak adlandırılan beyin tümörleri 

oluĢturur. Gliomaların en malignant tipi, glioblastoma multiform olarak adlandırılır                    

[4. derece/Dünya Sağlık Örgütü(WHO)]. Primer beyin tümörü tiplerinden biri olan 

glioma, yüksek derecede damarlanma gösteren ve çok nadir iyileĢebilen bir tümör 

tipidir (Zhang ve diğ., 2003). Glioblastomaların; cerrahi müdahale, radyoterapi ve 

kemoterapi ile tedavi edilmeleri zordur ve tedavi sonrasında da yaĢam süresinin 5 yıldan 

fazla olduğu görülmemiĢtir (Oghaki ve Kleihues, 2005).  

 

Kanser araĢtırmalarında, özellikle beyin tümörlerindeki temel moleküler 

mekanizmaların aydınlatılmasına iliĢkin çalıĢmalarda tercih edilen modellerden biri de 

C6 sıçan glioma hücreleridir (Ozar, 2000; Altıok ve diğ., 2006). Pekçok doğal ve 
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sentetik ilacın bu hücreler üzerindeki etkisi araĢtırılmıĢ (Barba ve diğ., 1999; Ozar, 

2000; Altıok ve diğ., 2006), ancak Viscum ekstrelerinin etkisini inceleyen hiçbir 

çalıĢmaya rastlanmamıĢtır.  

 

Beyin tümörleri ile stres proteinleri arasındaki iliĢkiyi ortaya çıkarmak amacıyla da 

bugüne kadar birçok çalıĢma yapılmıĢtır (Graner ve Bigger, 2005; Graner ve diğ., 

2007). Farklı birçok glioblastoma tiplerinde, Hsp27 anlatımının, malignant olmayan 

beyin dokularına göre daha fazla olduğu görülmüĢ ve Hsp27 düzeyinin, glial tümörün 

malignasi derecesi ile iliĢkili olduğu ortaya konulmuĢtur (Zhang ve diğ., 2003). C6 

hücrelerindeki Hsp proteinleri ile ilgili bir çalıĢmada, ısı stresiyle özellikle hem 

oksigenaz (HO-1) ve Hsp70’in anlatımının arttığı gösterilmiĢtir (Zhang ve diğ., 2001). 

C6’larda Hsp anlatımını baskılayan doğal ya da sentetik bir ilaç adayı bugüne kadar hiç 

tanımlanmamıĢtır.  

 

Bu çalıĢmanın amacı, antitümör aktivitesi çeĢitli in vivo ve in vitro tekniklerle ortaya 

konulmuĢ olan Viscum album ekstresinin, C6 sıçan glioma hücreleri üzerindeki etkisini 

Hsp anlatımıyla iliĢkili olarak araĢtırmaktır. ÇalıĢma kapsamında farklı 

konsantrasyonlarda ekstre uygulanmıĢ C6 glioma hücrelerinde, anlatımı değiĢecek 

Hsp’lerin belirlenmesine yönelik proteomik analizler gerçekleĢtirilecektir.  

 

ÇalıĢmanın ilk aĢamasında Viscum album ekstresinin, C6 glioma hücre hattı üzerindeki 

sitotoksik etkisi MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolyum)] analizi ile 

belirlenecektir. Bu amaçla besiyerinde ekstre içermeyen, çeĢitli konsantrasyonlarda 

ekstre içeren ve ekstrenin hazırlandığı çözücüyü (dimetil sülfoksit, DMSO) içeren 

gruplar oluĢturulacaktır. Deneylerde sitotoksisite analizleriyle belirlenen, toksik 

olmayan ekstre konsantrasyonu kullanılacaktır. C6 glioma hücrelerindeki stres 

proteinleri ısı stresi ile indüklenecektir. Ekstre uygulamasıyla değiĢim gösteren Hsp27, 

Hsp70 ve 14-3-3 proteininin anlatımları çeĢitli moleküler yöntemler kullanılarak 

belirlenecektir. Hücrelerin çözünebilir proteinleri 1- ve 2-boyutlu jel elektroforezi ile 

ayrıĢtırılacak, protein profillerindeki farklılıklar jel görüntüleme ve kütle spektrometrisi 

(MALDI-TOF MS: “Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight mass 

spectrometry”, Matriks destekli lazer dezorpsiyon/iyonizasyon-uçuĢ süresi kütle 

spektrometrisi) yöntemleriyle araĢtırılacaktır. Anlatım düzeyinde değiĢim saptanan 
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proteinler biyoinformatik analizlerle değerlendirilecektir. Ġlgilenilen proteinler “Western 

Blotlama” tekniği ile spesifik antikorlarla iĢaretlenerek densitometrik analizlerle miktar 

karĢılaĢtırmaları yapılacaktır.  

 

Viscum album uygulamasının C6 hücre hattında Hsp’lerin anlatımını nasıl etkilediği 

önemlidir. Hsp’lerin anlatımlarındaki değiĢim Viscum album ekstresinin antikanser 

aktivitesi ve bu aktivitenin mekanizması ile ilgili ipuçları verebilir. Hsp anlatımlarının 

azalmasını sağlayan ekstre hücrelerin apoptoza gitmesini ya da ilaç direncinin 

azalmasını sağlayabilir. Ekstre C6 glioma hücreleri üzerinde etkili olursa, beyin tümörü 

tedavisine yeni bir yaklaĢım getirebilir. 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. Viscum album 

Viscum album L. (ökseotu) ormanlık alanlarda çeĢitli ağaçların ve çalıların üzerinde yarı 

parazit olarak yaĢayan odunsu bir bitkidir. Dallar üzerinde kümeler oluĢturur. Her 

mevsim yeĢil olan bu bitki dioik ve entemogamdır. Meyveleri yaklaĢık 1 cm çapında, 

küre veya armut Ģeklinde, etli, beyazımsı, Ģeffaf ve tek tohumludur. Hava Ģartlarına 

bağlı olarak değiĢik zamanlarda çiçek açabilir (Ergun ve diğ., 1994). Bitkinin emeçleri 

konakçı ağacın ksilemine kadar ulaĢır. Konakçıdan su ve mineralleri alırken, fotosentez 

yaparak kendi karbohidratlarını üretir.  

 

Avrupa'da "European mistletoe", Türkiye’de “ökseotu” olarak isimlendirilen Viscum 

album L. bitkisinin üç alt türü bulunmaktadır (Becker, 1986; Ergun ve diğ., 1994): 

 

1. Çoğunlukla yaprak döken dioik ağaçlar üzerinde yaĢayan Viscum album L. ssp. 

album [Viscum album L. var. platyspermum R.Keller]  

2. Abies türleri üzerinde yaĢayan Viscum album L. ssp. abietis (Wiesb.) Abromeit 

[Viscum laxum Boiss. et Reuter var. abietis (Wiesb.) Hayek] 

3. Çoğunlukla Pinus türleri üzerinde yaĢayan Viscum album L. ssp. austriacum 

(Wiesb.) Vollmann [Viscum austriacum Wiesb.; Viscum laxum Boiss. et Reuter var. 

pini (Wiesb.) Hayek; Viscum album L ssp. laxum Fiex] 

 

Viscum türleri uzun yıllar Loranthaceae ailesinin üyeleri arasıda sayılmıĢ, ancak 

sonraları Viscaceae ailesinde yer almaları gerektiği anlaĢılmıĢtır (Franz ve diğ., 1981; 

Becker, 1986). Bu bitki Kuzey Avrupa’dan, Kuzeybatı Afrika’ya, Avrupa’dan Doğu'ya, 

Güneybatı ve Orta Asya’dan Japonya’ya kadar geniĢ bir alanda yaĢamaktadır (Hegi, 

1981). Türkiye’de de çok geniĢ bir dağılım göstermekte ve bütün bölgelerde 

yetiĢmektedir (Miller, 1982; Ergun ve diğ., 1994). 
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Bitkinin, tüm dünyada en genel olarak bilinen adı “mistletoe”dur. Ayrıca "Korean 

mistletoe", "Californian mistletoe" olarak adlandırılan türler de rapor edilmiĢtir (Khwaja 

ve diğ., 1980). “Mistletoe” kelimesi, her derde deva anlamına gelen bir Keltik 

kelimesinden türetilmiĢtir. Türkçede kullanılan “ökseotu” ismi ise, eski zamanlarda bu 

bitkinin meyvelerindeki yapıĢkan maddeden (vissin) yapılan ve kuĢ tuzağı olarak 

kullanılan ökseden gelmektedir (Baytop, 1999). Tohumlar, etli ve yumuĢak ökseotu 

meyvelerini yiyen kuĢların dıĢkılarıyla ağaç dalları üzerine düĢerek yapıĢmakta ve 

ortamdaki ürik asit sayesinde çimlenip geliĢmektedir (Becker, 1986). 

 

Ökseotu bitkisi insanlık tarihi kadar eski bir geçmiĢe sahiptir. MS 500 yılına kadar 

Kuzey Avrupa’da yaĢayan bazı soylu ve aydınlardan seçilen Druidler'in özellikle meĢe 

ağacını infekte eden ökseotlarına karĢı büyük bir saygı duydukları bilinmektedir (Schor, 

2006). Ökseotlarına verilen bu önem, tarihsel geliĢim içinde bir Hıristiyan geleneği 

olan, Noel’de kapı giriĢlerine ökseotu asma Ģekline dönüĢmüĢtür. Çok eski çağlardan 

itibaren birçok tıp bilgini tarafından kullanıldığı bildirilen ökseotu, 20. yüzyılın 

baĢlarında, Ġsviçreli tıp doktoru Rudolf Steiner’in geliĢtirdiği alternatif (antroposofikal) 

tıp uygulamalarında da geniĢ yer bulmuĢtur (Franz, 1985). AlıĢılmamıĢ yöntemlerin 

kullanıldığı bu tedavi sisteminde, Steiner hazırladığı ökseotu ekstrelerini hastalarına 

enjekte etmiĢtir. Steiner’in ökseotunun bilimsel araĢtırmalarda kullanılmasına öncülük 

ettiği kabul edilmektedir (Schor, 2006). 

 

V. album bitkisi çok eski tarihlerden beri halk arasında çeĢitli hastalıkların tedavisinde 

kullanılmaktadır. Bu bitkinin antiepileptik, antikanserojen, antiseptik, antispazmodik, 

diüretik, emetik, kanamayı durdurucu, sindirim kolaylaĢtırıcı, tansiyon düĢürücü, 

vazodilatör etkileri (Baytop, 1999) uzun süredir bilinmekte ve özellikle yaprakları 

kanser, kalp yetmezliği, astım, arterioskleroz, histeri, epilepsi, spazm ve ülser gibi 

hastalıkların tedavisinde Ģifalı ot olarak kullanılmaktadır (Duke, 1987). Ayrıca 

Almanya, Avusturya ve Ġsviçre’deki çeĢitli firmalar tarafından hazırlanan çeĢitli ticari 

ekstreler tamamlayıcı tıpta tedavi amacıyla kullanılmak üzere tüm dünyaya 

satılmaktadır. Bu ticari ürünlerin bir kısmı pek çok araĢtırmaya konu olmuĢ ve 

aktiviteleri bilim çevrelerince de desteklenmiĢtir (Kunze ve diğ., 1997; Maier ve Fiebig, 

2002; Molassiotis ve diğ., 2006; Bar-Sela ve diğ., 2006; Grossarth-Maticek ve Ziegler, 

2007; Pyrme ve diğ., 2007). Ekstrenin hazırlanma Ģekli ve bitkinin üzerinde yaĢadığı 
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konakçı ağacın türüne göre bu ticari ekstrelerin kimyasal içerik açısından farklılık 

gösterdiği vurgulanmaktadır (Büssing ve diğ., 1998; Kienle ve diğ., 2009). Bilimsel 

çalıĢmalara konu olan, özel iĢlemlerden geçirilerek hazırlanmıĢ, uluslararası patentli en 

tanınmıĢ Viscum album ekstreleri Iscador 
®
, Helixor

®
, Plenesol 

®
, Isorel 

®
, Vysorel 

®
 ve 

Eurixor
®
 dur (Kunze ve diğ., 1997).  

 

Viscum türlerinden bugüne dek izole edilmiĢ kimyasal maddeler toplu Ģekilde Tablo 

2.1'de verilmiĢtir. 
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Tablo 2.1. Viscum album bitkisinden izole edilmiĢ maddeler 

Kimyasal BileĢenler Kaynaklar 
Alkaloitler 

          Tiramin 

Khwaja ve diğ., 1980-1986; Park ve diğ., 1999 

Baytop, 1999 

Aminoasitler ve türevleri 

            Arjinin  

            Asparagin 

            Prolin 

            Fenilalanin 

            Hidroksilizin 

            Histamin 

            1-Kinürenin 

            Sisteik asit 

            minobütirik asit  

 

Franz, 1985; Duke, 1987 

Duke, 1987 

Franz, 1985  

Duke, 1987 

Duke, 1987 

Duke, 1987 

Duke, 1987 

Duke, 1987 

Duke, 1987 

Fenilpropanlar ve glikozitleri 

            Fenilpropan 

            Kalopanaksin D 

            Koniferin 

            Siringin 

 

Wagner ve Bladt, 1996; Deliorman ve diğ., 2000b 

Deliorman ve diğ., 1999  

Deliorman ve diğ., 1999 

Duke, 1987; Deliorman ve diğ., 1999- 2000a 

Flavonoitler 

            Kersetin 

            Kersetin-3-ramnozit 

            Kesretin-3-arabinozit 

Wagner ve Bladt, 1996; Deliorman ve diğ., 2000b  

Duke, 1987; Deliorman ve diğ., 2000b 

Duke, 1987  

Duke, 1987 

Lignanlar Wagner, 1996; Deliorman ve diğ., 2000b  

Organik asitler 

          Kaffeik asit 

          Klorogenik asit 

          Miristik asit 

          p-Kumarik asit 

          ProtokateĢik asit 

          Sinapik asit 

          ġikimik asit 

          Vanillik asit 

 

Duke, 1987; Wagner ve Bladt, 1996 

Wagner ve Bladt, 1996 

Duke, 1987 

Wagner ve Bladt, 1996 

Wagner ve Bladt, 1996 

Duke, 1987; Wagner ve Bladt, 1996 

Wagner ve Bladt, 1996 

Wagner ve Bladt, 1996 

Proteinler 

          Lektinler 

          Viskotoksinler (Tiyoninler) 

Peumans ve diğ., 1996; Siegle ve diğ., 2001; Park ve diğ., 1999-

2001; Frantz ve diğ., 2000; Lutter ve diğ., 2001  

Büssing ve diğ.,1998-99a;Park ve diğ.,1999;Stein ve diğ.,1999b  

Rezinler Baytop, 1999 

ġekerler ve türevleri 

           Glukoz, arabinoz, ramnoz            

           Sukroz 

           Polisakkaritler  

           Seril alkol 

           Mannitol 

           Ġnositol 

           Viscumitol (di-O-metil-inositol) 

           1-D-1-O-metil-muko-inositol 

 

Arda ve diğ., 2003; Duke, 1987 

Baillon, 1988 

Kuttan ve diğ.,1988; Leneweit ve diğ., 2000;Stein ve diğ.,1999c 

Arda ve diğ., 2003; Duke, 1987 

Arda ve diğ., 2003; Duke, 1987 

Arda ve diğ., 2003; Duke, 1987 

Richter, 1992 

Richter ve diğ., 1990 

Terpenler ve glikozitleri 

           Monoterpen glikozitler 

           Triterpenler 

                    Lupeol 

                    Oleonolik asit 

-Amirin 

 

Deliorman ve diğ., 2001a 

 

Duke, 1987 

Duke, 1987 

Duke, 1987 

Vitaminler 

             C vitamini 

             - ve -karoten  

 

Duke, 1987 

Duke, 1987 
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V. album türlerinden izole edilmiĢ ve üzerinde en çok çalıĢılmıĢ molekül gruplarından 

biri proteinlerdir. Bitki, sitotoksik etkisi olan 4 tip lektin (glikoprotein) içermektedir: 

Lektin I (ML I, Viscumin), Lektin II (ML II), Lektin III (ML III) ve Lektin IV (ML IV, 

ViscalbCBA) (Franz, 1981; Peumans ve diğ., 1996). Avrupa’da satılan ticari ekstrelerin 

her birinin farklı tipte ve farklı konsantrasyonda lektin içerdiği bilinmektedir. Kanser 

tedavisinde yardımcı olarak kullanılan bu preparatlar uzun zamandır kanser hastaları 

üzerinde farklı Ģekillerde denenmektedir. Özellikle lektinler üzerinde yapılan çalıĢmalar 

bu proteinlerin sitotoksik, apoptozu indükleyici ve antianjiyojenik etkilerini ortaya 

koymuĢtur (Siegle ve diğ., 2001; Billyy ve Stoika, 2003). Yapılan bir çalıĢmada, lektin 

uygulaması yapılan farelerde tümör hücrelerinin %21 oranında azaldığı gösterilmiĢtir 

(Pryme ve diğ., 2007). Akciğer tümör hücreleri üzerinde yapılan bir çalıĢmada, oral 

yoldan alınan ya da deri altına enjekte edilen ML-1’in tümör metastazını azalttığı ortaya 

konulmuĢtur (Kubasova ve diğ., 1998). 

 

Siegle ve diğ. (2001) insan akciğer kanser hattı A549 üzerinde yaptıkları çalıĢmada, 

saflaĢtırılmıĢ lektinler ile standart kanser ilaçlarını (Dox, CDDP ve taksol) birarada 

kullanmıĢlar ve bu kombinasyonun hücreler üzerinde daha toksik etki gösterdiğini 

ortaya koymuĢlardır. Bu uygulama, V. album bitkisinin destekleyici tedavide 

kullanımına yeni bir bakıĢ açısı getirmiĢtir.  

 

Bitkinin içerdiği diğer bir protein grubu viskotoksinlerin (tiyoninler) ise 5 farklı tipi 

vardır. Viskotoksin A1 (VT A1), viskotoksin A2 (VT A2), viskotoksin A3 (VT A3), 

viskotoksin B (VT B) ve viskotoksin 1-PS (VT 1-PS) olarak adlandırılan bu moleküller, 

sisteince zengin, 45-47 amino asitten oluĢan ve 3-4 disülfid bağı taĢıyan, 5000 Da 

molekül ağırlığına sahip polipeptidlerdir. Tiyonin ailesinden olan viskotoksinler, 

lektinlerden çok daha az (10 kat) sitotoksik olmalarının yanı sıra, sıcaklık ve proteaz 

etkisiyle bozunmaya karĢı da daha dirençlidirler (Jung ve diğ., 1990; Florack ve 

Stiekema, 1994; Büssing ve diğ., 1998). 

 

Viscum türlerinin kimyasal içeriği, in vitro / in vivo biyolojik aktiviteleri ve klinik 

kullanımı konusunda çok sayıda bilimsel çalıĢma bulunmaktadır. Bugüne kadar bitkinin 

çeĢitli ekstreleri ve bileĢenleri ile yapılmıĢ aktivite çalıĢmaları Tablo 2.2’de 

özetlenmiĢtir.  
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Tablo 2.2. V. album bitkisinin kanıtlanmıĢ biyolojik aktiviteleri 

Ekstre/bileĢen Aktivite Kaynaklar 

ABNOBAviscum


 

Alkaloit 

Iscador 
 

 

Isorel 


 

 

Helixor 


 

Lektin 

Su ekstresi 

Viskotoksin 
 

Antikanser Knöpfl-Sidler ve diğ., 2005 

Khwaja ve diğ., 1980-1986 

Kuttan ve Kuttan, 1992-1993;Knöpfl-Sidler ve diğ., 2005, 

van Huyen ve diğ.,2002 

Ulrich ve Mechelke,1980;Jurin ve diğ.,1993;Zarkovic ve 

diğ.,2001 

Ulrich ve Mechelke, 1980 

Jung ve diğ,1990;Park ve diğ, 2001; Siegle ve diğ, 2001 

Karkabounas ve diğ., 2000; Mengs ve diğ., 2000 

Jung ve diğ., 1990 

Butanol, etanol, eter ve 

petrol eteri ekstreleri 
 

Antimikobakteriyel Deliorman ve diğ., 2001b 

MeOH ekstresi 
 

Antioksidan Önay-Uçar ve diğ., 2006 

EtOH ekstresi 

Iscador 
 

 

Antiviral 

 

Karagöz ve diğ., 2003 

Stoss ve diğ., 1999 

ABNOBAviscum 

Iscador 
® 

Helixor 
®

 

Lektin 
 

Apoptoz indükleyici Büssing ve Scheitzel, 1999 

Büssing ve Scheitzel, 1999; van Huyen ve diğ, 2002 

Büssing ve Scheitzel, 1999 

Büssing ve Scheitzel, 1999; Billyy ve Stoika, 2003 

Helixor 
 

Iscador 
 

Polisakkarit 
 

Doğal öldürücü 

hücreleri indükleyici 

Hülsen ve diğ, 1989 

Mueller ve diğ., 1989-1990; Hamprecth ve diğ., 1987 

Mueller ve diğ., 1990 

Su ekstresi 

 
 

Ġltihap giderici  

(inflamator) 

Stoss ve diğ., 1999 

Eurixor 


 

Helixor 
®

 

Iscador 


 

Isorel 
 

Lektin  

Plenosol 


 

Polisakkaritler 

Su ekstresi 

Viskotoksin  

Vysorel 
 

 

Ġmmunmodülatör Kunze ve diğ., 1997 

Kunze ve diğ., 1997 

Kovacs ve diğ,1991;Kunze ve diğ.,1997; Büssing, 2006 

Jurin ve diğ., 1993 

Jung ve diğ., 1990  

Kunze ve diğ., 1997 

Stein ve diğ., 1999c 

BaĢaran ve diğ., 1997 

Jung ve diğ., 1990; Stein ve diğ., 1999b 

Kunze ve diğ., 1997 

Helixor 
 

Iscador 
 

 

Ġmmünstimülan Stein ve diğ., 1999a 

Kuttan ve Kuttan, 1992  

Su ekstresi 
 

Ġnsülin salgılatıcı Gray ve Flatt, 1999 

Iscador 
 

 

 
 

Kemoterapi ve  

radyasyonun zararlı  

etkisini azaltıcı 

Kuttan ve Kuttan, 1993 

 

Helixor 
 

Iscador 


 

 

Lektinler 

 

Su ekstresi  

Sitotoksik Doser ve diğ., 1989 

Jung ve diğ,1990; Khwaja ve diğ.,1986; Kuttan ve 

Kuttan,1992; Kovacs ve diğ, 1991 

Doser ve diğ.,1989; Park ve diğ,1999; Peumans ve diğ., 

1996; Frantz ve diğ., 2000 

Park ve diğ, 1999 
 iĢaretli olanlar ticari ekstrelerdir.  
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2.2. C6 SIÇAN GLĠOMA HÜCRELERĠ 

Beyin tümörleri, hem çocuklar hem de yetiĢkinler arasında ölüme neden olan kanser 

türlerinden biridir. Farklı tipte birçok beyin tümörü vardır. Bunlar genellikle tümörü 

oluĢturan hücre tipi ya da tümörün meydana geldiği beyin bölgesine göre 

sınıflandırılmaktadır. Bu sınıflandırmalara göre, en genel beyin tümörleri ġekil 2.1’de 

görülmektedir.  

