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ÖZET 

 

IN VITRO PARKĠNSON HASTALIĞI MODELĠNDE HSP27 ĠNHĠBĠTÖRÜ J2 

MOLEKÜLÜNÜN FERROPTOZĠS ĠLE ĠLĠġKĠSĠNĠN ĠNCELENMESĠ 

 

Nihan GÜNAY 

 

Doktora Tezi, Erzincan Binali Yıldırım Üniversitesi, Fen Bilimleri Enstitüsü,  

Biyoloji Anabilim Dalı 

DanıĢman: Doç. Dr. Mehmet KUZUCU 

II. DanıĢman: Dr. Öğr. Üyesi Fidan ERDEN KARAOĞLAN 

2025, 82 sayfa 

Isı Ģok proteini 27 (HSP27), hücresel stres koĢullarında ekspresyon seviyesi artan bir Ģaperon 

proteindir. Parkinson hastalığı (PH), dopaminerjik nöron kaybı ve HSP'lerin azalan 

aktivitesine paralel olarak α-sinüklein protein agregatlarının birikimi ile karakterize edilen bir 

nörodejeneratif hastalıktır. Ferroptozis, PH ile iliĢkisi ortaya konmuĢ, demir birikimi ve lipid 

peroksidasyonu sonucu tetiklenen hücre ölümü yolağıdır.  

ÇalıĢmada, çeĢitli kanser türlerinde kullanımı araĢtırılan HSP27 inhibitörü J2 molekülünün, 

rotenon ile oluĢturulan in vitro PH modeli üzerindeki ferroptotik ve apoptotik etkileri 

incelenmiĢtir. SH-SY5Y hücre hattı ve bu hücre hattından rotenon ile oluĢturulan Parkinson 

hastalığı modelinde, J2 molekülünün farklı konsantrasyonları uygulanmıĢ ve hücre canlılık 

yüzdeleri belirlenmiĢtir. Apoptotik ve pro-apoptotik protein/mRNA seviyeleri ile hücrelerin 

apoptotik süreçleri incelenmiĢtir. HSP27'nin translasyonel ve post-translasyonel seviyede 

(Western blot ve lüsiferaz agregasyon deneyi ile) analizi yapılmıĢtır. Ayrıca, hücre 

gruplarında Fe²/Fe³ oranı, antioksidan-oksidan dengesi, malondialdehit ve GPx4 seviyeleri 

belirlenerek ferroptotik etki değerlendirilmiĢtir. J2‟nin HSP27‟yi inhibe etmesiyle hücre 

gruplarında oluĢturduğu stresin hücresel sağkalımı olumsuz etkilediği, hem apoptotik hem de 

ferroptotik yolakları aktive ettiği tespit edilmiĢtir. 

Anahtar Kelimeler: HSP27, J2 molekülü, Parkinson hastalığı, SH-SY5Y 
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ABSTRACT 

 

EXPLORING THE RELATIONSHĠP BETWEEN CERTAIN HEAT SHOCK 

PROTEIN ISOFORMS AND THE FERROPTOSIS PATHWAY IN PARKINSON'S 

DISEASE 

Nihan GÜNAY 

 

PhD Thesis, Erzincan Binali Yıldırım University, Institute of Science and Technology,  

Department of Biology 

Advisor: Doç. Dr. Mehmet KUZUCU 

Co- Advisor: Dr. Öğr. Üyesi Fidan ERDEN KARAOĞLAN 

2025, 82 pages 

Heat shock protein 27 (HSP27) is a chaperone protein whose expression level increases under 

cellular stress conditions. Parkinson‟s disease (PD) is a neurodegenerative disorder 

characterized by dopaminergic neuron loss and the accumulation of α-synuclein protein 

aggregates, which parallel the decreased activity of heat shock proteins (HSPs). Ferroptosis is 

a cell death pathway triggered by iron accumulation and lipid peroxidation, and its association 

with PD has been established. 

In this study, the ferroptotic and apoptotic effects of the HSP27 inhibitor J2 molecule, which 

has been investigated for its use in various cancer types, were examined in an in vitro PD 

model induced by rotenone. Different concentrations of the J2 molecule were applied to the 

SH-SY5Y cell line and a rotenone-induced PD model derived from this cell line, and cell 

viability percentages were determined. Apoptotic and pro-apoptotic protein/mRNA levels 

were analyzed to investigate apoptotic processes. The translational and post-translational 

levels of HSP27 were examined using Western-blot analysis and a luciferase aggregation 

assay. Furthermore, ferroptotic effects were assessed by determining the Fe²/Fe³ ratio, 

antioxidant-oxidant balance, malondialdehyde levels, and GPx4 levels in the cell groups. It 

was determined that J2-mediated inhibition of HSP27 negatively affected cellular survival and 

activated both apoptotic and ferroptotic pathways. 

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

 

1.1. AraĢtırmanın Amacı 

 

Nörodejeneratif bozukluklar arasında en yaygın ikinci hastalık olan Parkinson hastalığı 

beyindeki dopamin üreten nöronların kaybı ile karakterize edilir. Yapılan son çalıĢmalarda, 

Parkinson hastalığında programlanmıĢ hücre ölümü mekanizmalarından biri olan ferroptozisin 

de rol oynadığı gösterilmektedir (Wen vd., 2020). Bu araĢtırmanın amacı, kemoterapötik bir 

ajan olarak da kullanılan HSP27 inhibitörü J2 molekülünün, SH-SY5Y hücre hattı ve bu 

hücre hattından rotenon ile oluĢturulan Parkinson hastalığı modeli üzerinde farklı dozlarda 

kullanılması sonucunda hücre de meydana gelebilecek ferroptozis durumunun 

değerlendirilmesidir. Özellikle, J2 molekülünün ferroptozis biyobelirteçleri ve lipid 

peroksidasyonu gibi parametreler üzerindeki etkileri kısmen ortaya konulmuĢtur. Bu 

değerlendirme sonucunda, HSP27 inhibitörlerinin Parkinson hastalığına eĢlik eden çeĢitli 

kanser türlerinin tedavisindeki kullanımı için öncül bir değerlendirme yapılmıĢtır. 

 

1.2. AraĢtırmanın Önemi 

 

Kanser hastalığında HSP27‟nin aĢırı ekspresyonunun, hücreleri apoptozdan koruduğu ve 

tedaviye direnç geliĢtirebileceği bilinmektedir (Choi vd., 2019). HSP27 inhibitörü olan bilinen 

J2 molekülü, kanser hastalığı tedavisinde kanser hücrelerinin kemoterapi ve radyoterapiye 

karĢı direncini azaltmayı hedefleyen klinik çalıĢmaları devam eden bir inhibitördür 

(Karademir ve Özgür, 2023). Kanser hastalığında umut vadeden sonuçlar doğurmuĢ olsa da 

HSP27‟nin inhibisyonunun, nörodejeneratif hastalıklar için risk teĢkil edebileceğini 

düĢündürmektedir. Bu çalıĢma Parkinson hastalığında HSP27'nin bilinen rolüne ek olarak J2 

molekülünün, Parkinson hastalığı modellemesi üzerindeki etkilerine dair yeni bilgiler 

sunmayı hedeflemektedir. Ayrıca Parkinson hastalığında ferroptozis mekanizmalarının daha 

iyi anlaĢılması, nörodejeneratif hastalıkların patofizyolojisine dair yeni bakıĢ açıları 

geliĢtirilmesine olanak tanıyacaktır. 
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1.3. Varsayımlar 

 

 HSP27 inhibitörü J2 molekülü, SH-SY5Y hücre hattında ve Parkinson modeli 

oluĢturulmuĢ hücrelerde ferroptozis biyobelirteçlerinde belirgin değiĢikliklere neden 

olur. 