 

ġekil 2.1. Beyin tümörlerinin ortaya çıktığı bölgeler ve tümör tipleri                                    

(UAB Health System, http://www.health.uab.edu/14043, Ziyaret tarihi: 25 ġubat 2009) 

 

Primer beyin tümörleri vücudun diğer bölgelerinden metastaz yoluyla değil, beyin 

hücrelerinden kökenlenirler; fakat kendileri merkezi sinir sistemi dıĢında da yayılım 

gösterebilir, metastaz yapabilirler (Ozar, 2000). Primer beyin tümörleri iyi huylu 

(benign) ya da kötü huylu (malignant) olabilirler. Ġyi huylu beyin tümörleri (örneğin 

meningiomalar, akustik neuromalar, hipofiz bezi tümörleri) genellikle yavaĢ bir Ģekilde 

büyürler ve beyinde bulundukları bölgeye bağlı olarak operasyonla alınabilirler. 

Glioblastoma ve anaplastik astrositomalar gibi kötü huylu beyin tümörleri ise beyin 

dokusu üzerinde yayılarak çok hızlı bir Ģekilde büyürler ve cerrahi müdahale ile 

tamamen alınmaları mümkün olmayabilir (Oghaki ve Kleihues, 2005; Brandes ve diğ., 

2008; Gottardo ve Gajjar, 2008). 
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Merkezi sinir sistemi tümörlerinin en büyük grubunu, glial hücrelerden geliĢen ve genel 

olarak glioma olarak adlandırılan beyin tümörleri oluĢturur. Gliomalar, astrositlerden 

kaynaklanan astroglial neoplazmları (astrositoma), oligodendrio-gliositlerden geliĢen 

oligodendriogliomaları, ependim hücrelerinden geliĢen ependimomaları kapsar. 

Histolojik olarak malignite bulguları göstermeyen bir glial tümör, lokalizasyonuna bağlı 

olarak klinik açıdan malign bir tümör gibi davranabilir (Ozar, 2000). Dünya sağlık 

örgütünün (WHO) 1993 yılında yaptığı sınıflandırmaya göre gliomalar, nöroepiteliyal 

tümörlerin, astrositik tümörler grubunda yer almaktadır (Kleihues ve diğ., 1993).  

Gliomaların en malignant tipi, glioblastoma multiform olarak adlandırılır                    

[4. derece/Dünya Sağlık Örgütü(WHO)]. Primer beyin tümörü tiplerinden biri olan 

glioblastoma multiform, yüksek derecede damarlanma gösteren ve çok nadir 

iyileĢebilen bir tümör tipidir (Zhang ve diğ., 2003) Glioblastoma serebrumda, özellikle 

beynin frontal ve temporal loblarında sıklıkla, serebellum veya beyin kökünde ise 

nadiren ortaya çıkar. Glioblastomaların cerrahi iĢlemler, radyoterapi ve kemoterapi ile 

tedavi edilmeleri zordur ve tedavi sonrasında yaĢam süresinin 5 yıldan fazla olduğu 

görülmemiĢtir (Oghaki ve Kleihues, 2005; Brandes ve diğ., 2008). Glioblastomalar 

üzerinde yapılan moleküler analizler, p53 geninde mutasyon olduğunu ve epidermal 

büyüme faktörü reseptörü (“Epidermal Growth Factor Receptor”, EGFR) geninin kopya 

sayısının arttığını ortaya koymuĢtur. Bu analizler sonucunda araĢtırmacılar genetik 

açıdan farklı glioblastoma setleri tanımlamıĢtır (Sehgal, 1998). Son zamanlarda 

kullanılan “DNA mikroarray” gibi ileri teknolojiler insan gliomalarının moleküler 

profili hakkında daha fazla bilgi sağlamıĢtır. Bu çalıĢmalar glioblastomalarda anlatımı 

artan birçok gen ailesinin; hücre adezyonu, hareketi ve anjiyogenezi ile iliĢkili olduğunu 

ortaya koymuĢtur (Sallinen ve diğ., 2000).  

 

Glial hücrelerin, nöronları çeĢitli streslere (iskemi, travma, nörotoksin vb) karĢı 

korudukları bilinmektedir. Hasarlı beyin bölgelerinde, bazik fibroblast büyüme faktörü 

(“Basic fibroblast growth factor”, bFGF) ve epidermal büyüme faktörü (“Epidermal 

Growth Factor”, EGF) gibi büyüme faktörlerinin sentezlenip, aktif glial hücreler 

tarafından salındıkları ve bu Ģekilde nörokoruyucu etki gösterdikleri bildirilmektedir 

(Kubota ve diğ., 2001). 
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Beyin tümörleri için model olarak kullanılan C6 glioma hücre hattı,              

transplasental olarak N-nitrozometilüre uygulanmıĢ sıçanlardan elde edilmiĢtir, fakat 

sıçanın hangi ırktan geldiği kesin olarak belgelenmemiĢtir. Bu hücreler ilk defa Benda 

ve diğ. (1971) tarafından kullanılmıĢtır. Bu hücre hattı, astrosit kökenli bir beyin tümörü 

hücre hattıdır ve serum içeren ortamlarda astrosit-oligodendrosit fenotip karıĢımını 

ortaya koyar (Coyle, 1995). C6 glioma hücrelerinin, model olarak kullanılmasının 

temelinde astrositlerin beyin dokusunda en çok bulunan glial hücreler olması ve 

merkezi sinir sisteminin hasarlara karĢı cevabını oluĢturması yatmaktadır (Altıok, 

2006). ÇalıĢılması en çok tercih edilen model hücre hattı olmasının nedenlerinden biri 

de insan glioma tümörlerine benzerliğidir (Ozar, 2000). 

 

Beyin tümörleri ile stres proteinleri arasında bir iliĢki olduğu ilk kez Kato ve diğ. (1995) 

tarafından öne sürülmüĢ ve bu konuda bugüne kadar birçok araĢtırma yapılmıĢtır. Zhang 

ve diğ. (2003), normal insan glioma hücre hattı (U87MG), düĢük seviyede EGFR 

anlatımı yapan glioma hücre hattı ve çok yüksek seviyede EGFR anlatımı yapan glioma 

hücre hattı üzerinde yaptıkları çalıĢmada, hücrelerin özellikle 5 protein (Hsp27 

proteinleri, MVP, TTG, sistatin B ve MMP2) açısından farklılık gösterdiğini 

saptamıĢlardır. Bu çalıĢmada Hsp27 anlatımının, glial tümörün malignasi derecesi ile 

iliĢkili olduğu ortaya konulmuĢtur. Çünkü, Hsp27 anlatımı malignant olmayan beyin 

dokularında genellikle düĢük seviyede olmasına rağmen, birçok glioblastoma tipinde 

belirgin Ģekilde yüksektir (Zhang ve diğ., 2003). 

 

C6 glioma hücreleri üzerinde yapılan diğer bir çalıĢmada, endoplazmik retikulumda 

(ER) moleküler Ģaperon olarak iĢ gören glukoz-düzenleyici proteinin (“Glucose 

Regulated Protein 78”, Grp78), kurĢun (Pb) tolerans mekanizmasında iĢ gördüğü 

kanıtlanmıĢtır. KurĢunun Grp78’in anlatımını artırdığı, artan Grp78’in ise Pb kelatörü 

olarak iĢ gördüğü ve böylece Grp78’in, hücreiçi kurĢuna karĢı astrogial toleransta görev 

aldığı ortaya konulmuĢtur (Quian ve diğ., 2000) 

 

Glioblastoma multiform hücreleri üzerinde yapılan in vitro bir çalıĢmada, hücrelere 

uygulanan betulinik asit (antioksidan) ve seramid’in, sitotoksik etki gösteren antikanser 

ilaçlarından (CDDP, Dox vb.) daha etkili olduğu gösterilmiĢtir (Jeremias ve diğ., 2004).  
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2.3. STRES (ISI ġOKU) PROTEĠNLERĠ 

Stres (ısı Ģoku, oksidatif/iskemik stres, ağır metaller, radyasyon ve çevresel kirleticiler, 

bazı metabolik ürünler, amino asit analogları vb.) hücrelerde birçok molekülü hasara 

uğratırken, bazı proteinlerin anlatımlarının artmasına neden olur. BaĢta proteinler olmak 

üzere çeĢitli moleküllerin hasara uğramasını önleyen bu proteinler stres proteinleri ya 

da ısı şoku proteinleri (“heat shock protein”, Hsp) olarak adlandırılır (Papp ve diğ., 

2003).  

 

Stres proteinleri, 1962 yılında Drosophila melanogaster larvalarının tükrük bezi 

hücrelerinde, sıcaklığa bağlı olarak pufların arttığını gören Ritossa tarafından 

saptanmıĢtır (Ritossa, 1962). Tissieres ve diğ. (1974) yılında bu tip proteinleri ısı şoku 

proteini (“Heat Shock Protein”, Hsp) olarak adlandırmıĢlardır. Daha sonraki yıllarda 

yapılan çalıĢmalar ısı Ģoku proteinlerinin tüm türlerde var olduğunu ortaya koymuĢtur.  

 

1996 yılında yapılan uluslararası bir toplantıda (“Cold Spring Harbor Meeting on 

Molecular Chaperones and the Heat Shock Response”, ABD) ısı Ģoku genleri ile ilgili 

tüm proteinlerin Hsp’ler olarak adlandırılmasına karar verilmiĢtir. Molekül ağırlıkları 

10-170 kDa arasında değiĢen bu protein aileleri büyük harfli kısaltma ile (örneğin, sHSP 

veya HSP70 Ģeklinde), bu ailelere ait proteinler ilk harfi büyük, diğerleri küçük 

(örneğin, Hsp27 veya Hsp70 Ģeklinde), genleri ise tümüyle küçük harflerle (örneğin, 

hsp27 veya hsp70 Ģeklinde) gösterilirler. Asıl ismin önündeki harf “küçük”ün kısaltması 

(“small”, s), ardındaki rakamlar ise yaklaĢık molekül ağırlığını ifade etmektedir 

(Snoeckx ve diğ., 2001).  

 

Sıcaklığın artıĢı veya diğer stres faktörlerinin etkisiyle hsp genleri etkili bir Ģekilde 

anlatım yaparlar. Ġndüklenebilen bu genlerde intron yoktur. Bu nedenle fizyolojik stres 

sırasında; stres proteinleri sadece birkaç dakika içinde, toplam hücreiçi proteinlerinin 

%15-25’ine ulaĢabilirler (Benjamin ve McMillan, 1998). 

 

Hsp’ler sitoplazmik ağın en büyük bileĢenlerinden biridir. Birbirleriyle, diğer 

proteinlerle ve sitoplazmik ağın tüm bileĢenleri ile kovalent olmayan bağlar kurarak 

dinamik kompleksler oluĢtururlar (Papp ve diğ., 2003). Bu proteinler, kararlı yapıda 
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olmayan proteinlere ya da denatüre hale gelecek proteinlere geri dönüĢümlü olarak 

bağlanarak iĢ görürler. Stres proteinlerinin çoğu hücrede normal Ģartlar altında da 

bulunurlar (“heat shock cognate”, Hsc), bazıları ise spesifik bir strese cevap olarak 

indüklenirler. Çok sayıda kopyaları bulunan bu proteinlerin organellerde konumlanmıĢ 

tipleri de vardır (Alberts ve diğ., 2002).  

 

Hsp’ler hem hücre içinde hem de hücre dıĢında fonksiyon gösterirler. Normalde Hsp’ler 

hücre içerisinde bulunurlar, ancak hücreler öldüğünde (nekroz ya da apoptoz ile) hücre 

dıĢına salınırlar. Hücre dıĢındaki Hsp’lerin hastalık veya enfeksiyona karĢı bağıĢıklık 

sistemini indükleyici etkileri vardır (Pockley, 2001; Prohaszka ve Füst, 2004).  

 

Birçok Hsp, fonksiyonel olarak hücresel Ģaperon aktivitesi gösterir. ġaperonlar, 

proteinlerin fonksiyonel olarak aktif üç boyutlu yapılarını kazanmalarında (katlanma) ve 

hücrenin çeĢitli kompartmanları arasında taĢınmalarında (translokasyon, nüklear 

taĢınma) yardımcı olurlar ve görevi biten proteinleri yıkılmaları için proteazomlara 

yönlendirirler (Alberts ve diğ., 2002) (ġekil 2.2). Ayrıca protein sekresyonuna katkıda 

bulunur ve ısı Ģokunda proteinlerin agregasyonunu engellerler. Hücre içinde, 

proteinlerin katlanması ve proteolitik degradasyon arasında bir denge vardır ve bu 

sistemde anahtar rolü Ģaperonlar oynar (Ellis, 1987). ġaperonlar tek baĢlarına değil; 

homomerik, heteromerik kompleksler (Hsp60 Ģaperon sistemi gibi) ya da dinamik 

Ģaperon toplulukları oluĢturarak (sitoplazmadaki ya da ER’deki Hsp90 taĢıyan foldozom 

gibi) iĢ görürler (Myung ve diğ., 2003). Isı Ģoku proteinleri, güçlü hidrojen bağları ve 

hidrofobik etkileĢimleri ile çift kutuplu sarmal stabilitelerinden dolayı kolay kolay 

denatüre olmazlar. Bu nedenle denatüre koĢullarda bile kendi yapılarını koruyarak, 

diğer proteinlerin katlanmalarına yardımcı olurlar.  
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ġekil 2.2. ġaperon aktivitesi gösteren Hsp’lerin iĢlevlerini özetleyen Ģema 

(http://biomolecule.snu.ac.kr/research.html, Ziyaret tarihi: 19 ġubat 2009) 

 

Nükleik asit ve amino asit dizileri yüksek derecede benzerlik göstermesine rağmen, 

prokaryot ve ökaryotlardaki Hsp’lerin nomenklatürü ve sınıflandırması farklıdır 

(Snoeckx ve diğ., 2001). Evrimsel olarak korunmuĢ Hsp’ler yaklaĢık molekül 

ağırlıkları, yapıları ve fonksiyonlarına göre farklı aileler içinde sınıflandırılmıĢtır 

(Benjamin ve McMillan, 1998; Snoeckx ve diğ., 2001). Tablo 2.3’te HSP aileleri, 

proteinleri, bu proteinlerin hücre içindeki konumları ve fonksiyonları özetlenmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

http://biomolecule.snu.ac.kr/research.html
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Tablo 2.3. HSP aileleri, proteinleri, hücre içindeki konumları ve fonksiyonları 

Aile/Stres proteinleri Lokalizasyonu Fonksiyonu Kaynaklar 

HSP100 
   Hsp110 (insan) 

   Apg-1 (fare) 

   Hsp105 

   Osp94 (Hsp94) 

   Grp170 

 
Nükleolus/sitoplazma 

Sitozol 

Sitozol 

Renal medulla 

Endoplazmik retikulum  

 
Isıya dayanıklılık, protein katlanması 

Protein katlanması 

Isıya dayanıklılık, iskemik dayanıklılık 

Ozmotik stres veya ısı ile indüksiyon 

Konstitutif anlatım 

 

Snoeckx ve diğ., 2001 

Snoeckx ve diğ., 2001 

Kai ve diğ., 2003 

Benjamin ve McMillan, 1998 

Snoeckx ve diğ., 2001 

HSP90 
   Hsp90 (Hsp86) 

   Hsp90 (Hsp84) 

   Grp94 

 
Sitoplazma/nükleus 

Sitoplazma/nükleus 

Endoplazmik retikulum 

 
Aporeseptör (Steroid reseptöre bağlanır) 

Aporeseptör (Steroid reseptöre bağlanır) 

Kalsiyum bağlayıcı Ģaperon 

 

Snoeckx ve diğ., 2001 

Snoeckx ve diğ., 2001 

Koyasu ve diğ., 1986 

HSP70  
   Hsc70  

   Hsp70 (indüklenebilir form) 

   mtHsp75 

   Grp78(BiP) 

   Mortalin 

 

Sitoplazma, peroksizom, nükleus 

Sitoplazma/nükleus 

Mitokondri 

Endoplazmik retikulum  

Sitoplazma/nuklear membran 

 

Protein katlanması 

Protein katlanması 

Protein katlanması 

Translokasyon ve protein katlanması 

Protein katlanması 

 

Benjamin ve McMillan, 1998 

Snoeckx ve diğ., 2001 

Snoeckx ve diğ., 2001 

Snoeckx ve diğ., 2001 

Snoeckx ve diğ., 2001 

HSP60  
   Hsp60 

   Grp 58 

   TRiC (CCT) 

 
Mitokondri 

Endoplazmik retikulum 

Sitoplazma 

 
Protein taĢıması/katlanması 

Protein katlanması 

Protein katlanması 

 

Snoeckx ve diğ., 2001 

Snoeckx ve diğ., 2001 

Snoeckx ve diğ., 2001 

HSP40  
   Hsp47 

   Hsp40 (Hdj-1) 

 
Endoplazmik retikulum 

Sitoplazma/nükleus 

 
Kollajen sentezinin kontrolü 

Protein katlanması, Hsp72 koĢaperonu 

 

Snoeckx ve diğ., 2001 

Snoeckx ve diğ., 2001 

sHSP  
   Hem oksijenaz (HO-1, HO-2,Hsp32) 

   Hsp27 

   -Kristalin ve B-Kristalin 

   p20 

   Hsp10 

   Hsp20-30kDa 

 
Sitoplazma 

Sitoplazma/nükleus  

Sitoplazma/nükleus  

Sitoplazma/nükleus  

Sitoplazma 

Mitokondri 

 
Hipoksi, HIF-1 transkripsiyon faktörü 

Aktin dinamikleri 

Gözde yapısal protein, hücre iskeletinin kararlılığı 

Vazorelaksasyon 

Hsp60 kofaktörü  

Z bantlarının korunması 

 

Snoeckx ve diğ., 2001 

Calderwood ve diğ., 2007 

Snoeckx ve diğ., 2001 

Snoeckx ve diğ., 2001 

Snoeckx ve diğ., 2001 

Dalle-Donne ve diğ., 2001 

Ubikitinler 

   Ubikitin 
Sitozol, nükleus 

 
26S proteazomlar vasıtasıyla anormal proteinlerin yıkımı Snoeckx ve diğ., 2001 
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2.3.1. Stres Proteini Aileleri 

HSP100 Ailesi  

Bu ailede yer alan proteinler fizyolojik koĢullar altında moleküler Ģaperonlar olarak iĢ 

görürler, suda çözünmeyen protein agregatlarının sitozolde çözünmelerini sağlarlar ve 

proteinlerin yeniden düzenlenmesinde görev alırlar (Benjamin ve McMillan, 1998). Bu 

ailenin üyelerinden Hsp105, Hsp70 ile kompleks oluĢturarak Ģaperon aktivitesi gösterir 

(Kai ve diğ., 2003). Hsp105’in, stres koĢulları altında, nöral hücreleri apoptoza karĢı 

koruduğu da bilinmektedir (Hatayama ve diğ., 2001). Ayrıca birçok kanser tipinde 

normal hücrelere göre Hsp105’in aĢırı anlatım yaptığı gösterilmiĢtir (Kai ve diğ., 2003).  

 

HSP90 Ailesi  

Hücredeki toplam proteinin %1-2’sini oluĢturan Hsp90 ökaryotik hücrelerde en fazla 

bulunan proteinlerden biridir (So ve diğ., 2007). Hücrede sadece sitoplazma ve 

endoplazmik retikulumda bulunan bu proteinler, diğer proteinlere bağlanarak onların 

aktivasyonunu ve katlanmasını düzenler, yeniden katlanan peptidlerin kümeleĢmesini 

önlerler. HSP90 ailesinin sitoplazmada yer alan üyeleri Hsp90 ve Hsp90’dır. 

Endoplazmik retikulumda en fazla bulunan ısı Ģoku proteini ise Grp94’tür. Steroid 

reseptörlere, protein kinazlara, ara filamantlere, mikrotübüllere ve aktin 

mikrofilamentlerine bağlanır (Koyasu ve diğ., 1986). Hsp90 Ģaperonu çok sayıda 

hücresel kinaz, transkripsiyon faktörleri ve diğer hücresel proteinlerle kompleksler 

oluĢturarak iĢ görmektedir (Benjamin ve McMillan, 1998).  

 

HSP70 Ailesi  

Bu proteinler stres altında proteinleri korur, katlanmamıĢ proteinlerin kümeleĢmesini 

önler, katlanmamıĢ veya yanlıĢ katlanmıĢ proteinler arasındaki dengeyi sağlarlar. 

Hsp70’ler proteinlerin sitoplazma, nükleus, endoplazmik retikulum ve mitokondride 

taĢınmasında görev alırlar. Sitozoldeki Hsp70 (Hsc70), olgunlaĢmamıĢ polipeptidlere 

daha ribozomdan ayrılmadan bağlanır. Hsp70, aynı zamanda ısı Ģoku faktörü (“Heat 

shock factor”, HSF)’nün aktivitelerini düzenleyerek ısı Ģoku proteinlerinin 

transkripsiyonunu da kontrol eder (Benjamin ve McMillan, 1998).  
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Hsp70 ailesinin tüm üyeleri; yüksek derecede korunmuĢ 44 kDa’luk bir N-terminal 

ATPaz domeni, hidrofobik peptidleri bağlayan 18 kDa’luk değiĢken bir bölgeyi ve 

yüksek derecede korunmuĢ 10 kDa’luk C-terminal domeni içerirler. Ġnsana ait Hsc70 ve 

Hsp70’in karĢılaĢtırıldığı ġekil 2.3’te, N-terminalde yer alan ve 1–386. amino asitleri 

içeren 44 kDa’luk fragment, 384–543. amino asitlerin içinde bulunduğu 4 adet çift 

antiparalel -katlanması ve tek -sarmalden oluĢan 18 kDa’luk fragment, C-terminalde 

ise Hsc70 için 542–646. amino asitler, Hsp70 için 542–640. amino asitler ile yüksek 

derecede korunmuĢ EEVD terminal dizisi bulunan 10 kDa’luk fragment görülmektedir. 

Hsc70 ve Hsp70 arasındaki homoloji %80’den fazladır (Kiang ve Tsokos, 1998).  

 

 

ġekil 2.3. Ġnsana ait Hsc70 ve Hsp70’in moleküler yapısı. (A) Hsc70 ve Hsp70 proteinlerini 

oluĢturan domenlerin 3 boyutlu yapıları ve amino asit dizileri. (B) Hsp70 N-terminalde 44 

kDa’luk ATPaz domeni, 18 kDa’luk peptid bağlayıcı domen; C-terminalde ise 10 kDa’luk 

fragment ile yüksek derecede korunmuĢ EEVD terminal dizini içermektedir. 

 

Hsp70’in, ATPaz aktivitesi diğer protein zincirlerinin bağlanması ve ayrılması için 

gereklidir (Sadis ve Hightower, 1992). Normal koĢullar altında Hsp70 Ģaperonu 

sitozolde bulunur ve katlanmamıĢ peptidlere bağlanarak, bu peptidlerin hücre içinde 

bulunmaları gereken bölgeye ulaĢıncaya kadar katlanmalarını engeller. Hsp70’in hücre 

iskeleti proteinleri (Sanchez ve diğ., 1994), hücre yüzey glikoproteinleri, kalmodulin ve 

doymuĢ yağ asitleri ile iliĢkili olduğu bilinmektedir (Hughes ve August, 1982). Hsp70 
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endoplazmik retikulum ve mitokondri membranında translokasyonda görev alır, yanlıĢ 

katlanmıĢ proteinleri lizozomlara ya da peroksizomlara yönlendirir (ġekil 2.4)  

 

 

 

ġekil 2.4. Hsc70 ile olgunlaĢmamıĢ peptid zincirleri ve                                                

katlanmamıĢ proteinler arasındaki etkileĢimler. 

 

Ġnsanlarda HSP70 multigen ailesinin 4 üyesi vardır: Hsp70, Hsc70, Grp78 (“glucose-

regulated protein 78”, BiP) ve mtHsp75 (“mitochondrial 75-kDa heat shock protein”). 

Hsp70 ve Hsc70 hem sitozolde hem de nükleusta bulunur ve katlanmamıĢ proteinlerin 

bir araya gelmesini engeller. ġaperonlar olarak iĢ gören Grp78 endoplazmik 

retikulumda, mtHsp75 ise mitokondrilerde bulunur (Myung ve diğ., 2003).  

 

Isı Ģoku sırasında, Hsc70 ve Hsp70’ler nükleusa hareket ederler. Translokasyon 60 

dakika içinde gerçekleĢir ve yaklaĢık 3 saat sonra sonlanır, bu süreçte maksimum 

protein düzeyine ulaĢılır (Snoeckx ve diğ., 2001). Hsp72 ısı ile indüklenen bir Hsp70 

tipidir. Hsc70 ise hücrede sürekli olarak sentezlenir ve ısı ile çok az indüklenir (Kagaya 

ve diğ., 2000).  
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Endoplazmik retikulumda bulunan Grp78 de stresle indüklenen bir moleküler 

Ģaperondur. Memeli hücrelerinde, Grp78 geçici olarak bağlandığı proteinlerin 

katlanmalarını ve taĢınmalarını sağlar (Litte ve diğ., 1994; Laitusis ve diğ.,1999).  

 

HSP60 Ailesi  

Ondört alt birimden meydana gelen ve hem mitokondri hem de sitoplazmada bulunan 

Hsp60, hücrenin stresten korunması ve proteinlerin katlanması için Hsp70 ile birlikte iĢ 

gören bir Ģaperondur. YanlıĢ katlanmıĢ polipeptidlere bağlanarak, onların doğru Ģekilde 

katlanmalarına yardımcı olur (Nollen ve diğ., 1999).  

 

Birçok memeli hücresinde Hsp60’ın sürekli anlatımı yapılmaktadır (So ve diğ., 2007). 

Bu proteinlerin anlatımları Hsp10 tarafından düzenlenir (Frydman ve Hartl, 1996). 

Yapılan çalıĢmalar, prostat kanserinin erken ve ileri aĢamalarında Hsp10 ve Hsp60 

anlatımının arttığını göstermiĢtir (Cornford ve diğ., 2000; Capello ve diğ., 2003b).  

 

ġaperoninler, Ģaperonlardan sonra proteinlerin doğru bir Ģekilde bir araya gelmelerini 

sağlayan Hsp’lerdir. Ökaryotlarda 2 Ģaperonin grubu vardır. Birinci grup Hsp60 ve 

Hsp10’dan oluĢur ve mitokondride bulunur. Ġkinci grupta bulunan TCP1 ise aktin ve 

tubulin katlanmasında iĢ görür ve sitozolde yer alır (Rommelaere ve diğ., 1993; 

Snoeckx ve diğ., 2001). 

 

HSP40 Ailesi  

Hsp40’lar katlanmamıĢ proteinlere bağlanarak onları Hsc70’le birleĢtirirler. ATP 

hidrolizi sonucunda yeniden katlanan protein Hsc70’ten ayrılır. Hsp40, Hsc70-

etkileĢimli protein (“Hsp70-interacting protein”, Hip), Hsc70-düzenleyici protein 

(“Hsp70-organizing protein”, Hop) veya Hsc70-aksesuar proteini (“Hsc70-accessory 

protein”, Hap) ile yer değiĢtirebilir ve Hsc70-katlanmamıĢ protein kompleksinde farklı 

etkileĢimlere sebep olabilir. Hip’le birleĢmesi kompleksin hücre içinde hareketine neden 

olurken, Hop’a bağlanması Hsp90’ı bağlamasına, Hap’a bağlanması ise Hsc70-

katlanmamıĢ protein kompleksinin ayrılmasına neden olur (Snoeckx ve diğ., 2001; 

Hohfeld ve diğ., 1995). 
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Küçük ısı şoku proteinleri (“Small Heat Shock Protein”, sHSP) Ailesi  

Aktin polimerizasyonunun inhibitörü olarak keĢfedilen bu proteinler futbol topu 

görünümündedir (Benjamin ve McMillan, 1998; Kim ve diğ., 1998a) (ġekil 2.5). 

Memelilerdeki sHsp baĢlangıçta tek bir protein (Hsp25, Hsp27 veya Hsp28 olarak da 

bilinir) olarak tanımlanmıĢ olmasına rağmen, yapılan çalıĢmalar gözde yapısal protein 

olarak iĢ gören -B-kristalinin (BC) de sHSP ailesinin bir üyesi olduğunu ortaya 

koymuĢtur (Klemenz ve diğ., 1991). 

 

ġekil 2.5. Yirmidört altbirimden oluĢan sHsp’nin üç boyutlu yapısı 

 

sHsp’ler molekül ağırlığı 12-43 kDa olan monomerler halinde bulunurlar. Evrimsel 

olarak yüksek derecede korunmuĢ ve yaklaĢık 100 amino asitten oluĢan bu proteinler, 

C-terminal -kristalin domeni ve N-terminal WD/EPF domeni ile tanımlanmaktadır 

(Nakamoto ve Vigh, 2007).  

 

sHSP’ler reprodüktif dokular, deri, kas ve kan hücreleri gibi birçok dokuda sürekli 

olarak üretilirler (Ciocca ve diğ., 1983). Hücrede sitoplazma, endoplazmik retikulum ve 

nükleusta bulunurlar. Isı stresine maruz kalan hücrelerde belirgin artıĢ gösterirler. 

sHsp’lerin Ģaperon, apoptozu inhibe etme, hücre geliĢimini düzenleme, ısı toleransı ve 

hücre farklılaĢması gibi iĢlevleri vardır (Wang ve diğ., 2004a). Hsp27, nüklear faktör 

kappa B (“Nuclear Factor kappa B”, NF-B) (transkripsiyon faktörü olarak iĢ gören bir 

protein kompleksi) yollarının aktivasyonunu artırır, bu yollar hücre büyümesi, 

enfeksiyon ve strese karĢı cevap gibi pek çok önemli süreci kontrol eder. sHsp’ler sinyal 

iletiminde de rol oynarlar. Hsp27 apoptotik sinyal yollarıyla iliĢkilidir. Mitokondri 

membranının dıĢ kısmı ile etkileĢime girer ve sitokrom C/Apaf-1/dATP (sitokrom C/ 
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apoptotik proteaz aktive edici faktör-1/deoksiadenozin trifosfat) kompleksinin 

aktivasyonunu engeller. Bu nedenle prokaspaz-9’un (apoptoz, nekroz ve iltihaplanmada 

rolleri olan sistein proteazları ailesinden bir protein) aktivasyonunu da inhibe eder. 

Fosforile Hsp27 ise, Daxx apoptotik proteinini inhibe eder (So ve diğ., 2007). 

 

Hsp27 ve BC oligomerik yapıda proteinler olup, fosforilasyonla değiĢime uğrarlar 

(Lavoie ve diğ., 1993). Hsp27’nin oligomerizasyonu dinamik bir iĢlemdir. 

Oligomerizasyon hücrenin fizyolojisine, Hsp27’nin fosforilasyon statüsüne ve strese 

maruz kalıp kalmamaya bağlıdır. Hsp27, strese (ısı Ģoku, arsenit, ozmotik ve oksidatif 

stres), sitokinler veya agonistlerine (mitojenler, serum, interlökin-1, tümör nekroz 

faktörü, trombin, histamin ve forbol ester) karĢı cevap olarak fosforillenir. Hsp27’nin 

fosforile olması çoklu sinyal transdüksiyon metabolik yolunda görülür. Isı Ģoku 

vasıtasıyla Hsp27 fosforilasyonu ser-82, ser-15 ve ser-78’de meydana gelir, fosforile 

olan bu bölgelerin tümü kinaz tanıma bölgesinin sonunda yer almaktadır (Landry ve 

diğ., 1992; Rouse ve diğ., 1994). Hsp27 fosforilasyonu mikrofilament organizasyonu ve 

dolayısıyla mikrofilament bağımlı olayların değiĢimi ile iliĢkilidir. Endotel 

hücrelerindeki Hsp27 fosforilasyonu, hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesine yol 

açan sinyal transdüksiyonunu ve hücre Ģeklindeki değiĢimleri iĢaret etmektedir (Li ve 

diğ., 1996).                  

 

Hsp27 pekçok hücre tipinde, özellikle kas hücrelerinde görülür. Hücre büyümesi ve 

farklılaĢmasının değiĢik aĢamalarında fazla miktarda üretilmesi, Hsp27’nin doku 

farklılaĢmasında önemli bir görevi olduğunu düĢündürmektedir. FosforillenmiĢ Hsp27 

türleri ile hücre hasarı (özellikle kas ve sinir) ve kanser arasında bir bağlantı olduğu 

gözlemlenmiĢtir. Anlatım düzeyinin, hücre çoğalması, metastaz ve kemoterapiye direnç 

ile ters orantılı olduğu öne sürülmektedir. Hastaların serumunda yüksek düzeyde Hsp27 

bulunması nedeniyle meme kanserinde potansiyel bir tanı belirtecidir (So ve diğ., 2007).  

 

Hsp27’nin hidroksiüre tarafından (Eskenazi ve diğ., 1998), Hsp25’in ise bazı antikanser 

ilaçlar tarafından indüklendiği (Bielka ve diğ., 1994) gösterilmiĢtir. Tümör hücrelerinde, 

hsp27’nin aĢırı anlatımının Dox direnci ile iliĢkili olduğu bilinmektedir (Oesterreich ve 

diğ., 1993). Hsp27 anlatımı ısı ve kimyasallara direnç özelliği ile iliĢkili olmasına 

rağmen, radyoterapiye dirençle iliĢkili olmadığı belirlenmiĢtir (Fortin ve diğ., 2000).  
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Hsp27 hücre iskeleti proteinlerinin stabilizasyonunda iĢ görür. Hücreiçi reaktif oksijen 

türlerini (“Reactive Oxygen Species”, ROS) ortadan kaldırarak ve glutatyon düzeyini 

yükselterek oksidatif strese karĢı koruyucu etki gösterir (Myung ve diğ., 2003; Acarin 

ve diğ., 2002). Hsp27 anlatımındaki artıĢın hücreiçi glutatyon konsantrasyonunu 

artırdığı ve böylece hücreiçi ROS’ları azalttığı kanıtlanmıĢtır (Mehlen ve diğ., 1996a). 

Bu olay glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesinde ve redüklenmiĢ glutatyon (GSH) 

düzeyinde artıĢa yol açabilir (Preville ve diğ., 1999).  

 

Glial hücrelerde hasar sonucu indüklenen Hsp27, Hsp32 ve Hsp47 anlatımının, 

koruyucu etki gösterdiği ve hücrelerin hasara yol açan koĢullara adaptasyonunda iĢ 

gördüğü belirtilmektedir (Horwich, 2002). Lipid peroksidasyonuna sebep olan ROS’lar, 

lipidçe zengin beyinde yüksek mitokondriyal aktiviteye bağlı olarak birikir, nöron ve 

glial hücreler ise özel Ģaperonlarını kullanarak kendilerini ROS’lardan korurlar (Myung 

ve diğ., 2003; Mehlen ve diğ., 1996b). Nöronlarda, fazla miktarda Ģaperon ekspresyonu 

olması, nörolojik semptomların ve proteinopatilerin ortaya çıkması ile iliĢkilidir 

(Macario ve Macario, 2007). sHsp’ler merkezi sinir sisteminde, özellikle glial 

hücrelerde yerleĢim göstermektedir. Astrosit ve oligodendrositlerde görülen Hsp27 ve 

BC birikimi, Alexander hastalığı, Creutzfeldt-Jakobs hastalığı, multipl skleroz, 

Alzheimer gibi çeĢitli nörolojik hastalıklarla iliĢkilidir (Stege vediğ., 1999 Rijk ve 

Bloemendal, 2000; Macario ve Macario, 2007).  

 

Hsp27’nin aktive olması için fosforilasyon gereklidir (Landry ve diğ., 1991). Yapılan 

çalıĢmalar, bu olayın interlökin (IL-1) veya tümör nekroz faktörü (“Tumor Necrosis 

Factor”, TNF) tarafından aktive edildiğini göstermiĢtir (Guesdon ve diğ., 1993; Mehlen 

ve diğ., 1995). Transfekte hücrelerde, Hsp27’nin anlatımı artırılmakta, böylece hem 

oksidatif strese karĢı hem de TNF-aracılı sitotoksisiteye karĢı koruma sağlanmaktadır 

(Mehlen ve diğ., 1995). Isı stresi ile Hsp27’nin fosforile olduğu, defosforilasyonunun 

ise ATP tüketimi sonrasında gerçekleĢtiği saptanmıĢtır (Loktionova ve diğ., 1996).  

 

Bu proteinlerin Ģaperon fonksiyonları mitokondrilerin stabilizasyonu, oksidatif stres 

derecelerindeki redüksiyon (artan GSH üretimine bağlı olarak), hücreiçi enerji 

düzeylerinin stabilizasyonu, doğru protein katlanması ve hücre iskeletinin kararlılığı 

için gereklidir (Liang ve Macrea, 1997). Hsp27 indüksiyonunun inhibisyonu, hücrenin 
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apoptotik ajanlara maruz kalmasını takiben sitokrom C’nin salınmasını sağlar ve kaspaz 

aktivasyonu gerçekleĢir (Samali ve diğ., 2001).  

 

Bazı Hsp’lerin anlatımı (Hsp27 ve Hsp70 gibi) çevresel ve fizyolojik stresle artmaktadır 

(Gorman ve diğ., 1999). Isı Ģoku sonucu Hsp anlatımının geçici artıĢı, termotolerans ile 

iliĢkilidir ve bu durum hücrenin; ısı Ģoku, oksidatif stres, çeĢitli antikanser ilaçlar ve 

nitrik oksit gibi öldürücü derecedeki toksik durumlara karĢı dirençli olmasını sağlar 

(Samali ve Cotter, 1996). Stresle indüklenebilen bazı Hsp’lerin (özellikle Hsp27 ve 

Hsp70) hücreleri apoptoza (Jaatella, 1999) ve nekroza karĢı korudukları bilinmektedir 

(Kabakov ve Gabai, 1995; Mehlen ve diğ., 1995). Bu proteinlerin, farklı aĢamalarda 

kaspazlara engel olarak apoptozu inhibe ettikleri gösterilmiĢtir (Bruey ve diğ., 2000a; 

Concannon ve diğ., 2003). Hücrenin nekrozdan nasıl korunduğuna dair mekanizma ise 

henüz tam olarak bilinmemektedir. Hsp27 ve Hsp70’in antiapoptotik etkileri 

mitokondriden sitokrom C salınımı, apoptozom oluĢumu ve kaspaz aktivasyonu ile 

iliĢkilendirilerek açıklanmaktadır (Bruey ve diğ., 2000b; Concannon ve diğ., 2003; 

Samali ve diğ., 2001).  

2.4. ISI ġOKU GENLERĠNĠN TRANSKRĠPSĠYONU  

Hücrede Hsp anlatımını indükleyen fizyolojik, patalojik ve çevresel etkenler Tablo 

2.4’te özetlenmiĢtir (Kiang ve Tsokos, 1998). 

Tablo2.4: Hsp anlatımını indükleyen koĢullar  

Fizyolojik  Patolojik  Çevresel 

Hücre bölünme döngüsü Viral enfeksiyonlar Isı Ģoku 
Büyüme faktörleri Bakteriyal infeksiyonlar Ağır metaller 
Hücre farklılaĢması Parazitik infeksiyonlar Metabolik inhibitörler 
Doku geliĢimi AteĢ Amino asit analogları 
Hormonal baskılama Ġnflamasyon Etanol 
 Ġskemi Antibiyotikler 

 Hipertrofi Radyasyon 

 Oksidan hasarı  

 Malignansi  

 Otoimmünite  

 

Hsp genlerinin transkripsiyonu, ısı Ģoku transkripsiyon faktörleri (“Heat shock factor”, 

HSF) ile hsp genlerinin promotor bölgelerinde bulunan ısı Ģoku elementlerinin (“Heat 
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shock element”, HSE) etkileĢimi aracılığıyla sağlanır. HSF’ler normal koĢullar altında 

sitoplazmada inaktif monomerler halinde bulunurken, sadece stres altındayken DNA’ya 

bağlanırlar (Morimoto, 1993). HSF stres koĢulları altında, DNA’ya bağlanabilmek için 

üç fosfatlı forma dönüĢtürülür ve sitoplazmadan nükleusa geçer. Nükleustaki HSF, 

DNA’daki hsp genlerinin promotör bölgelerine bağlanır. Böylece hsp geninin 

transkripsiyonunu sağlayarak, Hsp sentezini artırır (Santoro, 2000; Powers ve 

Workman, 2007).  

 

Birçok faktör HSF aktivasyonuna sebep olabilir (Tablo 2.5, ġekil 2.6). HSF 

aktivasyonundaki en önemli olay, serbest Hsp molekülleri (Hsp70 gibi) ile stres sonucu 

ortaya çıkan katlanmamıĢ proteinlerin ve HSF’lerin bağlanmaları arasındaki dengedir. 

KatlanmamıĢ proteinlerin varlığındaki herhangi bir artıĢ, bu dengeyi Hsp-katlanmamıĢ 

protein yönünde değiĢtirir, böylece serbest HSF monomerleri salınır (Snoeckx ve diğ., 

2001).  

 

 

ġekil 2.6. HSF aktivasyonu ve dolayısıyla hsp transkripsiyonunu aktive eden hücre içi ve hücre 

dıĢı etkenler. (Kesikli çizgiler tam olarak bilinmeyen transdüksiyon metabolik yolunu 

göstermektedir) 
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Herbimisin-A, benzokinoid ansamisin antibiyotiği ve tirozin kinaz inhibitörü gibi 

moleküller Hsp70’in sentezini engeller ve letal ısı stresine karĢı direnci artırırken, diğer 

genlerin (hsp90, hsp60, hsp27 ve grp78 gibi) transkripsiyonunu etkilemez (Morris ve 

diğ., 1996).  

 

Bugüne kadar 4 farklı HSF saptanmıĢtır: HSF1, HSF2, HSF3 ve HSF4. HSF1, HSF2 ve 

HSF4 insanlarda bulunurken, HSF3 sadece tavuklarda bulunmaktadır (Snoeckx ve diğ., 

2001). HSF’ler hücrenin geliĢimi, büyümesi ve adaptasyonu sırasında indüklenir ve 

Hsp’lerin sentezlerini düzenlerler. HSF1 hücre strese maruz kaldığında aktive olur ve 

hsp genlerinin anlatımlarını düzenler, HSF2 hücre farklılaĢması ve geliĢiminde görev 

alır, HSF4’ün ise Hsp anlatımının negatif düzenleyicisi olduğu düĢünülmektedir (Wu, 

1995; Snoeckx ve diğ., 2001).  

 

HSF1 molekül ağırlığı 75 kDa olan, hücrede sürekli anlatımı yapılan, sitozol ve 

nükleusta konumlamıĢ, yaklaĢık 200 kDa’luk bir kompleksin içinde inaktif monomerler 

halinde bağlı bulunan bir proteindir (Baler ve diğ., 1993). Dinlenme halinde Hsp70 ve 

Hsp90’a bağlı olarak bulunan HSF1 monomerlerinin hem DNA-bağlama aktivitesi hem 

de transkripsiyon aktivitesi negatif kontrol ile baskılanmaktadır (Wu, 1995). HSF1, 

sadece kinazların aktivasyonu ile serbest kalmaktadır. Fizyolojik stres altında, HSF1, 

mitojen tarafından aktive edilen protein kinaz (“Mitogen-Activated Protein Kinase”, 

MAPK) ailesinin üyeleri (ERK1, JNK/SAPK ve p38 protein kinaz) tarafından 

hiperfosforile hale getirilir (Kim ve diğ., 1997). Aktive olan HSF1 sitozolden nükleusa 

doğru hareket eder ve yaklaĢık 700 kDa’luk bir homotrimer oluĢturarak DNA’ya 

bağlanır (Wu, 1995). HSF1-DNA bağlanması, hsp genlerinin upstream promotör 

bölgelerinde bulunan HSE’lerin varlığı ile yakından iliĢkilidir. Bağlanma 

gerçekleĢtiğinde bu genlerden yeni mRNA sentezi baĢlar. Transkripsiyon sonrasında 

Hsp mRNA’sı nükleustan sitozole geçer ve burada sentez tamamlanır, iĢi biten HSF de 

sitozole döner.  

 

Hastalık koĢullarında, HSF1 indükleyicilerinin (okside LDL, ROS) hsp gen 

ekspresyonunu artırarak protein hasarını azalttığı düĢünülmektedir. Yüksek sıcaklık ve 

iskemi gibi fizyolojik stres durumunda, HSF’ler Hsp’lerden ayrılırlar. Protein kinaz C 

(PKC) veya diğer serin/treonin kinazlar tarafından fosforillenen HSF monomerleri 
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homotrimerler oluĢtururlar. Bu trimerler nükleusa gider, hsp genlerinin promotör 

bölgelerinde bulunan HSE’lere bağlanır (Kiang ve Tsokos, 1998) ve HSF’ler kinazlar 

tarafından tekrar fosforillendikten sonra transkripsiyon baĢlar. Yeni sentezlenen Hsp’ler, 

Hsp sentezini durdurmak için HSF’lere bağlanırlar (ġekil 2.7). 

 

 

ġekil 2.7. Stresle indüklenen Hsp’lerin artıĢında rol oynayan olası mekanizma 

 

Hücre kültüründe yapılan çalıĢmalar; hipoksi, etanol ve sodyum arsenit uygulamalarının 

hücre içindeki HSF1-DNA bağlanmasını ve Hsp70 seviyesini artırdığını göstermektedir. 

Yüksek sıcaklık, HSF1 ve Hsp90 arasındaki bağlantıyı zayıflatır, çünkü stres sonucunda 

denatüre olan proteinler Hsp90’a bağlanmak için HSF’lerle yarıĢırlar (Zou ve 

diğ.,1998). Hücre içinde indüklenebilir Hsp’lerin artması, otomatik düzenleyici bir 

mekanizma ile HSF1’in aktivasyonunu baskılar (Mosser ve diğ., 1993). Yapılan bir 

çalıĢmada serin/treonin kinazın bloke olmasının, HSF1’in fosforilasyonunu ve hsp70 

geninin transkripsiyonunu engellediği gösterilmiĢtir (Xia ve Voellmy, 1997). 

 

Hsp genlerinin anlatımlarını HSF’lerle etkileĢime girerek engelleyen kimyasallar da 

(benzilidin laktam, triepoksid triptolid v.b.) bulunmaktadır (Powers ve Workman, 

2007).  
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2.5. ISI ġOKU PROTEĠNLERĠNĠN HASTALIKLARDAKĠ ROLÜ  

Isı Ģoku proteinlerinin birçok hastalıkla özellikle kanserle iliĢkili olduğu bilinmektedir. 