 

 J2 molekülünün farklı konsantrasyonları; hücre canlılık yüzdeleri, BAX, BCL-2, 

CASP3 ve GPx4 protein ekspresyon değerleri, lipid peroksidasyonu ve demir 

düzeyleri gibi parametreler üzerinde doza bağlı etkiler gösterir. 

 

 Rotenon ile indüklenen Parkinson hastalığı modelinde J2 molekülü, apoptoz ve 

ferroptozis üzerindeki etkilerini daha belirgin hale getirir. 

 

 HSP27 ve ferroptozis arasındaki etkileĢimin incelenmesi, nörodejeneratif hastalıkların 

terapötik hedeflerini belirlemek için önemli bir temel oluĢturur. 
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2. KAVRAMSAL ÇERÇEVE VE ĠLGĠLĠ ÇALIġMALAR 

 

2.1.  Parkinson Hastalığı 

 

Parkinson hastalığı (PH), beynin arka bölgesinde bulunan Substantia Nigra Pars Compacta 

(SNPC)‟da ki dopaminerjik nöronların kaybı ve farklı beyin bölgelerinde protein kümelerinin 

(Lewy cisimcikleri) oluĢumu ile karakterize edilen; hem motor sistemi hem de motor dıĢı 

sistemleri etkileyen, merkezi sinir sisteminin dejeneratif bir bozukluğudur. Parkinson, 

Alzheimer ve Huntington gibi hastalıklar, belirli bir proteinin hücre içi birikintilerinin 

oluĢumu ile yanlıĢ katlanmaya ve kontrolsüz agregasyona yol açarak doğal olmayan bir 

konformasyonu benimsemesiyle ortaya çıkmaktadır. Anormal protein katlanması, oksidatif 

stres, mitokondriyal disfonksiyon ve apoptotik mekanizmaların tümü, zararlı moleküller 

üreterek nörodejenerasyona yol açan olaylar dizisini teĢvik edebilen nöroinflamatuar 

mekanizmalarla bağlantılı olarak nörodejeneratif hastalıkların nedenleri arasında rapor 

edilmektedir (Aridon vd., 2011). 

 

ÇeĢitli stres faktörleri, kimyasallara maruz kalma ya da mutasyon gibi içsel ve dıĢsal etkenler, 

protein-protein etkileĢimlerini etkileyerek proteinlerin konformasyonunda değiĢikliklere yol 

açabilir. Bu tür durumlar, yeni sentezlenen proteinlerin doğru bir Ģekilde katlanamamasına 

veya düzgün katlanmıĢ proteinlerin doğal yapılarının bozulmasına neden olabilir. Sonuç 

olarak, proteinler arasında güçlü bir agregasyon eğilimi gözlenebilir (Stefani, 2004; Tutar vd., 

2013; Wang, 2005). 

 

Protein agregatları hücrede belirli bir miktarın üzerinde biriktiğinde toksik etki 

göstermektedir. Anormal proteinlerin birikmesi, nöronların ölümü de dahil olmak üzere 

ilerleyici yapı ve/veya iĢlevi kaybına yol açar (Mori vd., 2006, Nakamura ve Lipton, 2009). 

Parkinson hastalığı basitce dopaminerjik hücre ölümü olarak tanımlansa da bu hastalıkların 

patogenetik mekanizması henüz net olarak açıklığa kavuĢturulamamıĢtır. 

 

Nörodejeneratif hastalıklarda protein agregasyonunu etkileyen faktörler arasında; protein 

yapıları -ki özellikle ikincil yapılar stabilitenin yanı sıra proteinin yanlıĢ katlanmasını da 

içerir-, mutasyonlar, post-translasyonel modifikasyonlar, birçok nörodejeneratif hastalık için 

https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Motor_sistemi&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Merkezi_sinir_sistemi
https://tr.wikipedia.org/wiki/N%C3%B6rodejenerasyon
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bir biyobelirteç olan oksidatif stres, protein konsantrasyonu ve pH kritik önem taĢımaktadır 

(Tutar vd., 2013). 