Ġnsan kanserlerinde, posttranslasyonel modifikasyonlar (örneğin, Hsp’lerin 

fosforilasyonu) sıklıkla görülmektedir ve özel bazı malignansilerle iliĢkilidir (Sarto ve 

diğ., 2000). Son zamanlarda yapılan araĢtırmalar ısı Ģoku proteinlerinin, hücrenin 

hayatta kalması ve patojenik hastalıkların kontrolü üzerindeki rolüne odaklanmıĢtır.  

 

Hücre dıĢındaki Hsp’ler hastalık veya enfeksiyona karĢı bağıĢıklık sistemini uyarmak 

için çok güçlü tehlike sinyalleri gönderirler. Ayrıca bu proteinler pek çok patolojik 

ajanın konakta immün cevap oluĢturmasında rol oynayan antijenlerdir. Stres 

proteinlerine karĢı geliĢen immün cevaplar, çapraz reaksiyonlar vasıtasıyla hücrenin 

kendisine karĢı da (anti-self) reaksiyon geliĢtirmesine neden olabilmektedir. Sağlıklı 

bireylerin, enfeksiyon veya herhangi bir Ģekilde strese maruz kalmıĢ hücrelerinden 

arınmak için, kendi stres proteinlerine karĢı immün cevap verebilme yeteneklerinden 

yararlanabildikleri ileri sürülmektedir. ĠĢte bu yeteneklerin düzenlenmesindeki 

bozukluklar bazı otoimmün hastalıklara yol açabilir (Laad ve diğ., 1999; Clark ve 

Muchowski, 2000). Yapılan bir çalıĢmada, Hsp’lerin beyin, kalp ve diğer organları 

iskemik zararlardan belirgin bir Ģekilde koruduğu (Benjamin ve McMillan, 1998; 

Snoeckx ve diğ., 2001; Gaitanaki ve diğ., 2003), yiyeceklerin içinde bulunan 

ksenobiyotiklere karĢı hücrede bir koruma mekanizması olarak Hsp27’inin anlatımının 

arttığı (Katsuki ve diğ., 2004) ve indüklenebilir Hsp70’in kanser hücrelerinin gama 

radyasyonuna karĢı direncinde etkili olduğu saptanmıĢtır (Lee ve diğ., 2001). 

 

Hücre içindeki oksidatif hasara karĢı savunmada görev alan Hsp70 ve Hsp27’ler 

sitoplazmik antioksidanlar olarak iĢ görürler (Papp ve diğ., 2003). Hsp27’nin glukoz-6-

fosfat dehidrogenaz, glutatyon redüktaz ve glutatyon transferaz aktivitelerini artırarak, 

düĢen glutatyon düzeyini yükselttiği belirlenmiĢtir (Arrigo, 1998; Preville ve diğ., 

1999). Hsp70’in ise dolaylı antioksidan etki gösterdiği saptanmıĢtır (McDuffee ve diğ., 

1997). 

 

Endoteliyal disfonksiyon, diabet, Alzheimer ve Parkinson gibi bazı hastalıklarda redoks 

homeostazında çeĢitli aksamalar olur (Sayre ve diğ., 2001). Okside proteinlerin miktarı 
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artar, bunun sonucunda konformasyonel hasarla baĢa çıkabilmek için daha yüksek 

miktarda Ģaperona ihtiyaç duyulduğundan, Ģaperon indüksiyonu gerçekleĢir. Bununla 

birlikte Ģaperon-indüksiyonlu mekanizmalar kronik stres karĢısında yetersiz kalır ve 

hasarlı proteinler birikmeye baĢlar. Tüm bu değiĢimler, yaĢlanan organizmanın Ģaperon-

indükleme kapasitesinin birbirine bağlı artıĢı sonucunda ortaya çıkar (Hall ve diğ., 

2001). Buna karĢılık, antioksidan sistemlerdeki (örneğin, Cu-Zn SOD anlatımındaki 

gibi) ve Hsp miktarındaki artıĢ yaĢam süresinin uzamasına sebep olur (Papp ve diğ., 

2003). 

 

Kalp yetmezliğinde Hsp70 anlatımının artması, hücrelerin hasar görmesini önler. 

Deneysel bir iskemi olgusunda, transgenik farelerde Hsp70 artıĢının, hasarı büyük 

oranda giderdiği gösterilmiĢtir (Landry, 2000).  

 

Günümüzde kanserli hücreler ile yapılan çalıĢmalarda çeĢitli stres proteinlerinin 

anlatımlarında farklılıklar olduğu saptanmıĢ ve bu proteinlerin hem teĢhiste hem de 

tedavinin izlenmesinde “biomarker” (biyobelirteç) olarak kullanılabilecekleri 

bildirilmiĢtir (Oesterreich ve diğ., 1993; Kai ve diğ., 2003; Capello ve diğ., 2003a; Ryu 

ve diğ., 2003). 

 

Çoğu kanser türünde Hsp’lerin üretimi artmaktadır. Hsp’ler tümör hücrelerinin 

proliferasyonu, farklılaĢması, invazyonu, metastazı, ölümü ve immün sistem tarafından 

tanınması ile iliĢkilidir (Ciocca and Calderwood, 2005). Artan Hsp70 anlatımının, 

hücreleri enerji kaybı sonucunda ortaya çıkan nekrozdan koruduğu bildirilmiĢtir 

(Kabakov ve Gabai, 1995). 

 

Kanser hastası bireylerin hücrelerinde Hsp-peptit kompleksleri oluĢur. Bu anormal 

peptitlerin hasta hücreler içerisinde bulunuĢu, kanserden kansere ve bireyden bireye 

farklılık gösterir. Bu yüzden anormal peptitlerin çok düĢük düzeydeki oluĢumu dahi 

kanser düĢüncesini akla getirmelidir (Laad ve diğ., 1999). Ayrıca Hsp’ler bazı kanser 

tiplerinde hücre farklılaĢma derecesinin de göstergesidir. Meme kanseri 300 hasta 

üzerinde yapılan bir çalıĢmada, Hsp27’nin lokalizasyonunun daha saldırgan tümörlerle 

iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (Thor ve diğ., 1991). Meme kanserinde Hsp27 ve Hsp70 

düzeyindeki artıĢ, kanser hücrelerinin kemoterapiye karĢı olan direncinin göstergesidir 
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(Ciocca and Calderwood, 2005). Özellikle bazı kanser tedavilerinde azalan Hsp anlatımı 

tedavinin etkili olduğunu iĢaret etmektedir. 

 

Stresle indüklenen bir protein olan Hsp70’in, TNF- ve TNF- tarafından indüklenen 

apoptotik hücre ölümünde baskılayıcı etki gösterdiği bilinmektedir (Jaattela ve Wissing, 

1993). Prostat kanserli hastalar üzerinde yapılan bir çalıĢmada, hasta bireylerdeki Hsp70 

anlatımının kontrol gruplarına göre fazla olduğu ortaya konulmuĢtur (Abe ve diğ., 

2004). Jones ve diğ. (2004) tarafından yapılan bir çalıĢmada, bir bitki flavonoidi olan 

kersetinin, prostat kanseri hücrelerinde Hsp70 anlatımını baskıladığı gösterilmiĢtir. 

Ġnsan prostat dokuları kullanılarak yapılan son immünohistokimyasal çalıĢmalar, prostat 

kanseri saldırganlığı, progresyonu ve hormona cevap vermeyen fenotip geliĢimi ile 

Hsp27 arasında iliĢki olduğunu göstermiĢtir (So ve diğ., 2007). Temelde Hsp27 ve 

Hsp70, hücresel stres sırasında en fazla indüklenen Ģaperonlardır. Hücre onarılırken ve 

ATP seviyesi artarken, ATP-bağımlı Ģaperonlar (Hsp70 ve Hsp60) yeniden katlanmada, 

proteinlerin degradasyonunda ve/veya taĢınmasında iĢ görürler (So ve diğ., 2007). 

Hsp27 ve Hsp70 malignant hücrelerde bol miktarda bulunur ve kemoterapi direncinde iĢ 

görür (Jaattela, 1999). Prostat (Cornford ve diğ., 2000), meme (Conroy ve diğ., 1998), 

ovaryum kanseri (Arts ve diğ., 1999) ve gastrik tümörlerde (Kapranos ve diğ., 2002) 

yüksek düzeyde Hsp27 saptanmıĢtır. Hsp27 anlatımı hormon veya kemoterapiye cevap 

olarak indüklenmekte ve terapi uygulamalarının indüklediği apoptozu baskılamaktadır 

(Vargas-Roig ve diğ., 1998; Rocchi ve diğ., 2004). Ayrıca, yüksek düzeydeki Hsp70’in 

çeĢitli insan kanser hücrelerinin hayatta kalması için önkoĢul olduğu görülmüĢ ve tümör 

hücrelerinde Hsp70’in azalmasının hücre ölümü ile sonuçlandığı ortaya konulmuĢtur 

(Nylansted ve diğ., 2000). 

 

Hsp’lerin ilaç direnci (“multidrug resistance”) (Ciocca ve diğ. 1993) ve apoptozla 

iliĢkili tümörogenezin artıĢı ile bağlantılı oldukları, farklı tümör modellerinde ortaya 

konulmuĢtur (Bruey ve diğ., 2000b). Hsp27’nin koruyucu etkisi, moleküler Ģaperon rolü 

sonucunda veya kaspaz aktivasyonundaki direkt etkisiyle, oksidatif stresin 

modulasyonuyla ve hücre iskeletinin düzenlenmesiyle ortaya çıkmaktadır (Concannon 

ve diğ., 2003). Hsp27’nin malignansi, hücresel stres, tümör geliĢimi ve apoptoz 

inhibisyonundaki rolleri ġekil 2.8’de özetlenmiĢtir. 
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ġekil 2.8. Malignansi, hücresel stres, tümör geliĢimi ve apoptoz inhibisyonunda Hsp27’nin rolü. 

 

Ġnsan ovaryum tümör hücre hattında Hsp27’nin CDDP direnci ile iliĢkili olduğu 

gösterilmiĢtir. CDDP platin içeren bir bileĢiktir ve potansiyel bir anti-kanser ajanıdır. 

ÇeĢitli malignant tümörlerin (testis, baĢ ve boyun, özofagus, akciğer, ovaryum ve idrar 

torbası kanserleri) tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Uzun süreli uygulamaları 

sınırlandırılmıĢtır, çünkü CDDP uygulamaları sonunda dirençli hücreler geliĢmekte ve 

bunlar da malignant hale gelmektedir. Western analizleri bu tip hücrelerde Hsp27 ve 

Hsp70’in anlatımının arttığını göstermiĢtir. Sonuçlar bu HSP’lerin CDDP direnç 

mekanizmasında önemli olduklarını ortaya koymuĢtur (Yamamoto ve diğ., 2001). 

 

Hsp27 birçok beyin tümöründe de saptanmıĢtır, anlatımı ile tümörün malignansi 

derecesi arasında bir korelasyon vardır (Hitotsumatsu ve diğ., 1996; Khalid ve diğ., 

1995). Transforme hücrelerdeki Hsp27 anlatımı, termodirenç ve ilaç direci ile 

bağlantılıdır (Landry ve diğ., 1989; Huot ve diğ., 1991; Richards ve diğ., 1996) ve 

tümörlerin anlatımını yaptığı MDR1, Hsp27’nin birlikte anlatımına bağlıdır (Schneider 

ve diğ., 1998). Ayrıca, düĢük pH değerlerine adapte olmuĢ memeli hücre hatlarında 

Hsp27 düzeyleri artmıĢtır (Wachsberger ve diğ., 1997). Hsp27’nin ilaç direnci ile iliĢkili 

olduğu insan meme kanseri hücre hatlarında da gösterilmiĢtir. Hsp27’nin anlatımındaki 

Hsp27’nin  
artışı 

Apoptozun inhibisyonu 

Kaspaz inhibisyonunu engelenmesi 

Hücre iskeleti stabilizasyonu 

ROS’ların azalması 
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artıĢın, bu hücrelerde Dox’a karĢı (kemoterapik bir ajan) direnci 3 kat artırdığı görülmüĢ 

(Oesterreich ve diğ., 1993), ayrıca gastrik kanserde Hsp27’nin anlatımının arttığı 

saptanmıĢtır (Ryu ve diğ., 2003). Yapılan bir çalıĢma Hsp70’in aĢırı anlatımının, 

tümörogenik meme kanseri hücrelerinin hayatta kalması için gerekli olduğunu 

göstermiĢtir. Hsp70’in azalması tümöre-özel ölüm programını (apoptozu) aktive 

etmektedir (Nylandsted ve diğ., 2000). 

 

B-kristalin düzeyindeki artıĢ ile Alzheimer ve multipl skleroz gibi nörodejeneratif 

hastalıklar arasında iliĢki olduğu bilinmektedir (Nakamoto ve Vigh, 2007). B-kristalin 

genindeki mutasyonlar, desmin bağlantılı kardiyomiyopati ve kataraktogenez ile 

bağlantılıdır. Kataraktın patagonezi zara bağlanan -kristalinin artıĢı ile iliĢkilidir (Cobb 

ve Petrash, 2000; Cobb ve Petrash, 2002).  

2.6. 14-3-3 PROTEĠNĠ  

14-3-3 proteinleri ilk kez sığır beyin homojenatının 14. fraksiyonunun 3.3 

pozisyonundan izole edilmiĢtir (Moore ve Perez, 1967). Molekül ağırlığı 28 kDa olan 

14-3-3 proteinleri evrimsel olarak yüksek derecede korunmuĢ moleküllerdir. Ökaryotik 

hücrelerde sürekli olarak anlatımları yapılan 14-3-3 proteinlerinin , , , , ,  ve  

olarak isimlendirilen 7 izoformu vardır (Aitken ve diğ., 1992). Bu izoformlardan beĢ 

tanesi (, , ,  ve ) memeli beyninde, diğer iki tanesi ( ve ) ise T hücreleri ve epitel 

hücrelerinde bulunmaktadır (Aitken, 2006). 14-3-3 proteinleri hücre sinyallerinde, hücre 

çevriminin düzenlenmesinde, hücreiçi trafikte, hücre iskeleti yapısının korunmasında ve 

transkripsiyonda iĢ görürler. 14-3-3 proteinleri ile etkileĢimde olduğu bilinen 200’den 

fazla protein vardır ve bu listeye hergün yenileri eklenmektedir (Pozuelo ve diğ, 2004). 

14-3-3 izoformlarının Creutzfeldt–Jakob hastalığı (CJD) (Mackie ve Aitken, 2005), 

Alzheimer (Layfield ve diğ., 1996), Parkinson (Ostrerova ve diğ., 1999) gibi 

nörodejeneratif hastalıklarla iliĢkileri olduğu bilinmektedir. 14-3-3 proteinlerinin sinir 

hasarı, patojenler, hipoksi ve metabolik stres gibi iç ve dıĢ strese karĢı yanıt olarak 

indüklendiği bilinmektedir (Bae ve diğ., 2003). 14-3-3 proteinlerine ait bu özellikler 

moleküler Ģaperonlarla iliĢkili görünmektedir (Aitken, 2006). 
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Yano ve diğ. (2006) Drosophila hücreleri üzerinde yaptıkları çalıĢmada, ısı stresi ile bu 

hücrelerdeki 14-3-3 proteinlerinin anlatımlarının arttığını ve bu iĢlemin HSF’ler 

tarafından meydana getirildiği göstermiĢlerdir. Bu çalıĢmada sitokrom C’nin 

mitokondriyal prekürsörü olan apositokrom C ile 14-3-3  proteinin etkileĢimde olduğu; 

14-3-3  proteinin bloke olduğu durumda sitozolde yüksek miktarda apositokrom C 

agregatlarının oluĢtuğu gösterilmiĢtir. Bu çalıĢma 14-3-3  formunun moleküler Ģaperon 

olarak iĢ gördüğüne dair önemli bir kanıttır (Yano, 2006). 14-3-3 proteinlerinin diğer 

izoformlarının anlatımlarının da HSF’ler tarafından düzenlendiğini gösteren çalıĢmalar 

bulunmaktadır (Wang ve diğ., 2003; Wang ve diğ., 2004b). 

 

14-3-3 protein ailesi fizyolojik ve patalojik koĢullar altında farklı hücresel cevapların 

düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadır. Özellikle 14-3-3  izoformunun tümör 

geliĢiminde direnç sağladığı bilinmektedir. 14-3-3  birçok kanser tipinde, özellikle 

ağız, akciğer ve mide kanserinde, aĢırı anlatım yapmaktadır (Jang ve diğ., 2004; Matta 

ve diğ., 2007; Li ve diğ., 2008). Yapılan bir çalıĢma bu izoformun potansiyel bir 

moleküler marker olarak, antikanser terapilerin geliĢtirilmesinde kullanılabileceğini 

ortaya koymuĢtur (Li ve diğ., 2008). Akciğer kanseri hücrelerinde yapılan bir 

çalıĢmada, özellikle 14-3-3  izoformunun aĢırı anlatım yapmasının radyoterapinin 

etkinliğini azalttığı, bu proteinlerin baskılandığı durumlarda ise terapi etkinliğinin arttığı 

ortaya konulmuĢtur (Qi ve Martinez, 2003). Benzer bir çalıĢmada aynı izoformun 

ekspresyonunun azalmasının, akciğer kanserinde kemoterapik bir ajan olarak kullanılan 

CDDP’nin etkinliğini artırdığı gösterilmiĢtir (Fan ve diğ., 2007). 
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3.MALZEME VE YÖNTEM 

3.1. BĠTKĠSEL MATERYAL 

Bu çalıĢmada, çeĢitli konakçılar üzerinde yaĢayan ökseotu (Viscum album L. ssp. 

album) (Loranthaceae, Viscaceae) bitkileriyle daha önce gerçekleĢtirdiğimiz 

araĢtırmalarda (Önay, 2002; Önay-Uçar, 2006) belirlediğimiz antioksidan aktivitesi en 

yüksek bitkiler kullanıldı. Ġstanbul-Bentler bölgesinde bulunan bir ıhlamur ağacı (Tilia 

argentea Desf. Ex DC) üzerinden Eylül 2006’da toplanan bitkilerin (ISTF No: 37486) 

yaprakları ayrılarak önce musluk suyu, daha sonra distile su ile iyice yıkandı. Taze 

yapraklar küçük porsiyonlar halinde (10-20 g), alüminyum folyo ile paketlendi, sıvı 

azotta (-196
o
C) Ģok dondurma iĢlemi uygulandı ve kullanılıncaya dek derin 

dondurucuda (–70
o
C) saklandı. Konakçı ağaç ve üzerindeki V. album kümelerine ait 

fotoğraflar ġekil 3.1’de görülmektedir. 

 

 

        (a)             (b) 

ġekil 3.1: (a) Ihlamur ağacı üzerindeki V. album kümelerine ait fotoğraf,                                   

(b) V. album bitkisinin yakın plan görüntüsü 
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3.2. BĠTKĠ EKSTRESĠNĠN HAZIRLANMASI 

Derin dondurucuda (-70
o
C) saklanan taze ökseotu yaprakları (20 g) oda sıcaklığında 

çözüldükten sonra, bistüri yardımıyla küçük parçalara bölündü ve metanol (MeOH)      

(%99.9) (160 ml) içeren ağzı kapalı bir balonda, 150 devir/dakika hızda çalkalama 

yapan bir çalkalayıcıda (Certomat
®
 H, Braun) 1 gün bekletildi. Bu süre sonunda bitki 

kalıntıları süzülerek uzaklaĢtırıldı. Süzüntü bir balona alındı ve MeOH, vakumlu 

buharlaĢtırıcıda (Rotary Evaporator RE 100) kuruluğa kadar uçuruldu. Elde edilen 

ekstre, 40 mg/ml deriĢimde olacak Ģekilde dimetilsülfoksit (DMSO)(%99.9) içinde 

çözündürüldü ve filtreden (Millipore filtre, 0.22 m) geçirilerek steril edildikten sonra, 

sitotoksik analizlerde kullanıldı. 

3.3. C6 SIÇAN GLĠOMA HÜCRELERĠNĠN KÜLTÜRLEME KOġULLARI 

CerrahpaĢa Tıp Fakültesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı Laboratuvarları’ndan 

sağlanan C6 sıçan glioma hücrelerine ait altkültürlerin yapılmasında sırasıyla Ģu 

iĢlemler uygulandı (Freshney, 2000). Steril bir ortamda, 25 cm
2
’lik kültür kabı içindeki 

besiyeri (8 ml) uzaklaĢtırıldı. Tripsini inhibe eden serum artıklarını ortamdan 

uzaklaĢtırmak amacıyla, 5 ml (0.2 ml/cm
2
) PBS (“Dulbecco’s Phosphate Buffered 

Saline”, pH 7.2), hücrelerin bulunduğu yüzeyin karĢısından dikkatlice kültür kabına 

aktarıldı ve hücreler yıkandıktan sonra PBS döküldü. Kültür kabı içine, yine hücrelerin 

bulunduğu yüzeyin karĢısından, 1 ml Tripsin/EDTA [% 0.2 tripsin, % 0.04 EDTA 

(etilendiamintetraasetik asit)] eklendikten sonra enzim solüsyonunun tüm hücre 

yüzeyini kaplaması sağlandı ve kültür kabı 37
o
C’lık etüve kaldırıldı. Hücreler bir film 

Ģeklinde kültür kabından ayrılıncaya kadar (yaklaĢık 1 dakika) etüvde (37
o
C) 

tutulduktan sonra 5 ml (0.2 ml/cm
2
) besiyeri [streptomisin (100 U/ml), penisilin (100 

g/ml), amfoterisin B (0.25 g/ml ), % 10 fetal sığır serumu (FBS) içeren ve pH’sı 7.4 

olan DMEM/F12 HAM (“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / Nutrient Mixture F-

12 HAM”)] eklenip pipet yardımıyla tüm hücreler birbirlerinden ve tutundukları 

yüzeyden ayrılarak süspansiyon haline getirildi. Yeni bir kültür kabında altkültürleme 

yapılmadan önce hücreler bir hemositometre yardımıyla sayıldı ve rutin bir altkültür 

için gerekli olan sayıda (1x10
5
 hücre/ml) hücre alınarak yeni kültür kabına aktarıldı. 

Hücreler % 5 CO2 sağlayan etüvde (Heraeus D-6450, Hanau), 37
o
C’da üretildi ve 3 

günde bir altkültürleri yapıldı. BaĢlangıç hücre sayısı 1x10
5
 hücre/ml olan 2 günlük C6 
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hücrelerinin mikroskoptaki (OLYMPUS CK2, Digital kamera apartmanlı faz kontrast 

invert mikroskop; Motic Image Plus Programı) görüntüsü ġekil 3.2’de görülmektedir.  

 

 

ġekil 3.2. BaĢlangıç hücre sayısı 1x10
5
 hücre/ml olan 2 günlük C6 glioma                  

hücrelerinin faz kontrast invert mikroskop altındaki görüntüsü 

3.4. HÜCRELERĠN ÇOĞALMA EĞRĠSĠNĠN OLUġTURULMASI 

C6 glioma hücrelerinin jenerasyon süresini hesaplayabilmek ve çoğalma eğrisini 

çizebilmek amacıyla, baĢlangıç sayıları 5x10
4
 ve 1x10

5
 hücre/ml olan kültürlerden 10 

gün boyunca her gün, kültürün baĢlatıldığı saatte sayım yapıldı. Hücreler 1:1 (v/v) 

tripan mavisi (% 0.5, PBS içinde hazırlandı) ile boyandı ve hemositometrede sayılarak 

canlı hücre sayısı belirlendi (Fershney, 2000). Absise zaman (gün), ordinata hücre 

sayıları yerleĢtirilerek çizilen yarı logaritmik çoğalma eğrisi yardımıyla hücrelerin lag, 

log ve durağan evreleri belirlendi. Ölçümler 3 tekrarlı olarak yapıldı ve veriler 

GraphPad Prism 4.0 programı kullanılarak, tek-yönlü ANOVA testi ile istatistiksel 

olarak değerlendirildi. Elde edilen çoğalma eğrileri kullanılarak jenerasyon sayısı ve 

süreleri aĢağıdaki formüllere göre hesaplandı (Moat, 1979): 
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n = (log N2-log N1)/log 2 

 

St =(T2- T1)/n 

 

n  : jenerasyon sayısı 

N2: logaritmik bölünme sonundaki hücre sayısı 

N1: logaritmik bölünme baĢlangıcındaki hücre sayısı 

St : jenerasyon süresi 

T2: logaritmik bölünmenin bitiĢ zamanı 

T1: logaritmik bölünmenin baĢlangıç zamanı  

3.5. SĠTOTOKSĠSĠTE ANALĠZĠ  

Sitotoksisite analizleri Mosmann (1983) tarafından önerilen yöntem izlenerek 

gerçekleĢtirildi. Bu yöntemde, kültürdeki canlı hücrelerin mitokondriyal dehidrogenaz 

enziminin aktivitesi ile tetrazolium halkasının koparılması sonucu MTT molekülünün 

suda çözünmeyen formazan kristallerine dönüĢmesi sağlanır ve bu kristaller DMSO’da 

çözündürüldükten sonra 540 nm’de absorbans ölçümü yapılır. Hazırlanan ekstrenin C6 

sıçan glioma hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisini saptamak amacıyla, hücreler 

yetiĢtirildikleri besiyerinin bileĢimi farklı 3 gruba ayrıldı: 

  

1. Farklı deriĢimlerde ekstre içeren besiyerinde yetiĢenler : Deney grubu  

2. DMSO içeren  besiyerinde yetiĢenler        : Kontrol 1  

3. Ekstre veya DMSO içermeyen besiyerinde yetiĢenler    : Kontrol 2 

 

DMSO içinde çözündürülerek hazırlanan bitki ekstresi, DMEM:F12 HAM besiyeri ile 

1:4 oranında sulandırıldı ve hazırlanan bu stoklardan 5, 10, 25, 75, 100, 250, 500 ve   

750 g/ml deriĢimlerinde bitki ekstresi içeren besiyerleri hazırlandı. Deney grubu 

hücrelerine uygulanan farklı deriĢimlerdeki ekstre DMSO içerdiğinden, DMSO’nun C6 

glioma hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisi de incelendi. Bu amaçla, Kontrol 1 grubu 

hücreler, ekstre uygulanan örneğin içinde bulunan DMSO ile aynı oranlarda DMSO 

içeren besiyerlerinde yetiĢtirildi. Ekstre ve DMSO içermeyen besiyerinde yetiĢtirilen 
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hücreler Kontrol 2 grubunu oluĢturdu. Daha sonra her bir gruba aĢağıdaki iĢlemler 

uygulandı.  

 

96 kuyucuklu kültür kaplarının kuyucuklarına, 1x10
5
 hücre/ml içeren hücre 

süspansiyonundan 200 l konularak; % 90’dan fazla bağıl nem ve % 5 CO2 sağlayan             

37 ˚C’lık etüvde inkübe edildi. Kültür kabına tutunmuĢ olan hücrelerin üzerindeki 

besiyeri 24. saatin sonunda uzaklaĢtırıldı. Deney grubu hücrelerin üzerine farklı 

deriĢimlerde ekstre içeren besiyerlerinden, Kontrol 1 grubuna DMSO içeren 

besiyerlerinden, Kontrol 2 grubuna ise sadece DMEM:F12 HAM besiyerinden 200’er l 

uygulanarak 48 saat etüvde (37
o
C, %5 CO2) tutuldu. Bu süre sonunda hücrelerin 

üzerindeki besiyeri uzaklaĢtırılarak, 30 l MTT stok çözeltisinden (5mg/ml, PBS içinde 

hazırlandı) eklendi ve 4 saat etüvde bekletildi. Formazan kristallerinin çözünmesi için 

150 l DMSO eklenip, çözelti homojen hale gelinceye kadar kültür kabı 37
o
C’da 

çalkalandı (150 devir/dakika, Certomat
®
 H, Braun). OluĢan renkli ürünün 540 nm dalga 

boyundaki absorbansı ölçüldü ve sonuçlar aĢağıda verilen formül yardımıyla 

değerlendirildi.  

 

                                    Deney grubu hücrelerinin absorbansı 

       % Canlılık   =            x 100 

                                   Kontrol 2 grubu hücrelerinin absorbansı 

 

Deneyler 12 tekrarlı olarak gerçekleĢtirildi. 

3.6. HSP’LERĠN YÜKSEK SICAKLIK UYGULAMALARI ĠLE ĠNDÜKSĠYONU 

Literatür verilerine göre, hücrelerdeki stres proteinlerinin anlatımını en fazla indükleyen 

sıcaklık uygulamasının 42
o
C’da 1 saat bekletme olduğu ve bunu 6 saatlik bir dinlenme 

periyodunun takip etmesi gerektiği bilinmektedir (Zhang ve diğ., 2001). Bu çalıĢmada 

da C6 sıçan glioma hücrelerindeki ısı Ģoku proteinleri, hücrelerin 42
o
C’da 1 saat 

bekletilmesinin ardından 6 saatlik bir dinlenme periyodu uygulanarak indüklendi.  
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Deneylerde 75 cm
2
’lik kültür kabında üretilen ve baĢlangıç sayıları 1x10

5
 hücre/ml olan 

3 günlük hücreler kullanıldı. Hsp indüksiyonunu ve ekstrenin bu indüksiyon üzerindeki 

etkisini belirlemek amacıyla 4 farklı hücre grubu oluĢturuldu: 

               Kısa gösterim 

Kontrol grubu : Ekstre içermeyen ve ısı Ģoku uygulanmayan grup        = Kontrol    

Deney grubu 1 : Ekstre içeren ve ısı Ģoku uygulanmayan grup              = VE 

Deney grubu 2 : Ekstre içermeyen ve ısı Ģoku (42
o
C) uygulanan grup   = Isı Ģoku  

Deney grubu 3 : Ekstre içeren ve ısı Ģoku (42
o
C) uygulanan grup          = VE + Isı Ģoku 

 

Kontrol grubu hücreler (Kontrol) normal inkübasyon koĢulunda (37
o
C) tutuldu. 

Ekstreler deney grupları oluĢturulduktan 1 gün sonra besiyerine eklendi. Isı Ģoku 

uygulamaları ise deneyin 3. günü 42
o
C’da 1 saat tutularak gerçekleĢtirildi. Isı Ģoku 

uygulaması yapılan gruplar, 37
o
C’da 6 saat dinlendirildi. Bu inkübasyonu takiben, 

hücrelerin üzerindeki besiyerleri uzaklaĢtırıldı; sonra sırasıyla PBS ile yıkama ve 

Tripsin/EDTA (% 0.2 tripsin, % 0.04 EDTA) uygulaması yapıldı. Hücreler tutundukları 

yüzeyden ayrılınca, 5 ml besiyeri (DMEM/F12 HAM) eklenip pipet yardımıyla tüm 

hücreler birbirlerinden ve tutundukları yüzeyden ayrılarak süspansiyon haline getirildi. 

Bu süspansiyondaki hücreler bir tüpe alınarak santifüjleme (3000xg, 5 dakika, 25
o
C) 

(Janetzki T5) ile çöktürüldü. Çöktürme iĢlemi tamamlandıktan sonra süpernatant 

(besiyeri) uzaklaĢtılıp, hücreler (pellet) soğuk PBS içinde yeniden süspanse edildi ve 

aynı koĢullarda tekrar santrifüjlendi. Besiyeri kalıntılarını tamamen uzaklaĢtırmak 

amacıyla, soğuk PBS ile yıkama iĢlemi 2 kez tekrarlandı ve hücreler kullanılacakları 

zamana kadar –70
o
C’da saklandı. 

3.7. SUDA ÇÖZÜNEBĠLEN HÜCRESEL PROTEĠNLERĠN ĠZOLASYONU  

3.7.1. Denatüre Jel Elektroforezi (Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel 

Elektroforezi / SDS-PAGE) ve Western Blot Analizleri Ġçin Hazırlanan Protein 

Ekstresi 

Her bir kültür kabından elde edilen hücreler (~1,7x10
7
 hücre/ml), 2 ml soğuk (4

o
C) 

parçalama tamponu [% 0.04 EDTA (etilendiamintetra asetik asit), %1 Triton X-100, 1 

mM PMSF (fenilmetilsülfonil florür) ve 0.02 M Tris-HCl (pH 6.8)] ile, 5 kez 

tekrarlanan periyotlarda 20 saniye ultrasonik su banyosu (Ultraclear Industrial, 
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Ultrasonic Water Bath), 20 saniye buz banyosu içinde tutularak parçalandı. Homojenat 

4
o
C’da 15000xg hızda (Eppendorf Centrifuge 5810 R), 20 dakika santrifüj edildi. Üst 

sıvıda bulunan suda çözünebilen proteinler, SDS-PAGE ve Western Blot analizlerinde 

kullanılmak üzere –70
o
C’da saklandı (Zhang ve diğ., 2001). 

3.7.2. Ġki Boyutlu Elektroforez (2-DE) Ġçin Hazırlanan Protein Ekstresi 

Ġki mililitre hücre süspansiyonunun (1,7x10
7
 hücre/ml) çöktürülmesiyle elde edilen 

~3,4x10
7
 hücre, 3 ml lizis tamponu [9 M üre, %4 CHAPS (3-[(3-kolamidopropil) 

dimetilamino]-1-propan sulfonat), % 0.5 amfolit (pH 3-10), 50 mM DTT (ditiotreitol) 

ve 40 mM Tris (pH 7.4)] ile iĢleme sokuldu ve 5 kez tekrarlanan periyotlarda 20 saniye 

ultrasonik su banyosu (Ultraclear Industrial, Ultrasonic Water Bath), 20 saniye buz 

banyosu içinde tutularak parçalandı. Homojenat 4
o
C’da 15000xg hızda, 20 dakika 

santrifüj edildi (Eppendorf Centrifuge 5810 R). Üst sıvıda yer alan suda çözünebilen 

proteinler 2-DE analizlerinde kullanılmak üzere –70
o
C’da saklandı (Walker, 2002).  

3.8. PROTEĠN KONSANTRASYONUNUN BELĠRLENMESĠ 

Hazırlanan protein ekstrelerinin konsantrasyonlarının belirlenmesinde Bradford yöntemi 

kullanıldı (Bradford, 1976). Asidik boya (Bradford belirteci), 25 mg Coomassie brilliant 

blue G-250’nin, 12.5 ml %95 etanolde (EtOH) çözündürülüp, 25 ml % 85 fosforik asit 

(H3PO4) eklendikten sonra, 250 ml’ye tamamlanıp Whatman No.1 filtreden 

geçirilmesiyle hazırlandı ve kullanılmadan önce 5 kez sulandırıldı. 

 

5 ml belirteç üzerine 0.1 ml örnek (1x, 10x ve 100x sulandırımlarda hazırlanmıĢ protein 

ekstresi) hızla eklenip vorteks ile karıĢtırıldı. Standart olarak 0.1-1.5 mg/ml 

konsantrasyonda hazırlanmıĢ sığır serum albumini (“Bovine Serum Albumin”, BSA 

çözeltileri, kör örnek olarak protein ekstresinin hazırlandığı tampon, kör standart olarak 

saf su kullanıldı. KarıĢımlar 15 dakika oda sıcaklığında bekletildikten sonra, 595 nm’de 

köre karĢı absorbans ölçümü yapıldı. Standartların protein çözeltilerinin 

konsantrasyonları ile absorbans değerleri kullanılarak standart grafik hazırlandı. 

Örneklerin protein konsantrasyonu bu grafikle elde edilen doğru denklemi yardımıyla 

hesaplandı. 
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3.9. ELEKTROFORETĠK ANALĠZLER 

3.9.1. Denatüre Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)   

Suda çözünebilen hücresel proteinlerin denatüre jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile 

ayrıĢtırılmasında Walker (2002) tarafından önerilen yöntem kullanıldı. ĠĢlem sırasında 

kullanılan çözeltiler Tablo 3.1’de, jellerin hazırlanması sırasında kullanılan çözelti 

oranları ve iĢlem sırası Tablo 3.2’de verildi. Önce jelin 1. kısmı (ayırma jeli) döküldü ve 

hava ile teması engellemek üzere jel yüzeyi 1 ml distile su ile kapatıldı. Polimerizasyon 

tamamlandıktan sonra (yaklaĢık 1 saat) yüzeydeki su uzaklaĢtırıldı ve jelin 2. kısmı 

(yükleme jeli) dökülüp tarak yerleĢtirildi. Polimerizasyon sonunda (yaklaĢık 30 dakika) 

jel kaseti elektroforez aletine (Mini-PROTEAN 3 Cell, BIO-RAD) yerleĢtirildi ve 

örnekler 1:1 oranında örnek yükleme tamponu ile karıĢtırılıp 5 dakika kaynatıldıktan 

sonra, her bir cepte 20 g protein olacak Ģekilde uygulandı.  

 

Tablo 3.1. SDS-PAGE için hazırlanan çözeltiler 

Çözeltiler BileĢenleri 

 
Stok akrilamid çözeltisi 

Akrilamid….....................30 g 
Bis….................................0.8 g 
Distile su ile 100 ml’ye tamamlandı 

1.875 M  Tris-HCl  tamponu (pH 8.8) 
 

Trizma-Baz.......................45.43 g 
3 N HCl ile pH 8.8’e ayarlandı 
Distile su ile 200 ml’ye tamamlandı 

0.6 M  Tris-HCl  tamponu (pH 6.8) 
 

Trizma-Baz.......................14.54 g 
3 N HCl ile pH 6.8’e ayarlandı 
Distile su ile 200 ml’ye tamamlandı 

%10 Sodyum dodesil sülfat (SDS) SDS..................................10 g 
Distile su ile 100 ml’ye tamamlandı 

%10 Amonyum persülfat (APS)  
(polimerizasyon baĢlatıcı, taze hazırlanır) 

APS..................................0.1 g 
Distile su ile 1 ml’ye tamamlandı 

1 x Yürütme tamponu (25 mM Tris, 192 mM 

glisin, %0.1 SDS, pH 8.3) 
Tris...................................3.03 g 
Glisin................................14.4 g 
SDS...................................1 g 
Distile su ile 1 litreye tamamlandı 

Örnek yükleme tamponu 0.6 M Tris-HCl (pH 6.8)………..5 ml 
SDS……………………………..0.5 g 
Sukroz…………………………..5 g 
-Merkaptoetanol………………0.25 ml 
Bromofenol mavisi (% 0.5 stok).5 ml 
Distile su ile 50 ml’ye tamamlandı 
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Tablo 3.2. SDS-PAGE'de kullanılan jelin hazırlanması 

Solüsyonlar Ayırma jeli 

(%10 Akrilamid) 

Yükleme Jeli  

(% 5 Akrilamid) 

Stok akrilamid solüsyonu  
1.875 M  Tris-HCl  tamponu (pH 8.8) 
0.6 M  Tris-HCl  tamponu (pH 6.8) 
%10 SDS 
Su 
%10 Amonyum persülfat (APS)  

13.3 ml 
8.0 ml 

- 
0.4 ml 

18.1 ml 
0.2 ml 

1.35 ml 
- 

1.0 ml 
0.1 ml 
7.5 ml 

0.05 ml 
 

KarıĢımın havası alındı 
 
TEMED 

 

14 l 

 

14 l 
 

Jel kasetine döküldü 

 

Elektroforez iĢlemi sabit voltajda (200 V) gerçekleĢtirildi. Bromfenol mavisine ait bant 

jelin alt kenarına ulaĢana dek (40 dakika) ayırım sürdürüldü. ĠĢlem sonunda akım 

kesilerek jel kaset arasından çıkarıldı ve bantlar iki farklı yöntemle (Coomassie parlak 

mavisi veya gümüĢ nitrat ile boyama) görünür hale getirildi. 

3.9.2. Ġki Boyutlu Jel Elektroforezi (“2-Dimensional Gel Electrophoresis”, 2-DE) 

Bu çalıĢma iki farklı alet kullanılarak gerçekleĢtirildi. Birinci boyut, yani izoelektrik 

odaklama için PROTEAN IEF Cell (BIO-RAD) ve Ettan IPGphor II (Amersham 

Biosciences), ikinci boyut için ise PROTEAN II XL (BIO-RAD) jel elektroforez aleti 

kullanıldı. 

 

Proteinleri izoelektrik noktalarına (pI) göre ayırmak amacıyla izoelektrik odaklama 

Ģeritleri (ReadyStrip IPG Strip, pH 4-7, 17 cm ve Immobiline
TM

 DryStrip, pH 4-7,        

13 cm) ve 2 boyutlu elektroforez kiti (ReadyPrep
TM

 2-D Starter Kit, BIO-RAD, 163-

2105) kullanıldı. Kit içerisinde bulunan bileĢenler ve içerikleri Tablo 3.3’te verildi.  
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Tablo 3.3. 2-DE kiti bileĢenleri ve içerikleri 

Kit bileĢenleri Ġçerikleri 

 
Rehidrasyon/Örnek Tamponu  
(“ReadyPrep Rehydration/Sample Buffer”) 
 

8 M Üre 
% 2 CHAPS 
50 mM DTT  
% 2 (w/v) Bio-Lyte 

® 
3/10 amfolit 

Bromofenol mavisi (eser miktarda)  
 
Dengeleme Tamponu I  
(“Equilibration Buffer I”)  

 
6 M Üre 
% 2 SDS (sodyum dodesil sülfat) 
0.375 M Tris-HCl (pH 8.8) 
% 20 Gliserol 
%2 (w/v) DTT 

 
Dengeleme Tamponu II  
(“Equilibration Buffer II”) 

 
6 M Üre 
% 2 SDS 
0.375 M Tris-HCl (pH 8.8) 
% 20 Gliserol 
% 2.5 (w/v) Ġyodoasetamid 

 
Kapatma çözeltisi  

 
% 0.5 Agaroz 
25 mM Tris 
192 mM Glisin 
% 0.1 SDS 
Bromofenol mavisi (eser miktarda) 

 

Örnek hacmi Ģerit baĢına 1 mg/ml protein uygulanacak Ģekilde hesaplanarak kit içindeki 

Rehidrasyon/Örnek Tamponu ile karıĢtırıldı. Bu karıĢımdan 17 cm’lik Ģerit için 300 l, 

13 cm’lik Ģerit için 200 l alınıp tek kullanımlık rehidrasyon/dengeleme tepsisinin 

oluğu içine, kenarlardan 1’er cm boĢluk bırakarak ve kabarcık oluĢturmadan konuldu. 

ġerit arada hava kabarcığı oluĢturmayacak Ģekilde bu karıĢımın üzerine yerleĢtirildi. 

Ġçinde protein olan bu karıĢımın Ģeride geçmesi için 1 saat beklendikten sonra, Ģeridin 

içinde bulunduğu kuyucuğa 3 ml mineral yağ eklendi. Bu tepsi rehidrasyon iĢlemi 

tamamlanana kadar (12 saat) oda sıcaklığında bekletildi. Bu süre sonunda izoelektrik 

odaklama iĢlemine geçildi. Ġzoelektrik odaklama Ģeridinin üzerindeki mineral yağ 10 

saniye süzüldükten sonra, Ģerit PROTEAN IEF (ya da Ettan IPGphor II) odaklama 

tepsisine aktarıldı ve üzerine tekrar 3 ml taze mineral yağ konuldu. Tepsi, alete 

yerleĢtirilerek, izoelektrik odaklama iĢlemi programlandı. Programa göre odaklama 

iĢlemi 20
o
C’da tamamlandı (Tablo 3.4). 
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Tablo 3.4. Örneklerin izoelektrik odaklama koĢulları (50 /Ģerit, 20
o
C) 

Basamaklar 13 cm’lik Ģerit 17 cm’lik Ģerit 

Voltaj (V) Süre / voltaj modu Voltaj (V) Süre / voltaj modu 

1.Basamak 250 V 20 dakika/lineer 500 V 1 saat 

2. Basamak 10.000 V 2.5 saat/lineer 1000 V 1 saat/gradiyent 

3.Basamak 10.000 V 40.000 V-saat / hızlı 8000 V 2.5 saat/gradiyent 

4.Basamak - - 8000 V 2 saat 

 

ĠĢlem tamamlandıktan sonra Ģerit temiz ve kuru bir rehidrasyon/dengeleme tepsisine 

alındı ve denatüre jel elektroforezi (2.boyut) yapılana kadar -70
o
C’da saklandı. 

 

Ġzoelektrik noktalarına göre ayrılmıĢ proteinlerin molekül ağırlıklarına göre ayrılacağı 

ikinci boyuta (SDS-PAGE) geçmeden önce, izoelektrik odaklama Ģeridi 2 boyutlu jel 

elektroforez kiti içinde bulunan dengeleme tamponları ile iĢleme sokuldu. Bu amaçla 

oda sıcaklığına getirilen Ģeridin üzerine, kit içinde bulunan Dengeleme Tamponu I’den 

4 ml konuldu ve çalkalayıcı yardımıyla yavaĢça (30 devir/dakika) 10 dakika karıĢtırıldı. 

ġerit üzerindeki Dengeleme Tamponu I dökülüp yerine, 4 ml Dengeleme Tamponu II 

konuldu ve yine çalkalayıcıda yavaĢça (30 devir/dakika) karıĢtırıldı. Dengeleme 

Tamponu II uzaklaĢtırıldıktan sonra Ģerit bir ölçü kabı içindeki 1x Yürütme 

Tamponu’na (bkz. Tablo 3.1) batırılıp çıkarıldı ve 2. ayırım iĢlemi için jel kaseti üzerine 

yerleĢtirildi. ġeriti jele yapıĢtırmak için kasetin üst kısmına pastör pipeti kullanılarak 

kapatma çözeltisi hava kabarcığı oluĢturmayacak Ģekilde döküldü. Agarozun polimerize 

olması için 5 dakika beklendikten sonra, tankın içine 1xYürütme Tamponu (bkz. Tablo 

3.1) doldurulup elektroforez iĢlemine baĢlandı. Elektroforez iĢlemi 30 dakika 16 mA/jel, 

5 saat 24 mA/jel akım geçecek Ģekilde gerçekleĢtirildi. Bromfenol mavisine ait bant 

jelin alt kenarına ulaĢana dek (5.5 saat) ayırım sürdürüldü. ĠĢlem sonunda akım 

kesilerek jel kaset arasından çıkarıldı, Ģeridin asidik ucuna karĢılık gelen alt köĢesi 

kesilerek iĢaretlendi ve Bölüm 3.10’daki yöntemlere göre boyandı.  

3.10. BOYAMA YÖNTEMLERĠ 

Elektroforez sonunda jelde ayrılmıĢ proteinler iki farklı boyama yöntemi ile görünür 

hale getirildi. 
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3.10.1. Coomassie Boyama  

Bu yöntemde boyama iĢlemi iki farklı Ģekilde yapıldı. Birinci yöntemde, proteinlerin 

kütle spektrometrik analizleri için uygun, InstantBlue (Expedeon) boyası kullanıldı. 