 

Anormal protein birikiminin sebep olduğu Lewy cisimciklerinin biyolojik rolü ve patojenik 

süreçleri hala belirsizliğini korumaktadır. Lewy cisimcikleri anormal protein agregatlarıdır ve 

bu agregatları oluĢturan proteinler arasında olan α-sinüklein (α-syn) proteinleri, sitoplazma da 

doğal olarak bulunan katlanmamıĢ proteinlerdir. PH'de çok önemli bir rol oynamaktadır (Ma 

vd., 2003). 

 

Parkinson hastalığı, en yaygın nörodejeneratif hastalık olan Alzheimer hastalığından sonra 

ikinci sırada yer alırken; yaĢ, hastalık için en önemli risk faktörü olup altmıĢ beĢ yaĢın 

üzerindeki popülasyonun yaklaĢık yüzde üçünü etkilemektedir (Lang ve Lozano, 1998). 

Ayrıca kiĢinin cinsiyeti de, nörodejeneratif ve nöropsikiyatrik bozukluklar da dahil olmak 

üzere tüm önemli karmaĢık hastalıkların görülme sıklığını ve/veya doğasını etkileyen bir 

faktör olarak kabul görmektedir (Gillies vd., 2014).  

 

YaĢlanmanın ardından epidemiyolojik çalıĢmalar, erkek cinsiyetinin, her yaĢta ve incelenen 

tüm milletlerde Parkinson hastalığının geliĢmesinde belirgin bir risk faktörü olduğunu ortaya 

koymuĢtur. Yapılan geniĢ bir meta-analiz çalıĢmasında gösterildiği üzere erkeklerin 

kadınlardan iki kat daha fazla Parkinson hastası olduğu ortaya konulmaktadır (Elbaz vd., 

2002). 

 

Parkinson hastalarının ölüm sonrası beyinlerinde yapılan incelemelerde, SNPC içindeki 

dopaminerjik nöronların kaybı ve korpus striatumda ki sinir terminallerinin dejenerasyonu ile 

iliĢkili olan dopamin düzeylerinde azalma bulunduğu rapor edilmiĢtir (Bernheimer vd., 1973).  

 

Beynin büyük bir kısmı pembemsi gri renkte görünmesine rağmen Substantia Nigra Latince 

"siyah madde" anlamına gelir ve dopaminerjik nöronlardaki yüksek nöromelanin seviyeleri 

nedeniyle Substantia Nigra bölgesi komĢu alanlardan daha koyu görünür, bu nedenle 'siyah 

madde' olarak da anılmaktadır (Rabey ve Hefti, 1990). 

 

Dopaminerjik nöronlar, koyu nöromelanin pigmentasyonlarına sahip olması sebebiyle ölüm 

sonrası beyinlerde tanımlanabilir hale gelmektedir (ġekil 1.1). 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Latince
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/neuromelanin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pigmentation


14 

 

 

ġekil 1.1. Normal nigrostriatal yolun Ģematik gösterimi ve Parkinson hastalığında belirgin 

dejenerasyon (Dauer ve Przedborski, 2003). 

 

Yapılan istatistiksel bir araĢtırma da dünyada 50 yaĢın üzerindeki PH'li bireylerin sayısı 

2005'te 4,1 ile 4,6 milyon arasındayken 2030'a gelindiğinde bu rakamın ikiye katlanarak 8,7 

ile 9,3 milyon aralığında olacağı öngörülmektedir (Dorsey vd., 2007). 

 

Dünya çapında beklenen yaĢam süresi arttıkça kronik hastalıkların yükü de artmakla beraber 

özellikle geliĢmekte olan Doğu ülkelerinde de bu yük muhtemelen büyüyerek artmaya devam 

edecektir. Hastalık yükünü hafifletmek, sosyal ve ekonomik olarak da bu durumu dengelemek 

adına çalıĢmaların yürütülmesi gerekmektedir. 