Proteinlerin çok kısa bir sürede görünür hale geldiği bu yöntemde, jel plastik bir kaba 

alınıp, üzerine boya konulduktan sonra 1 saat, 50 devir/dakika hızda, oda sıcaklığında 

çalkalanarak bekletildi. ĠĢlem tamamlanınca jel distile su içine alındı.  

 

Hassasiyeti 0.3-1 g protein/bant olan ikinci yöntem ise Asubell (1989)’e göre 

gerçekleĢtirildi. Jel, alkole ve aside dayanıklı plastik bir kapta boyama çözeltisi 

[50:10:40 hacim oranlarındaki MeOH:AcOH (Asetik asit):H2O karıĢımı içinde 

hazırlanmıĢ, % 0.05 (w/v) Coomassie parlak mavisi (“Coomassie brilliant blue" R-250)] 

içinde 2 saat, 37
o
C’da çalkalandı. Daha sonra fazla boyayı uzaklaĢtırma (“destaining”) 

çözeltisi [5:7:88 hacim oranlarında hazırlanmıĢ MeOH:AcOH:H2O karıĢımı] içinde 12 

saat süreyle, 50 devir/dakika hızda çalkalayarak bekletildi. Bu çözelti jelin alt zemini 

boyadan tamamen arınıncaya kadar, sık sık değiĢtirildi ve yıkama iĢlemi tekrarlandı. 

Jelde oluĢan spotlar ya da bantlar densitometrede (GS-800) analiz edildi (bkz. Bölüm 

3.11).  

3.10.2. GümüĢ Boyama  

Ġlk defa Heukeshuven ve Dernick (1985) tarafından kullanılan ve daha sonra Klose ve 

Kobalz (1995) tarafından geliĢtirilen, 2-boyutlu elektroforez jellerinin boyanmasında 

kullanılan bu yöntem için gerekli çözeltiler Tablo 3.5’te verildi: 
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Tablo 3.5. GümüĢ boyama yöntemi için gerekli çözeltiler 

Çözeltiler BileĢenleri 

A. Fiksatif çözeltisi % 50 (v/v) Etanol 
% 10 (v/v) Asetik asit 
Ultrasaf su ile 1 litreye tamamlandı 

 
B. HassaslaĢtırma çözeltisi 

 
0.5 M Sodyum asetat 
% 0.2 (w/v) Sodyum tiyosülfat (5 sulu) 
% 30 (v/v) Etanol 
% 0.5 (v/v) glutardialdehit 
Ultrasaf su ile 1 litreye tamamlandı 

 
C. Boyama çözeltisi 

 
% 0.1 (w/v) GümüĢ nitrat 
% 0.01 (v/v) Formaldehit 
Ultrasaf su ile 1 litreye tamamlandı 

 
D. Ġnkübasyon çözeltisi 

 
% 2.5 (w/v) Sodyum karbonat 
Ultrasaf su ile 1 litreye tamamlandı 

 
E. Görüntü oluĢturma çözeltisi 

 
% 2.5 (w/v) Sodyum karbonat 
% 0.01 (v/v) Formaldehit 
% 0.05 (w/v) Sodyum bikarbonat 
% 0.02 (w/v) Thimerosal 
Ultrasaf su ile 1 litreye tamamlandı 

 
F. Durdurma çözeltisi 

 
0.05 M EDTA 
Ultrasaf su ile 50 ml’ye tamamlandı 

 

Plastik bir kap içerisinde bulunan jel, sürekli çalkalanarak (50 devir/dakika, Heidolph 

Unimax 1010) ve sırasıyla Ģu çözeltiler kullanılarak boyandı. Jel, 500 ml A çözeltisi 

içinde en az 2 saat (ya da tüm gece) fikse edildi. Fiksatif dökülüp 2 saat 500 ml B 

çözeltisi içinde bekletildikten sonra, 3 kez 20’Ģer dakika ultra saf su ile yıkandı. Jel daha 

sonra 500 ml C çözeltisi içinde 45 dakika tutuldu. C çözeltisi döküldükten sonra, jel 20 

saniye ultra saf su ile yıkandı ve 1 dakika D çözeltisi içerisinde bekletildi. Son olarak 

protein spotları belirinceye kadar E çözeltisi içinde (5-20 dakika) tutulan jel, reaksiyonu 

durdurmak amacıyla F çözeltisi ile iĢleme sokuldu. Jelde oluĢan spotlar densitometrede 

analiz edildi (bkz. 3.11).  
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3.11. DENSĠTOMETRĠK ANALĠZLER  

Boyanan jeller önce densitometrede (GS-800 Calibrated Densitometer, BIO-RAD), 

“Qantity One
®

 SW” yazılımı kullanılarak görüntülendi ve spotlar “PDQest
TM

 Advanced 

2-D Gel Analysis Software” programı kullanılarak karĢılaĢtırıldı. 

3.12. ĠMMÜNOLOJĠK ANALĠZLER  

Bu analizlerde, Bölüm 3.6’daki yönteme göre elde edilen hücrelerden, Bölüm 3.7’deki 

yönteme göre elde edilen protein ekstreleri kullanıldı. %10 poliakrilamid içeren SDS-

PAGE (Walker, 2002) ile ayrılan proteinler, elektroblot yöntemi ile polivinilidin 

diflorür (PVDF) membrana aktarıldı. Membran % 5 (w/v) süt tozu (% 0.05 Tween-20 

içeren PBS içinde hazırlandı) ile bloke edildikten sonra, bloklama solüsyonu içinde 

uygun oranlarda hazırlanan primer antikorla (Tablo 3.6) oda sıcaklığında 1 saat inkübe 

edildi.  

 

Tablo 3.6. Ġmmünolojik analizlerde kullanılan primer ve sekonder antikorlar,              

kaynakları, elde edildikleri organizmalar ve dilüsyonları 

Antikor Mono/Poliklonal Firma-Kaynak Elde edilen 
organizma 

Dilüsyon 

Hsp70 (Hsp72) * Monoklonal Stressgen Fare 1:1000 

Hsp27 * Monoklonal Stressgen Fare 1:500 

Keçi anti-fare IgG (Fab), 

HRPO iĢaretli 
Poliklonal Stressgen Keçi 1:5000 

14-3-3  * Poliklonal Edinburg 

Üniversitesi  
TavĢan 1:2000 

14-3-3  * Poliklonal Edinburg 

Üniversitesi  
TavĢan 1:2000 

14-3-3  * Poliklonal Edinburg 

Üniversitesi  
TavĢan 1:3000 

14-3-3  * Poliklonal Edinburg 

Üniversitesi  
TavĢan 1:2000 

14-3-3  * Poliklonal Edinburg 

Üniversitesi  
TavĢan 1:2000 

Keçi IgG Poliklonal Edinburg 

Üniversitesi  
TavĢan 1:3000 

* iĢareti primer antikorları göstermektedir. Diğer antikorlar sekonder antikorlardır. 
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Membran, yıkama solüsyonu (% 0.05 Tween-20 içeren PBS) 15 dakika aralıklarla 

değiĢtirilerek 1 saat yıkandıktan sonra, bloklama solüsyonu içinde hazırlanan sekonder 

antikor ile [Hsp’ler için keçi anti-fare IgG (Fab), HRPO (yaban turpu peroksidazı) ile 

iĢaretli konjuge antikor (Stressgen), 1:5000; 14-3-3 proteinleri için keçi IgG, HRPO ile 

iĢaretli antikor (Edinburgh Üniversitesi, Prof.Dr. Alastair Aitken), 1:3000] oda 

sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. Membran yıkama solüsyonu ile tekrar yıkandıktan 

sonra, spesifik protein bantları “ECL Plus Western Blotting Detection System 

(Amersham)” kullanılarak röntgen filmi (Hyperfilm) üzerine yansıtıldı.  

3.13. KÜTLE SPEKTROMETRĠSĠ ANALĠZLERĠ 

3.13.1. Proteinlerin Tripsinle Kesimi 

Ġki boyutlu elektroforez (2-DE) ile izoelektrik noktalarına ve molekül ağırlıklarına göre 

ayrımları yapılan proteinler, kütle spektoroskopisi (MALDI-TOF MS) ile tanımlanmak 

üzere, jelden kesilerek küçük tüplere alındı. Proteinlerin jelden geri kazanılmasında 

Learmonth ve Aitken (2005) tarafından önerilen yöntem kullanıldı. Bu yöntemde 

kesilen jel parçası üzerine ortamdaki SDS’i uzaklaĢtırmak için 100 l 200 mM 

amonyum bikarbonat [NH4HCO3, %50 asetonitril (ACN) içinde hazırlandı] konuldu ve 

30 dakika oda sıcaklığında bekletildikten sonra 30 saniye, 13000 devir/dakika santrifüj 

yapıldı. Üst sıvı pipetle alınıp, jel parçası üzerine tekrar 100 l 200 mM NH4HCO3 

konuldu ve 30 dakika daha oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra 1 dakika, 13000 

devir/dakika santrifüj edildi. Üst sıvı uzaklaĢtırıldıktan sonra, jel parçası üzerine 

tamamen kaplayacak Ģekilde %100 asetonitril eklendi ve jelin opak hale gelmesi 

beklendi. YaklaĢık 5 dakika sonra fazla asetonitril tüpten pipet yardımıyla alındı ve jel 

parçası oda sıcaklığında kurumaya bırakıldı. Kuru jel üzerine 25 l tripsin (10 ng/μL 

tripsin 50 mM NH4HCO3 içinde hazırlandı) (Sigma-Proteomics grade) eklendi, jelin 

rehidre olması için +4
o
C’da 30 dakika bekletildi ve daha sonra 32

o
C’da, 16 saat kesim 

için bırakıldı.  
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3.13.2. MALDI-TOF MS Analizi ve Proteinlein Tanımlanması  

Tripsinle küçük peptidlere ayrılan proteinler 10 dakika sonikasyona maruz bırakıldıktan 

sonra 0.5 l örnek, 0.5l -siyano-4-hidroksisinnamik asit (CHCA)[10 mg/ml CHCA; 

%40 H2O, %10 trifloroasetik asit (TFA), %50 ACN içinde hazırlandı] matriks 

solüsyonu ile birlikte altın tabakaya yüklendi. Analizler MALDI-TOF MS (“Matrix-

assisted laser desorption/ionization-time of flight mass spectrometry”, Matriks destekli 

lazer dezorpsiyon/iyonizasyon-uçuĢ süresi kütle spektrometrisi) (Voyager DE-STR 

mass spectrometer, Applied Biosystems, California, USA) cihazı kullanılarak 

gerçekleĢtirildi. Peptid kütlesi aralığı 800-3500 Da olarak ayarlandı. Tripsin otoliz 

pikleri kullanılarak cihazın kalibrasyonu yapıldı. Kütle spektrometrisinden elde edilen 

peptid kütleleri PS1 yazılımı (Applied Biosystems) kullanılarak Mascot veya SwissProt 

veritabanındaki (http://us.expasy.org/) bilgilerle eĢleĢtirildi. Protein eĢleĢmesinde sadece 

kütle ağırlığı değil, aynı zamanda peptidlerine ayrılan proteinin yaklaĢık molekül 

ağırlığı ve izoelektrik noktası da dikkate alındı. Taramalarda modifikasyon olarak 

karbamidometilasyon değerlendirildi. Peptid kütle toleransı ve fragment kütle toleransı 

50 ppm ve ± 0.1 Da olarak ayarlandı. Peptid karıĢımının hangi protein olabileceğine 

dair elde edilen verilerde, sadece istatistiksel olarak önemli skorlar değerlendirildi.  

3.14. ĠSTATĠSTĠKSEL ANALĠZLER 

Sitotoksik aktivite analizlerine ait tüm sayısal veriler istatistiksel olarak değerlendirildi. 

Aritmetik ortalamalar (X) ve standart sapmalar (SD) hesaplandı. Gruplar arasındaki 

farkların anlamlı olup olmadığını belirlemek için ANOVA (tek yönlü varyans analizi; 

one-way ANOVA) testi yapıldı. Anlamlılık sınırı olarak P<0.05 olarak kabul edildi. Bu 

istatistiksel iĢlemler GraphPad Prism 4.0 paket programı ile gerçekleĢtirildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. C6 GLĠOMA HÜCRELERĠNĠN ÇOĞALMA EĞRĠSĠ 

Farklı sayılarda (5x10
4
 hücre/ml ve 1x10

5
 hücre/ml) baĢlatılmıĢ C6 glioma hücrelerine 

ait çoğalma eğrileri ġekil 4.1’de görülmektedir. BaĢlangıç deriĢimi 5x10
4
 hücre/ml olan 

hücrelerden elde edilen grafikte, hücrelerin logaritmik faza 1. gün girdikleri, 6. gün ise 

durağan faza geçtikleri saptandı. BaĢlangıç deriĢimi 1x10
5
 hücre/ml olan hücrelerden 

elde edilen grafikte ise, hücrelerin logaritmik faza yine 1. gün girdikleri, durağan faza 

ise 4. gün geçtikleri saptandı. Elde edilen grafiklerden C6 glioma hücrelerinin 

jenerasyon süresinin yaklaĢık 22 saat olduğu belirlendi. Bu sonuç diğer literatür 

bilgileriyle de uyum göstermektedir (Barba ve diğ.,1999).   
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ġekil 4.1. BaĢlangıç deriĢimi 5x10
4
 hücre/ml ve 1x10

5
 hücre/ml olan C6 glioma hücrelerine ait 

çoğalma eğrisi (Eğrilerin üzerindeki dikey çubuklar standart sapma değerlerini göstermektedir) 
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4.2. SĠTOTOKSĠSĠTE ANALĠZĠ  

Viscum album ekstresinin C6 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkilerini belirlemek 

amacıyla, 24 saatlik kültürlere farklı deriĢimlerde ekstre içeren besiyerleri uygulandı. 

Ekstre hazırlanırken kullanılan DMSO’nun hücre canlılığına etkisini belirlemek 

amacıyla yapılan kontrol deneylerine (Kontrol 1) göre, yalnızca % 1.875 DMSO’nun 

(750 g/ml konsantrasyondaki ekstrenin içerdiği DMSO) hücre canlılığını % 4.5 

oranında inhibe ettiği, bu dozun altındaki değerlerde uygulanan DMSO’nun hücre 

canlılığı üzerinde herhangi bir etkisinin olmadığı saptandı. Toksik etki gösteren DMSO 

değeri, ekstre uygulanan örneklerin % canlılık değerlerine eklenerek DMSO’dan 

kaynaklanan sitotoksik etki bertaraf edildi. Ekstre uygulanmıĢ hücrelerde canlılık testi 

(MTT analizi) sonucu elde edilen veriler ġekil 4.2’de verildi. Tüm deneyler 12 tekrarlı 

olarak gerçekleĢtirildi. Değerlendirmelerde ekstre veya DMSO içermeyen besiyerinde 

üretilen grup (Kontrol 2), % 100 canlı kabul edildi. Grup içindeki tekrarlar arasındaki 

tutarlılık tek-yönlü ANOVA testi ile belirlendi. 

Kontrol 5 10 25 50 75 100 250 500 750
0

25
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**
** **

**

** **
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%
 C

a
n
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Şekil 4.2. Farklı konsantrasyonda uygulanan ekstrenin C6 hücrelerinin canlılığı üzerindeki 

etkisi. (R
2
=0.962, ** P< 0.01) 

 

Yapılan analizler sonucunda, canlı hücre sayısını %50 düĢüren ekstre konsantrasyonun 

270 g/ml (IC50=270 g/ml) olduğu belirlendi. C6 glioma hücrelerine 25 g/ml, 50 

g/ml ve 75 g/ml deriĢimlerinde uygulanan ekstrelerin, proliferatif etki gösterdiği 
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saptandı. Hücreler üzerinde herhangi bir toksik ya da proliferatif etki göstermeyen 

ekstre dozunun ise 100 g/ml olduğu belirlendi ve daha sonraki tüm analizlerde 

hücrelere, bu dozda ekstre uygulaması yapıldı. 

4.3. HÜCRESEL EKSTRELERĠN PROTEĠN KONSANTRASYONLARI 

Hazırlanan tüm hücre ekstrelerinin protein miktarlarını belirlemek amacıyla Bradford 

yöntemi kullanıldı (Bradford, 1976). Ekstrelerin içindeki protein miktarları ġekil 4.3’te 

verilen standart grafik yardımıyla saptandı. 
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ġekil 4.3. Sığır serum albumin (BSA) standartları (10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 g/ml)           

ile çizilen standart grafik (R
2
= 0.9989) 

 

ÇalıĢmanın değiĢik evrelerinde elde edilen hücresel ekstrelere ait protein 

konsantrasyonlarının bir örneği Tablo 4.1’de verildi. 

 

Tablo 4.1. Hücresel ekstrelere ait protein konsantrasyonları 

Grup Protein konsantrasyonu (mg/ml) 

Kontrol 6.697 

VE (Deney grubu 1) 5.854 

Isı Ģoku (Deney grubu 2) 6.774 

VE + Isı Ģoku (Deney grubu 3) 5.445 

Kontrol: 37oC sıcaklıkta tutulan kontrol grubu, VE: Viscum ekstresi uygulanmıĢ, Isı Ģoku: Yüksek sıcaklık (42oC) ile strese 

sokulmuĢ, VE+Isı Ģoku: Viscum ekstresi ve yüksek sıcaklık (42oC) uygulanmıĢ hücrelere ait protein ekstreleri 
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4.4. ELEKTROFORETĠK VE ĠMMÜNOLOJĠK ANALĠZLER 

4.4.1. Denatüre Jel Elektroforezi ve Western Blot 

Bölüm 3.6’da belirtilen 4 farklı hücre grubundan (Kontrol, VE, Isı Ģoku ve VE+Isı 

Ģoku) elde edilen suda çözünebilen proteinler, her bir cepte 20 g protein olacak Ģekilde 

jellere yüklendi. Jellerden biri Coomassie boya ile boyanırken, diğer jellerdeki 

proteinler Bölüm 3.12’de anlatılan yönteme göre PVDF membranlara aktarıldı ve 

membranlar incelenen herbir protein grubuna özgü antikorlarla (bkz Tablo 3.6) ayrı ayrı 

iĢleme sokuldu. Spesifik protein bantları, “ECL Plus Western Blotting Detection 

System (Amersham)” kullanılarak röntgen filmi (Hyperfilm) üzerine yansıtıldı.  

 

SDS-PAGE ile analizi sonucunda elde edilen bant profilleri ġekil 4.4’te verildi. Jeldeki 

bantların molekül ağırlıkları, molekül ağırlığı bilinen standart proteinler (Prestained 

Protein Ladder, Fermentas) yardımıyla belirlendi.  

 

ġekil 4.4. Hücresel ekstrelerin suda çözünebilen protein profilleri. SDS-PAGE ile ayrıĢtırılan ve 

Coomassie mavisi ile boyanan jellerden birine ait görüntü. [M: Marker protein karıĢımı, 

Kontrol: 37
o
C sıcaklıkta tutulan kontrol grubu hücrelere ait protein ekstresi, VE: Viscum 

ekstresi uygulanmıĢ, Isı Ģoku: Yüksek sıcaklık (42
o
C) ile strese sokulmuĢ, VE+Isı Ģoku: Viscum 

ekstresi ve yüksek sıcaklık (42
o
C) uygulanmıĢ hücrelere ait protein ekstreleri] 
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Stres Proteinleri (Hsp) 

 

Kontrol ve deney grubu hücreleriyle yürütülen immünolojik analizler sonucunda elde 

edilen Hsp27 bulguları ġekil 4.5’te ve Hsp70 bulguları ġekil 4.6’da verildi. ġekil 4.5’e 

göre, yüksek sıcaklık (42
o
C) uygulaması yapılan hücrelerde (Isı Ģoku) hem Hsp27     

hem de Hsp70 anlatımlarının belirgin bir Ģekilde arttığı saptandı. Viscum ekstresi 

uygulanan hücrelerde (VE), Hsp27 anlatımında kontrole göre herhangi bir değiĢim 

olmadığı, ısı Ģoku uygulaması yapılan grupta (Isı Ģoku) Hsp27 anlatımının % 40 

oranında arttığı, ekstre uygulaması yapılan ve yüksek sıcaklıkla (42
o
C) strese sokulan 

hücrelerde (VE+Isı Ģoku) ise bu proteinlerin anlatımlarının sadece yüksek sıcaklık 

uygulaması yapılan hücrelere (Isı Ģoku) göre yaklaĢık %50 oranında azaldığı saptandı. 

Hsp70’e iliĢkin bulgular ise bu indüklenebilir formun Kontrol ve VE grubunda çok 

düĢük düzeyde ortaya çıktığını, buna karĢın Isı Ģoku ve VE+Isı Ģoku gruplarında 

Hsp70’in anlatımının arttığını ortaya koydu. Bu artıĢın kontrole göre, Isı Ģoku grubunda 

~1.5, VE+Isı Ģoku grubunda ~3 kat olduğu bulundu. Buna göre VE uygulamasının ısı 

Ģoku ile strese sokulan hücrelerdeki Hsp70 indüksiyonunu artırdığı görüldü. 
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ġekil 4.5. a) Kontrol ve deney gruplarına ait Hsp27 anlatımlarının Western blot analizi,            

b) Analiz sonuçlarının grafik Ģeklinde gösterimi (Grup içindeki tekrarlar arasındaki tutarlılık 

tek-yönlü ANOVA testi ile belirlendi. Deneyler 7 tekrarlı olarak gerçekleĢtirildi. ** P<0.01) 

[Kontrol: 37
o
C sıcaklıkta tutulan kontrol grubu hücrelere ait protein ekstresi, VE: Viscum 

ekstresi uygulanmıĢ, Isı Ģoku: Yüksek sıcaklık (42
o
C) ile strese sokulmuĢ, VE+Isı Ģoku: Viscum 

ekstresi ve yüksek sıcaklık (42
o
C) uygulanmıĢ hücrelere ait protein ekstreleri] 
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ġekil 4.6. a) Kontrol ve deney gruplarına ait Hsp70 anlatımlarının Western blot analizi,            

b) Analiz sonuçlarının grafik Ģeklinde gösterimi (Grup içindeki tekrarlar arasındaki tutarlılık 

tek-yönlü ANOVA testi ile belirlendi. Deneyler 7 tekrarlı olarak gerçekleĢtirildi. ** P<0.01) 

[Kontrol: 37
o
C sıcaklıkta tutulan kontrol grubu hücrelere ait protein ekstresi, VE: Viscum 

ekstresi uygulanmıĢ, Isı Ģoku: Yüksek sıcaklık (42
o
C) ile strese sokulmuĢ, VE+Isı Ģoku: Viscum 

ekstresi ve yüksek sıcaklık (42
o
C) uygulanmıĢ hücrelere ait protein ekstreleri] 
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14-3-3 Proteinleri 

 

14-3-3 proteininin izoformları ile yapılan immünolojik analizlerin sonuçları ġekil 4.7 ve 

ġekil 4.8’de görülmektedir. 14-3-3 izoformunun, kontrol ve VE gruplarında aynı 

seviyede olduğu, Isı Ģoku grubunda indüklendiği, VE+Isı Ģoku grubunda ise anlatımının 

azaldığı görüldü. 14-3-3  ve 14-3-3 izoformlarının kontrol ve VE+Isı Ģoku 

gruplarında aynı seviyede olduğu, VE ve Isı Ģoku gruplarında anlatımlarının arttığı 

belirlendi. 14-3-3  izoformuna ait veriler karĢılaĢtırıldığında kontrol, VE ve VE+Isı 

Ģoku gruplarında anlatımın aynı seviyede olduğu, Isı Ģoku grubunda ise anlatımın arttığı 

görüldü. Son olarak 14-3-3  izoformu anlatımının, sadece VE grubunda değiĢmediği, 

Isı Ģoku grubunda % 40 oranında arttığı, VE+Isı Ģoku grubunda ise baskılandığı 

saptandı (ġekil 4.8). 

 

 

ġekil 4.7. 14-3-3 izoformlarının (14-3-3 4-3-3 14-3-3 , 14-3-3  ve 14-3-3  Western 

analizi. [Kontrol: 37
o
C sıcaklıkta tutulan kontrol grubu hücrelere ait protein ekstresi, VE: 

Viscum ekstresi uygulanmıĢ, Isı Ģoku: Yüksek sıcaklık (42
o
C) ile strese sokulmuĢ, VE+Isı Ģoku: 

Viscum ekstresi ve yüksek sıcaklık (42
o
C) uygulanmıĢ hücrelere ait protein ekstreleri] 
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ġekil 4.8. 14-3-3 izoformlarının istatistiksel analizi a) 14-3-3 b)14-3-3 , c) 14-3-3 , d)14-3-

3 , e)14-3-3  (Grup içindeki tekrarlar arasındaki tutarlılık tek-yönlü ANOVA testi ile 

belirlendi. Deneyler 3 tekrarlı olarak gerçekleĢtirildi. * P<0.05, ** P<0.01) [Kontrol: 37
o
C 

sıcaklıkta tutulan kontrol grubu hücrelere ait protein ekstresi, VE: Viscum ekstresi uygulanmıĢ, 

Isı Ģoku: Yüksek sıcaklık (42
o
C) ile strese sokulmuĢ, VE+Isı Ģoku: Viscum ekstresi ve yüksek 

sıcaklık (42
o
C) uygulanmıĢ hücrelere ait protein ekstreleri] 

 

4.4.2. Ġki Boyutlu Jel Elektroforezi  

Isı Ģoku ve 14-3-3 proteinleri Western blot analizleriyle incelenen 4 hücre grubundaki 

(Kontrol, VE, Isı Ģoku, VE+Isı Ģoku) suda çözünebilir proteinler iki boyutlu 

elektroforezle ayrıĢtırılarak, gümüĢ boyama yapıldıktan sonra genel protein 

profillerindeki farklılıklar araĢtırıldı. Proteinler önce izoelektrik noktalarına göre        

(pH 4-7) odaklandı, daha sonra ikinci boyutta molekül ağırlıklarına göre ayrıldı. GümüĢ 

boyama yöntemine göre boyanan jellerden elde edilen spotlar PDQest
TM

 Advanced 2-D 

Gel Analysis Software programı kullanılarak karĢılaĢtırıldı (ġekil 4.9). 
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ġekil 4.9. GümüĢ boyama yöntemine göre boyanan 2-D jeller. a) Kontrol: 37
o
C sıcaklıkta 

tutulan kontrol grubu hücrelere ait protein ekstresi, b) VE: Viscum ekstresi uygulanmıĢ, c) Isı 

Ģoku: Yüksek sıcaklık (42
o
C) ile strese sokulmuĢ, d) VE+Isı Ģoku: Viscum ekstresi ve yüksek 

sıcaklık (42
o
C) uygulanmıĢ hücrelere ait protein ekstreleri. 

 

Yapılan analizlerde kontrol grubu örneklere ait jelde 728 spot, VE grubuna ait jelde 763 

spot, Isı Ģoku grubuna ait jelde 776 spot ve VE+Isı Ģoku grubuna ait jelde ise 658 spot 

saptandı. Kontrol grubu ile diğer grupların spotları karĢılaĢtırıldığında, ekstre 

uygulaması yapılan grupta farklılık gösteren 35 spot, ısı Ģoku uygulaması yapılan grupta 

farklılık gösteren 48 spot ve hem ısı Ģoku hem de ekstre uygulaması yapılan grupta ise 

farklılık gösteren 130 spot belirlendi. 

 

Aynı örneklerin (Kontrol, VE, Isı Ģoku ve VE+Isı Ģoku grupları) izoelektrik noktalarına 

göre (pH 4-7) odaklanıp, daha sonra molekül ağırlıklarına göre ayrıldıktan sonra kütle 



63 

 

 

spektrometrisi ile uyumlu Instant blue ile boyandığı jellere ait görüntüler ġekil 4.10’da 

verildi. 

 

 

ġekil 4.10. Instant Blue ile boyanan 2-D jeller. a) Kontrol: 37
o
C sıcaklıkta tutulan kontrol grubu 

hücrelere ait protein ekstresi, b) VE: Viscum ekstresi uygulanmıĢ, c) Isı Ģoku: Yüksek sıcaklık 

(42
o
C) ile strese sokulmuĢ, d) VE+Isı Ģoku: Viscum ekstresi ve yüksek sıcaklık (42

o
C) 

uygulanmıĢ hücrelere ait protein ekstreleri. 

 

Bu jellerde gözlenen spot sayısı boyanın duyarlılık sınırı nedeniyle, gümüĢ boyama 

yöntemine göre boyanmıĢ 2-D jellere göre daha azdı. Bu jel fotograflarında çerçeve 

içine alınmıĢ bölgeler büyütülerek yakından incelendiğinde (ġekil 4.11 ve ġekil 4.12), 
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yüksek sıcaklık uygulamasının özellikle molekül ağırlığı 60-80 kDa aralığında olan 

proteinlerde anlatım artıĢına sebep olduğu görüldü. 

 

ġekil 4.11. Instant Blue ile boyanan 2-D jellerde molekül ağırlığı 60-80 kDa arasında olan 

proteinlerin yakın plan görüntüsü . a) Kontrol: 37
o
C sıcaklıkta tutulan kontrol grubu hücrelere 

ait protein ekstresi, b) VE: Viscum ekstresi uygulanmıĢ, c) Isı Ģoku: Yüksek sıcaklık (42
o
C) ile 

strese sokulmuĢ, d) VE+Isı Ģoku: Viscum ekstresi ve yüksek sıcaklık (42
o
C) uygulanmıĢ 

hücrelere ait protein ekstreleri. 

 

ġekil 4.12. Instant Blue ile boyanan 2-D jellerde molekül ağırlığı 23-30 kDa arasında olan 

proteinlerin yakın plan görüntüsü . a) Kontrol: 37
o
C sıcaklıkta tutulan kontrol grubu hücrelere 

ait protein ekstresi, b) VE: Viscum ekstresi uygulanmıĢ, c) Isı Ģoku: Yüksek sıcaklık (42
o
C) ile 

strese sokulmuĢ, d) VE+Isı Ģoku: Viscum ekstresi ve yüksek sıcaklık (42
o
C) uygulanmıĢ 

hücrelere ait protein ekstreleri. 

4.5. KÜTLE SPEKTROMETRĠSĠ ANALĠZLERĠ 

Kontrol, VE, Isı Ģoku ve VE+Isı Ģoku gruplarına ait proteinler iki boyutlu elektroforezle 

ayrılmıĢ ve Instant blue ile boyanmıĢ jellerde (ġekil 4.10) kütle spektrometrisi ile 

tanımlanmak üzere, farklı deney gruplarında anlatım düzeylerindeki değiĢimleri 

Western analizleri ile saptanan, Hsp70, Hsp27 ve 14-3-3 proteini olma olasılığı yüksek 
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protein spotları iĢaretlendi ve bu bölgelerdeki jel parçaları kesilip, ayrı ayrı tüplere 

konuldu. Bu spotların tamamının görüldüğü örnek bir jel fotoğrafı ġekil 4.13’te verildi. 

  

 

ġekil 4.13. Kütle spektrometrisi ile tanımlanmak üzere seçilen protein spotları 

 

2-D jellerde 60-80 kDa arasındaki protein anlatımları karĢılaĢtırıldığında, yüksek 

sıcaklık uygulaması yapılan grupta molekül ağırlığı yaklaĢık 70 kDa olan özellikle 5 

proteinin (3., 5., 6., 8. ve 9. protein spotları) ekpresyonlarının arttığı anlaĢıldı          

(ġekil 4.11). Molekül ağırlığı 23-30 kDa arasında olan protein spotları için ise anlamlı 

bir fark gözlenmedi (ġekil 4.12). 

Seçilen her bir protein (ġekil 4.13) tripsinle kesildikten sonra, bu proteine ait peptid 

piklerini elde etmek üzere MALDI-TOF MS analizleri yapıldı. Kütle 

spektrometrisinden elde edilen peptid kütleleri, PS1 yazılımı (Applied Biosystems) 
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kullanılarak Mascot (http://www.matrixscience.com/search_form_select.html) veya 

SwissProt veri tabanındaki (http://us.expasy.org/) bilgilerle eĢleĢtirildi. Taramalarda 

modifikasyon olarak karbamidometilasyon değerlendirildi. Peptid kütle toleransı ve 

fragment kütle toleransı 50 ppm ve ± 0.1 Da olarak ayarlandı. Bu spotların içinde stres 

proteini (Hsp veya Hsc) oldukları istatistiksel olarak belirlenen herbir örneğe ait          

(3, 5, 6, 8 ve 9 numaralı spotlar) MALDI-TOF MS verileri (peptid kütle parmakizi 

spektrumları), Mascot veritabanı tarama sonuçları (Mowse skoru ve olası proteinler) ve 

peptidlerin olası proteinle dizi eĢleĢme sonuçları ġekil 4.14, ġekil 4.15, ġekil 4.16, ġekil 

4.17 ve ġekil 4.18’de verildi.  
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ġekil 4.14. 3 numaralı spota ait spektrum, Mascot veritabanı taraması ve dizi eĢleĢme sonuçları. 

a) Örneğin peptid kütle parmakizi spektrumu (MALDI-TOF MS), b) Mascot veritabanı tarama 

sonuçları (Mowse skoru ve olası proteinler), c) Olası proteinle dizi eĢleĢme sonuçları                                          

(EĢleĢen peptidler kırmızı renkle iĢaretlenmiĢtir) 
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ġekil 4.15. 5 numaralı spota ait spektrum, Mascot veritabanı taraması ve dizi eĢleĢme sonuçları. 

a) Örneğin peptid kütle parmakizi spektrumu (MALDI-TOF MS), b) Mascot veritabanı tarama 

sonuçları (Mowse skoru ve olası proteinler), c) Olası proteinle dizi eĢleĢme sonuçları                                          

(EĢleĢen peptidler kırmızı renkle iĢaretlenmiĢtir) 
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ġekil 4.16. 6 numaralı spota ait spektrum, Mascot veritabanı taraması ve dizi eĢleĢme sonuçları. 

a) Örneğin peptid kütle parmakizi spektrumu (MALDI-TOF MS), b) Mascot veritabanı tarama 

sonuçları (Mowse skoru ve olası proteinler), c) Olası proteinle dizi eĢleĢme sonuçları                                          

(EĢleĢen peptidler kırmızı renkle iĢaretlenmiĢtir) 
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ġekil 4.17. 8 numaralı spota ait spektrum, Mascot veritabanı taraması ve dizi eĢleĢme sonuçları. 

a) Örneğin peptid kütle parmakizi spektrumu (MALDI-TOF MS), b) Mascot veritabanı tarama 

sonuçları (Mowse skoru ve olası proteinler), c) Olası proteinle dizi eĢleĢme sonuçları                                          

(EĢleĢen peptidler kırmızı renkle iĢaretlenmiĢtir) 
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ġekil 4.18. 9 numaralı spota ait spektrum, Mascot veritabanı taraması ve dizi eĢleĢme sonuçları. 

a) Örneğin peptid kütle parmakizi spektrumu (MALDI-TOF MS), b) Mascot veritabanı tarama 

sonuçları (Mowse skoru ve olası proteinler), c) Olası proteinle dizi eĢleĢme sonuçları                                          

(EĢleĢen peptidler kırmızı renkle iĢaretlenmiĢtir) 
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Protein eĢleĢmesinde sadece peptid kütle parmakizi sonuçları değil, aynı zamanda 

peptidlerine ayrılan proteinin yaklaĢık molekül ağırlığı ve izoelektrik noktası da dikkate 

alındı. Peptid karıĢımının hangi protein olabileceğine dair elde edilen verilerde, sadece 

istatistiksel olarak önemli skorlar değerlendirildi. Kesilen 20 protein spotundan sadece 

13 tanesi MASCOT veri tabanında yapılan taramalarda belirlenebildi. Diğer 7 protein 

için elde edilen piklerle eĢleĢen, doğru molekül ağırlığı ve izoelektrik noktasına sahip 

olası proteinler saptanamadı. Mascot analizleri yapılan 13 spottan 5 tanesi (3, 5, 6, 8 ve 

9 numaralı protein spotları) özellikle sıçanlardaki Hsp70’lerle yüksek derecede eĢleĢme 

gösterdi. Peptid kütle spektrumları değerlendirilen tüm örneklere ait sonuçlar Tablo 

4.2’de verildi.  

 

Tablo 4.2: MASCOT peptid kütle parmakizi tarama sonuçları* 

Protein 

spotu 

GiriĢ adı Protein adı Molekül 

ağırlığı 

(Da) 

pI Peptid 

sayısı 

Dizi benzerliği 

yüzdesi/skor 

1 DNAK_MANSM Hsp 70 (E.coli) 68468 4,74 159 %22 /30 

3 I56581 Moleküler Ģaperon 

Grp75 prekürsörü 

73984 5.87 112 %31 /133 

5 S31716 Moleküler Ģaperon 

Hsp72-ps1 

70884 5.43 115 %36 /117 

6 A45935 Moleküler Ģaperon 

Hsc70 

71021 5.37 78 %25 /80 

8 HSP7C_RAT Hsc71 71055 5.37 128 %21 /52 

9 GRP75_RAT Mitokondriyal Grp75 74097 5.97 73 %17 /39 

12 TPM4_RAT Tropomiyozin alfa-4 

zinciri 

28549 4.66 42 %29 /35 

13 CRBA1_MOUSE Beta-kristalin A1 23843 5.96 116 %26 /24 

15 SLD5_RAT DNA replikasyon 

kompleksi GINS 

protein 

25159 5.1 102 %29 / 22 

16 Q6TXH1_RAT LRRGT00028. 25320 5.05 133 %29 /26 

17 FRIH_FELCA Ferritin ağır zinciri 21392 5.53 155 %52 /52 

19 GDIR1_RAT Rho GDP-ayırıcı 

inhibitor 1 

23450 5.12 79 %30 /48 

20 STX7_RAT Sintaksin-7 28965 5.12 66 %17 /16 
* Sıçanlardaki Hsp70 ailesiyle yüksek benzerlik gösteren proteinler gri alanda gösterilmiĢtir  

 

Daha önce yüksek sıcaklıkla indüklendiği Western blot analizleriyle belirlenmiĢ olan 

Hsp72 (Hsp70)’ye ait bulgu, 2-D jel elektroforezi ve MALDI-TOF MS bulgularıyla 

doğrulandı. Bunun da ötesinde MS sonuçları, Grp75 prekürsörü, Hsc70, Hsc71 ve 

Grp75’in de anlatımlarında artıĢlar olduğunu ortaya koydu. 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

Günümüzde kanserli hücrelerle yapılan pek çok çalıĢma sonucunda, anlatım 

düzeylerinde farklılıklar olan stres proteinlerinin, hem teĢhiste hem de tedavinin 

izlenmesinde “biyomarker” olarak kullanılabilecekleri bildirilmiĢtir (Oesterreich ve 

diğ., 1993; Kai ve diğ., 2003; Capello ve diğ., 2003; Ryu ve diğ., 2003).   

 

Özellikle Hsp70’in aĢırı anlatımının meme kanserinde, endometriyal serviks kanserinde 

ve hepotoselülar karsinomda zayıf prognoz ve tedaviye direnç ile iliĢkili olduğu 

saptanmıĢtır (Chuma ve diğ., 2003; Sarto ve diğ., 2000; Takashima ve diğ., 2003). Bu 

proteinlerin anlatımının meme kanserinde baĢarısız tedavinin göstergesi olduğu ortaya 

konulmuĢtur (Ciocca ve diğ., 1993). Ġndüklenebilir Hsp72’nin aĢırı anlatımının  

radyasyonun kanser hücreleri üzerindeki öldürücü etkisini ortadan kaldırdığı 

gösterilmiĢtir (Lee ve diğ., 2001).  

 

Hsp27’nin aĢırı anlatımı ise, hepatoselüler karsinomda zayıf prognoz ile iliĢkili olup, 

histolojik derecelendirmede önem taĢımaktadır (Sarto ve diğ., 2000). Cornford ve diğ. 

(2000), prostat kanserinde Hsp27 anlatımının arttığını saptamıĢlardır. Bu nedenle 

araĢtırıcılar, özellikle prostat kanserli hastalarda Hsp27 hedefli yeni terapötik 

yaklaĢımların geliĢtirilmesi gerektiğini ve böylece saldırgan malignant fenotipin tedavi 

edilebileceğini vurgulamıĢlardır. Hsp27 anlatımındaki artıĢ, meme kanseri gibi baĢka 

kanser hücrelerini de tedaviye dirençli hale getirmektedir (Calderwood, 2007; 

Calderwood ve Ciocca, 2008). Yapılan çalıĢmalar, Hsp27 anlatımının kanser 

hücrelerinin CDDP (Oesterrich ve diğ., 1993), Dox (Garrido ve diğ., 1996), vinkristin 

(Verrlis ve diğ., 2006) ve paklitaksel (Rocchi ve diğ., 2004) gibi antikanser ilaçlara 

karĢı direncini artırdığını göstermiĢtir. Testis ve kolorektal kanser hücrelerindeki CDDP 

ve Dox direncinin, Hsp27’nin aĢırı anlatımı ile geliĢtiği bilinmektedir (Yamamoto ve 

diğ., 2001). Hsp27’nin metastaz oluĢumunda arttığı proteomik analizlerle de ortaya 

konulmuĢtur. Hepatokarsinomlarda yapılan bir çalıĢmada, tüm metastatik dokularda 

(metastatik olmayan dokularla karĢılaĢtırıldığında) Hsp27’nin aĢırı anlatım yaptığı 
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görülmüĢtür (Song ve diğ., 2006). Benzer sonuçlar gastrik kanserde de elde edilmiĢtir 

(Cehn ve diğ., 2004). 

 

Hücrede anlatımları artan Hsp’lerin, kanser hücrelerini terapiye dirençli hale getirdiğini 

ortaya koyan baĢka çalıĢmalar da vardır (Oesterreich ve diğ., 1993; Nylandsted ve diğ., 

2000; Yamamoto ve diğ., 2001). Örneğin, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde 

Hsp70 ve Hsp27 aĢırı miktarlarda sentezlenmekte ve bu durum hücrelerin Dox, 

aktinomisin D ve amfoterisin gibi uygulamalara karĢı hücrenin direnç kazanmasını 

sağlamaktadır (Ciocca ve diğ., 1982; Shen ve diğ., 1987; Rice ve Hahn, 1987; Hahn ve 

Li, 1990). Hsp’lerin yanı sıra çoklu ilaç direnci proteinlerinin anlatımlarının artması, 

birçok kanser türünde kemoterapi ajanlarına karĢı direnç geliĢmesine yol açmaktadır 

(Gottesman ve Pastan, 1988). Tang ve diğ. (2005), prostat kanseri hücre hatlarında ısı 

Ģoku uygulaması ve radyoterapi sonrasında, Hsp ve HSF’lerin (ısı Ģoku faktörlerinin) 

anlatımlarını incelemiĢler ve bu proteinlerdeki artıĢın, tedavinin etkinliğini düĢürdüğünü 

ortaya koymuĢlardır.  

 

Hsp’ler ve tedavi etkinliği arasındaki bu iliĢki nedeniyle, kanser tedavisinde artık 

Hsp’lerin baskılanması da stratejik hedefler arasındadır. Antisens oligonükleotid 

uygulamaları bu proteinleri baskılayarak tümör hücrelerinin apoptoza gitmesini 

sağlamıĢtır (Jones ve diğ., 2004). Hsp27’nin anlatımını azaltmaya yönelik çalıĢmalardan 

birinde kullanılan antisens teknolojisiyle, HeLa hücrelerindeki Hsp27 anlatımı %40 

oranında azaltılmıĢ ve bu hücrelerin apoptotik indükleyicilere duyarlı hale gelmesi 

sağlanmıĢtır (Paul ve diğ., 2002). Benzer bir yaklaĢımla Hsp27 indüksiyonunun 

baskılanması, prostat kanseri hücrelerinin tümör oluĢturma potansiyelini azaltmakta ve 

hücrelerin paklitaksel gibi antikanser ilaçlara duyarlılığını artırmaktadır (Rocchi ve diğ., 

2004). Kanser hücrelerinde Hsp anlatımı veya fonksiyonu hedeflenerek tedavide yeni 

bir strateji ortaya konulabilirse ve bu strateji baĢarılı olursa, özellikle Hsp anlatımlarının 

arttığı bilinen kanser hücrelerinin yok edilebileceği öne sürülmektedir (Tang ve diğ., 

2005).  

 

Hsp anlatımının arttığı bilinen kanser türlerinden biri de beyin tümörleridir. Genelde 

glioma olarak adlandırılan beyin tümörlerinin, cerrahi müdahale, radyoterapi ve 

kemoterapi ile tedavi edilmeleri oldukça zordur ve hastalar tedavi edilse bile yaĢam 
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süreleri en fazla 5 yıl uzatılabilmektedir (Oghaki ve Kleihues, 2005; Brandes ve diğ., 

2008; Gottardo ve Gajjar, 2008). 

 

YetiĢkin kanser hastalarının yaklaĢık % 2’sinde bulunan beyin tümörlerinin büyük bir 

kısmını (% 80-85) malignant gliomalar oluĢturmaktadır (Catt ve diğ., 2008). Amerikan 

Kanser Topluluğu (“American Cancer Society”, ACS) ABD’de her yıl 20.000’den fazla 

insanın beyin tümörleri nedeniyle öldüğünü bildirmektedir. Bu tümörlerin tedavisinde 

radyoterapi, çeĢitli sitotoksik ilaçlarla kemoterapi, anti-anjiyojenik terapi ve moleküler 

terapiler kullanılmaktadır (Brandes ve diğ., 2008 ; Kreisl, 2009). Fakat gliomalar, 

radyoterapi ve kemoterapiye yüksek direnç gösterdikleri için tedavi sonrasında da 

ölümcül olan tümör tiplerindendir. Kemoterapik ilaçların hücre ölümünü 

gerçekleĢtirememesinin en önemli sebebi, kan-beyin bariyerini geçememeleridir (Kreisl, 

2009). Beyin tümörü tedavisinde bu engeli aĢmak amacıyla, ilacın istenilen bölgeye 

yönlendirilmesini sağlayan Rickham-rezervuarı gibi kateterler kullanılmakta ve ilaçlar 

(doksorubisin, vinkristin vb.) bu kateterlerden uygulanmaktadır (Jeremias ve diğ., 

2004).  