 

Parkinson hastalığı için etkili tedavi yöntemleri bulunmamakla birlikte hastalığın ilerlemesini 

yavaĢlatmak için mevcut tedaviler arasında ilaç tedavisi ve cerrahi yer alır. Derin beyin 

stimülasyonu (DBS), PH için hedeflenen beyin alanına bir elektrot implante edilerek yüksek 

frekanslı (100-200 Hz) elektriksel bir uyarı aracılığıyla gerçekleĢtirilen cerrahi bir tedavi olup 

beyin dokusunu yok etmeye gerek kalmadan bir lezyonun etkisini taklit edebilir kılar (Poewe 

vd., 2007). 

 

Kan-beyin bariyerinden geçerek dopamine dönüĢtürülebilen L-Dopa, dopaminerjik ilaçlar 

arasında en sık kullanılan ilaçtır. L-Dopa yaĢam kalitesini sınırlı da olsa iyileĢtirebilme 
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potansiyelinden dolayı Parkinson için değerli bir ilaç olma konumundadır. Fakat bu ilaca karĢı 

geliĢtirilen direnç ve motor komplikasyonları nedeniyle kullanımını karmaĢık hale 

getirmektedir ve her hasta aynı terapötik etkiyi elde edememektedir (Cools vd., 2003; 

Jamebozorgi vd., 2019; Peschanski vd., 1994; Pinna vd., 2014; Reichman, 2016). 

 

Yapılan tedavilerin yetersizliği, bilim insanlarını moleküler düzeyde çalıĢmaya itmektedir. PH 

hastalarının çoğu sporadiktir ve hastalığın etiyolojisi bilinmemektedir ve bu formlar genellikle 

genetik ve çevresel faktörlerin bir kombinasyonu tarafından oluĢmaktadır (Mastrangelo, 

2017).  

 

Parkinson hastalığının yanı sıra kanser hastalığında yaygın olarak kullanılan antineoplastik 

ajanların nörotoksik olabileceği ve sinir hasarı ile karakterize edilen; kemoterapinin neden 

olduğu periferik nöropatiye (CIPN) yol açabileceği bazı çalıĢmalarda gösterilmektedir (Holz, 

2016; Kannarkata, 2008; Shah vd., 2018). 

 

Kanser kemoterapisi, malign hücrelerin büyümesini ve çoğalmasını kontrol etmek için 

farmakolojik ajanların kullanımını ifade eder. Esas olarak çoğalan kanser hücrelerini hedef 

alan kemoterapötik ajanlar aynı zamanda sağlıklı nöronlar üzerinde de güçlü hedef dıĢı 

etkilere sahiptir; bu, kemoterapinin neden olduğu periferik nöropati olarak bilinen patolojik 

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

 

CIPN patogenezinin aksonopati (akson dejenerasyonu) ve nöropati (nöronal hücre ölümü) 

geliĢiminin yanı sıra mitokondri ve kalsiyum kanallarındaki iĢlev bozukluklarıyla iliĢkili 

olduğunu öne süren kanıtlar da birikmektedir (Berbusse vd., 2016; Canta vd., 2015; Cashman 

ve Hoke, 2015; Siau ve Bennett, 2006). CIPN prevalansı üzerine yakın zamanda yapılan bir 

meta-analiz çalıĢması, kemoterapi alan kanser hastalarının %68 kadarının CIPN geliĢtirdiğini 

ve hastaların yaklaĢık %30'unun kemoterapiyi bıraktıktan 6 ay veya daha uzun süre sonra hala 

CIPN yaĢadığını ortaya koymaktadır (Seretny vd., 2014) . 

 

Kemoterapiye bağlı periferal nöropati gibi rahatsızlıklar, kanser hastalarının yaĢamı tehdit 

eden hastalıklarına yönelik tedavilerden vazgeçmelerine neden olan önemli bir sorun olmaya 

devam etmektedir. Günümüzde CIPN'nin etkili bir tedavisi ya da önleyici bir yaklaĢımı 

bulunmamaktadır. CIPN, duyusal ve motor fonksiyonlarda kalıcı kayıplara yol açarak 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/anticarcinogen
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/anticarcinogen
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cancer-chemotherapy
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cancer-cell
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0969996119301470#bb0015
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hastaların günlük yaĢam aktivitelerini ve yaĢam kalitesini önemli ölçüde düĢürmektedir 

(Chine vd., 2019).  

 

2.2.  Isı ġok Proteinleri 

 

Canlı hücreler ve dokular, yaĢam döngüleri boyunca akut veya kronik stres koĢullarına sürekli 

olarak maruz kalmaktadır. Yüksek sıcaklık, ağır metaller, toksinler ve hipoksi gibi proteine 

zarar veren çevresel faktörlerin yanı sıra kanser, iskemi, enfeksiyonlar ve inflamasyon gibi 

patolojik durumlar, protein homeostazının (proteostaz) korunmasını sağlamak amacıyla 

hücresel stres tepkilerini tetiklemektedir. Bu tepkilerden biri, hücresel koruma 

mekanizmalarının önemli bir parçası olan ve ısı Ģoku proteinlerinin (HSP'ler) artan 

ekspresyonuyla karakterize edilen evrimsel olarak korunmuĢ ısı Ģoku yanıtıdır. HSP'lerin 

çoğu, protein agregasyonunun önlenmesi ve ubikuitin-proteazomal degradasyonun 

yönlendirilmesi için gerekli olan moleküler Ģaperonlar olarak iĢlev görmektedir (De Mai, 

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

 

Anormal protein katlanması, oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve apoptotik 

mekanizmaların tümü, zararlı moleküller üreterek nörodejenerasyona yol açan olaylar dizisini 

teĢvik edebilen nöroinflamatuar mekanizmalarla bağlantılı olarak nörodejeneratif hastalıkların 

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

 

HSP'lerin iĢlevsel yollarının engellenmesi, proteostazın bozulmasına yol açarak hücrelerde 

yanlıĢ katlanmıĢ ve agregat oluĢturmuĢ proteinlerin birikmesine neden olur. Bu durum, 

nörodejeneratif hastalıkların göstergesi olan inklüzyonların oluĢumuyla iliĢkilendirilmiĢtir 

(Gidalevitz vd., 2010; Neef vd., 2011). Öte yandan, yapısal olarak yüksek HSP seviyeleri, 

tümör oluĢumunda görülen düzensiz hücre proliferasyonu ve baskılanmıĢ hücre ölümünü 

destekleyen bir mekanizma olarak da değerlendirilmektedir (Dai vd., 2007; Scherz-Shouval 

vd., 2014). 

 

Alzheimer, Parkinson, amyotrofik lateral skleroz ve poliglutamin hastalıkları (örneğin, 

Huntington hastalığı) gibi çeĢitli nörodejeneratif hastalıkların ortak bir özelliği, beyinde yanlıĢ 

katlanmıĢ proteinlerin birikimidir. Bu nedenle birçok çalıĢma HSP'lerin nöroprotektif rolüne 

odaklanmıĢtır.  

https://www.cell.com/iscience/fulltext/S2589-0042(21)00919-6?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2589004221009196%3Fshowall%3Dtrue#bib53
https://www.cell.com/iscience/fulltext/S2589-0042(21)00919-6?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2589004221009196%3Fshowall%3Dtrue#bib57
https://www.cell.com/iscience/fulltext/S2589-0042(21)00919-6?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2589004221009196%3Fshowall%3Dtrue#bib21
https://www.cell.com/iscience/fulltext/S2589-0042(21)00919-6?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2589004221009196%3Fshowall%3Dtrue#bib37
https://www.cell.com/iscience/fulltext/S2589-0042(21)00919-6?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2589004221009196%3Fshowall%3Dtrue#bib16
https://www.cell.com/iscience/fulltext/S2589-0042(21)00919-6?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2589004221009196%3Fshowall%3Dtrue#bib47
https://www.cell.com/iscience/fulltext/S2589-0042(21)00919-6?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2589004221009196%3Fshowall%3Dtrue#bib47
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PH, toksik protein agregatlarının oluĢumu ve birikimi ile iliĢkilendirildiğinden, moleküler 