 

Yapılan bir çalıĢmada glioblastoma hücrelerindeki Hsp27 anlatımının, sağlıklı beyin 

dokularına göre daha fazla olduğu gösterilmiĢ ve anlatımdaki bu artıĢın, glial tümörün 

malignansi derecesi ile iliĢkili olduğu ortaya konulmuĢtur (Zhang ve diğ., 2003; 

Sherman ve Multhoff, 2007). Diğer bir çalıĢmada, 52 glioblastoma multiformlu (IV. 

derece), 13 anaplastik astrositomalı (III.derece), 10 astrositomalı (II. derece) hastaya ait 

ve 10 normal bireyden alınan beyin dokusunun proteinleri karĢılaĢtırılmıĢ, sonuçta bir 

grup proteinin farklı Ģekilde anlatım yaparak tümörün histolojik derecelendirilmesinde 

etkili olduğu görülmüĢtür. Yapılan çalıĢmada 65 hastanın 37’sinde Hsp27’nin, 48’inde 

Grp78 ve prohibit (Ģaperon protein)’in arttığı belirlenmiĢtir. Hsp27, Grp78 ve prohibitin 

tümörün derecesini yansıttığı ortaya konulmuĢtur (Iwadate ve diğ., 2004). 

 

Diğer taraftan, çeĢitli nörodejeneratif hastalıklarla iliĢkileri olduğu (Mackie ve Aitken, 

2005; Layfield ve diğ., 1996; Ostrerova ve diğ., 1999) ve sinir hasarı, patojenler, 

hipoksi ve metabolik stres gibi iç ve dıĢ strese karĢı yanıt olarak indüklendiği (Bae ve 

diğ., 2003) bilinen 14-3-3 proteinlerinin de kanserle iliĢkili olabileceği öngörülmektedir. 

Nitekim 14-3-3  izoformunun mide, ağız ve akciğer kanserinde aĢırı anlatım yaptığı ve 
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tümör geliĢiminde direnç sağladığı belirlenmiĢtir (Jang ve diğ., 2004; Matta ve diğ., 

2007; Li ve diğ., 2008). Gliomalarda, 14-3-3  izoformunun anlatımının arttığı 

gösterilmiĢtir (Liang ve diğ., 2009). Akciğer kanseri hücrelerinde yapılan çalıĢmalarda, 

özellikle 14-3-3  izoformunun aĢırı anlatım yapmasının radyoterapinin ve kemoterapik 

bir ajan olarak kullanılan CDDP’nin etkinliğini azalttığı ortaya konulmuĢtur (Qi ve 

Martinez, 2003; Fan ve diğ., 2007). Drosophila hücreleri üzerinde yapılan bir 

çalıĢmada, yüksek sıcaklık uygulamasının bu hücrelerdeki 14-3-3 proteinlerinin 

anlatımlarını artırdığı ve bu iĢlemde HSF’lerin rol oynadığı ortaya konulmuĢtur (Yano, 

2006). Bu çalıĢmalarda özellikle 14-3-3  formunun moleküler Ģaperon aktivitesine 

dikkat çekilmektedir.  

 

Buraya kadar özetlenen literatür bilgilerinin ıĢığında, kanser hücrelerinin kemoterapik 

veya radyoterapik direncini artıran Hsp’lerin ve 14-3-3 proteininin anlatımını azaltacak 

yeni ilaçların keĢfiyle tedavide baĢarının artırılabileceği anlaĢılmaktadır. 

 

Kanser tedavisinde tıbbi bitkilerin kullanımı uzun bir geçmiĢe sahiptir. ġu anda 

kullanılan antikanser ajanlarının %60’tan fazlası bitkiler, su organizmaları ve 

mikroorganizmalar gibi doğal kaynaklardan elde edilmektedir (Cragg ve Newman, 

2006). Bitkisel bir drog olarak geniĢ kullanım alanı bulunan Viscum album’un kanser 

tedavisinde kullanılma potansiyeli oldukça yüksektir. Bitkinin antikanser aktivitesi ile 

ilgili çalıĢmalar ya ekstrenin farklı kanser hücre hatları üzerine uygulanması ya da 

doğrudan kanser hastalarına enjekte edilmesi yoluyla yürülmektedir (Knöpfl-Sidler ve 

diğ., 2005; Kienle ve diğ., 2009). Ovaryum ve meme kanserli hastalar üzerinde yapılan 

klinik çalıĢmalar, farklı konakçı ağaçlar üzerinde yaĢayan Viscum album bitkilerinden 

hazırlanmıĢ ticari ekstrelerin tedavide etkili olduğunu ortaya koymuĢtur (Kienle ve diğ., 

2009). Yapılan literatür taramalarında, Viscum album ekstrelerinin glioma hücreleri 

üzerindeki etkisini inceleyen bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. Ayrıca stres proteinlerinin 

anlatımını nasıl etkilediği bugüne kadar hiç araĢtırılmamıĢtır. 

 

Bu çalıĢmanın ana hedefi, çeĢitli ekstrelerinin antitümör aktivitesi in vivo ve in vitro 

tekniklerle ortaya konulmuĢ tıbbi bir bitki olan Viscum album’dan hazırlanan metanol 

ekstresinin, C6 sıçan glioma hücre modelinde Hsp27, Hsp70 ve 14-3-3 protein 
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anlatımlarını etkileyip etkilemediğini ortaya koyarak beyin tümörlerinin tedavisinde 

kullanılma potansiyeline iliĢkin moleküler veriler elde etmektir. 

 

Bir ilaç ya da baĢka herhangi bir maddenin hücre üzerindeki etkisini araĢtırırken, 

uygulamanının hangi hücre konsantrasyonunda ve hangi zamanda yapılacağını 

belirlemek üzere, o hücrenin logaritmik faz ya da durağan faza girdiği zaman aralığı 

(saat/gün) ve jenerasyon süresi bilinmelidir. Bu nedenle baĢlangıç hücre sayıları farklı 

olan deney grupları oluĢturulup, hücrelerin jenerasyon süresi belirlenmektedir 

(Freshney, 2000). C6 glioma hücrelerinin jenerasyon süresini hesaplayabilmek ve 

çoğalma eğrisini çizebilmek amacıyla oluĢturulan gruplara göre, baĢlangıç deriĢimi 

5x10
4
 hücre/ml olan hücrelerin logaritmik faza 1. gün, durağan faza ise 6. gün 

geçtikleri, baĢlangıç deriĢimi 1x10
5
 hücre/ml olan hücrelerin ise logaritmik faza yine 1. 

gün girdikleri, durağan faza ise 4. gün geçtikleri saptanmıĢtır (bkz. ġekil 4.1). Elde 

edilen grafiklerden C6 glioma hücrelerinin jenerasyon süresinin yaklaĢık 22 saat olduğu 

belirlenmiĢtir. Bu sonuç diğer literatür bilgileriyle de uyum göstermektedir (Barba ve 

diğ.,1999).   

 

ÇalıĢmanın ikinci aĢamasında daha önceki araĢtırmalarımızda en yüksek antioksidan 

aktiviteye sahip olduğu belirlenmiĢ olan (Önay, 2002; Önay-Uçar ve diğ., 2006) 

ıhlamur ağacı üzerinde yetiĢen Viscum album bitkilerinden hazırlanmıĢ metanol 

ekstresinin, C6 sıçan glioma hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkisi MTT [“3-(4,5-

dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolium”)] analizi ile değerlendirilmiĢtir. Yapılan analizler 

sonucunda, canlı hücre sayısını %50 düĢüren ekstre konsantrasyonun 270 g/ml 

(IC50=270 g/ml) olduğu belirlenmiĢtir. C6 glioma hücrelerine 25 g/ml, 50 g/ml ve 

75 g/ml deriĢimlerinde uygulanan ekstrelerin, proliferatif etki gösterdiği saptanmıĢtır. 

Hücreler üzerinde herhangi bir toksik ya da proliferatif etki göstermeyen ekstre dozunun 

100 g/ml olduğu belirlenmiĢ ve daha sonraki bütün analizlerde hücrelere, bu dozda 

ekstre uygulaması yapılmıĢtır. Anlatım düzeyleri araĢtırılacak olan Hsp27, Hsp70 ve 

14-3-3 proteinleri ısı Ģoku ile indüklenmiĢ ve Viscum album ekstresinin bu indüksiyon 

üzerindeki etkisi çeĢitli proteomik tekniklerle incelenmiĢtir. 

 

Ġmmünolojik analiz sonuçları (Western blot verileri) değerlendirildiğinde, ısı Ģoku 

(42
o
C’da 1 saat inkübasyon) uygulamasının hücredeki Hsp27 ve Hsp70 anlatımını 
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belirgin Ģekilde artırdığı görülmüĢtür (bkz. ġekil 4.5 ve ġekil 4.6). Kontrol grubu 

hücreler ile Viscum ekstresi uygulanan hücrelerde (VE) ise, Hsp27 anlatımının hemen 

hemen aynı ve diğer gruplara göre daha düĢük olduğu gözlenmiĢtir. Isı Ģoku uygulaması 

Hsp27 anlatımını % 40 oranında artırmıĢ, ekstre uygulaması yapıldıktan sonra ısı Ģoku 

uygulanan hücrelerde (VE+Isı Ģoku) ise anlatımının azaldığı saptanmıĢtır. Hsp70, 

Kontrol ve VE gruplarında çok düĢük düzeyde belirlenmiĢ, ancak ısı Ģoku uygulaması 

ile indüklenmiĢtir. Ekstre uygulandıktan sonra ısı Ģoku uygulanan gruptaki indüksiyon 

ise çok daha (~%100) yüksektir. Zhang ve diğ. (2001) tarafından yapılan bir çalıĢmada 

da benzer bir sonuç elde edilmiĢ, C6 hücrelerinde Hsp70 anlatımının yüksek sıcaklıkla 

benzer oranlarda arttığı belirlenmiĢtir.  

 

Yapılan bazı çalıĢmalarda, çeĢitli antioksidanların Hsp anlatımındaki artıĢı önleyebildiği 

bulunmuĢtur. Isı Ģoku uygulanan HL-60 hücre hattına, antioksidanlar [pirolidin 

ditiyokarbamat (PDTC) ve 1,10-fenantrolin (Phen)] uygulandığında Hsp27 ve 

Hsp72’nin indüksiyonunun azaldığı saptanmıĢtır (Gorman ve diğ., 1999). Yapılan 

çalıĢmalar antioksidan aktiviteye sahip bir bitki flavonoidi olan kersetinin, prostat 

kanseri hücrelerinde ısıyla indüklenen Hsp70 anlatımını baskıladığını ortaya koymuĢtur 

(Kagaya ve diğ., 2000; Asea ve diğ., 2001; Jones ve diğ., 2004). Bu bulgular 

antioksidan aktiviteye sahip baĢka maddelerin de Hsp indüksiyonunu baskılama 

potansiyeli olabileceğini iĢaret etmektedir.  

 

Dolayısıyla yüksek antioksidan aktiviteye sahip olduğu daha önceki çalıĢmalarda 

gösterilmiĢ olan (Önay, 2002; Önay-Uçar, 2006; Simona ve diğ., 2008) V. album 

bitkisinden elde edilen metanol ekstresinin ısı Ģoku ile indüklenen Hsp27 anlatımını 

%50 oranında azaltması beklenen bir sonuçtur (bkz. ġekil 4.5). Ancak ekstre Hsp70 

üzerinde tam tersi bir etki ortaya koymuĢtur. Bu farklılığın metanol ekstresindeki 

değiĢik bileĢenlerden kaynaklandığı düĢünülmektedir. Mevsimsel olarak değiĢen oranda 

flavonoid, özellikle kersetin ve kamferol içerdiği bilinen (Wollenweber ve diğ., 2000; 

Duke, 1987) bu bitki, henüz tanımlanmamıĢ bir mekanizmayla Hsp anlatımını 

indükleyen baĢka madde(ler) içeriyor olabilir. 

 

Diğer taraftan, nörodejeneratif hastalıklar ve çeĢitli kanser tiplerinde rolü olan 14-3-3 

proteinlerinin anlatım düzeylerine iliĢkin analizler, Isı Ģoku ve VE+Isı Ģoku gruplarında, 
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bazı izoform anlatımlarının kontrole göre belirgin farklılıklar ortaya koyduğunu 

göstermiĢtir. Viscum uygulaması sadece izoformunda indüksiyona yol açarken, ısı 

Ģoku  ve  izoformlarını indüklemiĢtir.  ve  izoformlarındaki bu indüksiyon, 

Viscum album ekstresi tarafından baskılanmıĢtır (ġekil 4.8). Viscum ekstresi ile iĢlem 

gördükten sonra ısı Ģoku uygulanan hücrelerde  ve  izoformlarının ekspresyon 

düzeyleri kontrol gruplarının da altına düĢmüĢtür (ġekil 4.8 a ve e). Bu etki oldukça 

anlamlıdır. Çünkü özellikle 14-3-3  izoformu mide, ağız ve akciğer kanserinde aĢırı 

anlatım yapmakta ve tümör geliĢiminde direnç sağlamaktadır (Jang ve diğ., 2004; Matta 

ve diğ., 2007; Li ve diğ., 2008). Ayrıca akciğer kanseri hücrelerinde yapılan çalıĢmalar, 

14-3-3  izoformunun aĢırı anlatım yapmasının radyoterapinin ve kemoterapinin 

etkinliğini azalttığını ortaya koymuĢtur (Qi ve Martinez, 2003; Fan ve diğ., 2007). 

Bununla birlikte son dönemde 14-3-3  izoformunun anlatımının gliomalarda arttığı 

gösterilmiĢtir (Liang ve diğ., 2009). Dolayısıyla 14-3-3  ve  izoformlarının etkin bir 

Ģekilde baskılanması, kanser tedavisinde yeni bir açılım getirebilir. 

 

Antioksidan etki gösteren maddelerin Hsp anlatımını nasıl etkilediğine dair birçok 

çalıĢma bulunmaktadır. Örneğin, bir bitki flavonoidi olan ve aynı zamanda antioksidan 

aktivitesi bilinen kersetin önemli bir Hsp inhibitörüdür (Peng ve diğ., 2000). Kersetinin, 

prostat kanseri hücrelerinde Hsp70 anlatımını baskıladığı gösterilmiĢtir (Jones ve diğ., 

2004). Diğer bir çalıĢmada kersetinin HeLa hücrelerinde ısı stresi ile indüklenen Hsp27 

ve Hsp70’in anlatımını baskıladığı ortaya konulmuĢtur (Jakubowicz-Gil ve diğ., 2002). 

Bu maddenin ısı Ģoku faktörünün (HSF), ısı Ģoku elementine (HSE) bağlanmasını 

engelleyerek Hsp anlatımını azalttığı bilinmektedir (Kagaya ve diğ., 2000; Hosokawa 

ve diğ., 1990; Hosokowa ve diğ., 1992; Asea ve diğ., 2001). Nagai ve diğ. (1995) 

tarafından yapılan bir çalıĢmada kersetinin HSF trimerlerinin oluĢumunu engelleyerek 

ısı Ģoku cevabını inhibe ettiği gösterilmiĢtir. Hücrelere kersetin uygulanması hücreiçi 

HSF1 düzeyinin, özellikle konstitütif olarak üretilen fosforile formlarının azalmasını 

sağlamakta (Nagai ve diğ., 1995) ve DNA’ya bağlanmasını (Debes ve diğ., 2003; 

Dechsupa ve diğ., 2007) engellemektedir. Kersetin sadece HSF1 aktivasyonunu değil, 

aynı zamanda birçok protein kinazın aktivitesini de inhibe etmektedir (Powers ve 

Workman, 2007). Gorman ve diğ. (1999) tarafından yapılan çalıĢmada HL-60 hücre 

hattına ısı Ģoku uygulaması yaparak stres proteinleri indüklenmiĢ ve bu hücrelere 

antioksidan uygulanarak Hsp27 ve Hsp72’nin belirgin bir Ģekilde azaldığı gösterilmiĢtir. 
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Perez-Garcia ve diğ. (2001) tarafından yapılan çalıĢma sonucunda antioksidan aktivite 

gösteren bitki ekstrelerinin Hsp72 anlatımını azalttığı ortaya konulmuĢtur. Zanini ve 

diğ. (2007) tarafından nöroblastoma hücreleri ve Edwing sarkoma hücreleri üzerinde 

yapılan çalıĢmada, ısı Ģoku sonucu indüklenen stres proteinlerinin hücrenin Dox 

direncini artırdığı, fakat kersetin uygulaması sonucu bu proteinlerin anlatımlarının 

azaldığı ve hücrelerin ilaca daha duyarlı hale geldiği gösterilmiĢtir. 

 

Buna karĢın doğal bir triterpen olan kelastrolün HSF1’i aktifleĢtirerek Hsp70 sentezini 

artırdığı bilinmektedir (Westerheide ve diğ., 2004). Streoid yapıda olmayan bazı anti-

inflamatuvar (aspirin, indometasin ve sodyum salisilat gibi) ilaçların da HSF1 

trimerizasyonunu uyararak, hsp genlerini indükleyici olarak rol oynadıkları 

bilinmektedir (Lee ve diğ., 1995). Bu çalıĢmada V. album ekstresindeki bir bileĢen 

benzer bir mekanizmayla Hsp70 indüksiyonuna yol açmıĢ olabilir.  

 

Morris ve diğ. (1996) tarafından yapılan bir çalıĢmada herbimisin-A, benzokinoid 

ansamisin antibiyotiği ve tirozin kinaz inhibitörü gibi moleküllerin Hsp70’in sentezini 

engellediği, fakat hücrenin letal ısı stresine karĢı direncini sağlamak amacıyla 

transkripsiyonunu artırdığı hsp90, hsp60, hsp27 ve grp78 gibi diğer genleri etkilediği 

gösterilmiĢtir. Dolayısıyla mekanizması henüz tam olarak bilinmemekle birlikte 

ekstredeki bileĢen(ler) Hsp27’nin baskılanmasına neden olurken, aynı anda Hsp70 

indüksiyonuna yol açmıĢ olabilir. 

 

Bu çalıĢmada elde edilen veriler, farklı Hsp’lerin, aynı ekstreye karĢı farklı cevap 

verilebileceğini, dolayısıyla birden fazla düzenlenme mekanizmasının var olabileceğini 

ortaya koymuĢtur. 

 

Stres proteinleri hücrede canlılık ve ölüm yollarında düzenleyici rolleri olan 

proteinlerdir. Stresle indüklenebilen bazı Hsp’lerin (özellikle Hsp27 ve Hsp70) 

hücreleri apoptoza ve nekroza karĢı korudukları gösterilmiĢtir (Quigney ve diğ., 2003). 

Yapılan çalıĢmalarda, hsp27 geninin aĢırı anlatımının ölümcül ısı Ģokuna karĢı, hücreye 

geçici direnç kazandırdığı ve aktin filamentinin kararlılığınını artırdığını gösterilmiĢtir 

(Landry ve diğ., 1989; Lavoie ve diğ., 1993; Dalle-Donne ve diğ., 2001). Hsp27, 

termotolerans olarak adlandırılan bu stres yanıtında mitokondrileri sabitliyor olabilir 
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(Quigney ve diğ., 2003). Hücrede Hsp anlatımının artması apoptozun baskılanması ile 

de iliĢkilidir (Mehlen ve diğ., 1996b). Pulmoner endotel hücrelerinde Hsp70’in aĢırı 

anlatımının, endotoksinleri indüklediği ve apoptozu azalttığı gösterilmiĢtir (Wong ve 

diğ., 1996). Bu baskılama prokaspaz-3’ün aktif kaspaz-3’e dönüĢümünün durdurulması 

ile sağlanmaktadır (Mosser ve diğ., 1997). Proapoptotik sinyaller (Fas gibi), HSF1 

hiperfosforilasyonu olmadığı için ısı Ģoku sırasında HSF1-DNA bağlanmasını 

azaltmaktadır (Snoeckx ve diğ., 2001). Bu proteinlerin, farklı aĢamalarda kaspazlara 

engel olarak apoptozu inhibe ettikleri gösterilmiĢtir (Quigney ve diğ. 2003; Bruey ve 

diğ., 2000a). Nekrozdan hücrenin nasıl korunduğuna dair mekanizma henüz tam olarak 

bilinmemekle birlikte, Hsp27’nin hücresel redoks olayında rol oynadığı (Mehlen ve 

diğ., 1995) ve ATP azalmasının bir sonucu olarak ortaya çıkan hücresel hasarın 

önlenmesinde iĢ gördüğü saptanmıĢtır (Kabakov ve Gabai, 1995). Hsp27 ve Hsp70’in 

antiapoptotik etkileri mitokondriden sitokrom C salınımı, apoptozom oluĢumu ve 

kaspaz aktivasyonu ile iliĢkilendirilerek açıklanmaktadır (Bruey ve diğ., 2000a; 

Concannon ve diğ., 2001). Bu nedenle Viscum ekstresinin Hsp27 anlatımını baskılayıcı 

etkisi, C6 hücrelerinde apoptoz indüksiyonuna yol açabilir. 

 

Yapılan proteomik analizlerde hem molekül ağırlıklarına hem de izoelektrik noktalarına 

göre Hsp27, Hsp70 ve 14-3-3 proteini olma olasığı yüksek Kontrol, VE, Isı Ģoku ve 

VE+Isı Ģoku grubu hücrelerin suda çözünebilen proteinleri iki boyutlu elektroforezle 

ayrıĢtırılarak incelendiğinde, özellikle molekül ağırlığı 65-80 kDa arasında olan 

proteinlerin anlatımlarının ısı stresi uygulaması ile belirgin Ģekilde arttığı belirlenmiĢtir. 

Bu proteinlerin peptid kütle piklerini elde etmek üzere MALDI-TOF MS analizleri 

yapıldıktan sonra, gerçekleĢtirilen veritabanı taramalarında Hsp70 olma olasılığı yüksek 

5 tanesi Mowse skoru, molekül ağırlığı ve izoelektrik noktalarına göre belirlenmiĢtir. 

Western blot analizleri sonucunda ısı Ģoku ile indüklendiği belirlenen Hsp70’in, 2-D 

elektroforez bulguları ve MALDI-TOF MS verileri de bu indüksiyonu doğrulamıĢtır. Isı 

Ģoku Hsp70’in yanı sıra Grp75 prekürsörü, Hsc70, Hsc71 ve Grp75 anlatımlarını da 

artırmıĢtır. Bu sonuçlar hücrelerin stres yanıtında bu proteinlerin de rolünün 

olabileceğini göstermektedir. 

 

Tez kapsamında yapılan bu çalıĢma sonucunda, antioksidan etkisi bilinen Viscum album 

metanol ekstresinin, beyin tümörlerinde anlatımları belirgin bir Ģekilde artan özellikle 
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Hsp27, 14-3-3  ve 14-3-3  proteinlerini baskılamak amacıyla kullanılabileceği ortaya 

konulmuĢtur. Ancak Hsp70 indüksiyonu da gözardı edilmemelidir. V. album ekstresinin 

zıt yöndeki bu etkilerinin, içeriğindeki farklı kimyasal bileĢenlerden ileri geldiği 

düĢünülmektedir. Hsp anlatımlarının azalmasına yol açan ekstre, hücrelerin apoptoza 

gitmesini ya da ilaç direncinin azalmasını sağlayabilir. Buna karĢın bazı maddeler, 

HSF1 üzerinden Hsp70 indüksiyonuna yol açmaktadır. Bu tip maddelerin ekstrede 

bulunup bulunmadığı mutlaka araĢtırılmalıdır. Ekstrenin C6 glioma hücrelerinin bazı 

stres proteinlerini baskılayıcı etkisinin olması, beyin tümörü tedavisine yeni bir 

yaklaĢım getirebilir. Özellikle kanser hücrelerinde Hsp ve 14-3-3 protein anlatımlarının 

azalması, kemoterapinin tedavi edici etkisini artırabilir veya hastalara daha düĢük dozda 

kemoterapi ajanlarının verilmesini sağlayarak, uygulanan ilaçların yan etkilerinin 

azaltabilir. 
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