Ģaperonların bu agregatları çözme yetenekleri sayesinde nöronları dejeneratif süreçlerden 

koruyabileceği öne sürülmektedir (Soto ve Pritzkow, 2018). Bu bağlamda, moleküler 

ağırlıkları 10-150 kDa arasında değiĢen ve çeĢitli alt gruplara ayrılan ısı Ģok proteinleri, 

özellikle küçük ısı Ģok proteinleri (sHSP'ler) (HSP27), HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 ve 

büyük HSP'ler (HSP110 ve GRP170) gibi Ģaperon protein aileleri, bu koruyucu 

mekanizmalarda önemli bir rol oynamaktadır (Johnston vd., 2018).  

 

2.2.1. HSP27 ve Parkinson hastalığındaki yeri 

 

HSP27 (HSPB1 olarak da adlandırılır), küçük ısı Ģok proteinleri ailesinin bir üyesidir. Bu 

proteinler, yanlıĢ katlanmıĢ veya kısmen katlanmıĢ proteinlerle etkileĢim kurarak bunların 

agregat oluĢturmasını engeller ve stabilizasyonlarını sağlar. sHSP'ler yapısal olarak ifade 

edilir ve özellikle yüksek sıcaklık gibi stres koĢullarında ekspresyon seviyeleri artmaktadır. 

ĠĢlevlerini yerine getirmek için ATP'ye ihtiyaç duymamaları, düĢük enerjili hücresel stres 

ortamlarında etkili bir Ģekilde çalıĢabilmelerine olanak tanımaktadır (Treweek vd., 2015). 

 

HSP27, fizyolojik koĢullarda çeĢitli hücre türlerinde yapısal olarak ifade edilir ve stres 

koĢullarında ekspresyon seviyesinin artmasıyla hücre içi protein konformasyonunun 

korunmasına ve protein fonksiyonlarının stabilizasyonuna katkı sağlar. Ayrıca, HSP27'nin 

hücre proliferasyonu, hücre döngüsünün düzenlenmesi, apoptoz, otofaji ve fibrozis gibi sinyal 

iletim süreçlerinde de rol oynadığı bilinmektedir (Alexander vd., 2022; Holguin vd.,2022; 

Yang vd., 2021). 
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ġekil 2.1. HSP27/HSPB1 protein yapısı 

(RSCB, PDB, https://www.sinobiological.com/resource/hsp27-hspb1/proteins ). 

 

Son yıllarda kapsamlı bir Ģekilde incelenen HSP27'nin hücre içi redoks homeostazisini 

düzenlediği ve lipid peroksidasyonuna (LPO) ve protein oksidasyonuna karĢı koruma 

sağlayarak oksidatif hasara karĢı hücresel direnci arttırdığı gösterilmiĢtir (Martínez-Laorden, 

2020). 

 

HSP27, yapılan bir çalıĢmayla Lewy cisimciklerinin birikintilerinde tespit edilmiĢtir (McLean 

vd., 2002). In vitro bir çalıĢmada ise, HSP27'nin α-syn‟in amiloid fibril oluĢumunu inhibe 

ettiği bildirilmiĢtir (Cox vd., 2016). Ayrıca HSP27, yaĢa bağlı olarak biriken ve polimerize 

olan oksitlenmiĢ dopaminin birincil depolama alanları olan, Substantia Nigra‟daki 

nöromelanin granüllerinin bileĢenlerinden biridir. Bu veriler göz önüne alındığında, HSP27, 

Parkinson hastalığının patofizyolojisinde özellikle etkilenen dopaminerjik nöronlarda mevcut 

olduğundan, potansiyel tedavi hedefleri arasında yer almaktadır (Stefani ve Dobson, 2003). 

 

Hücre içindeki protein agregasyonunun, proteostatik dengesizliklere karĢı ilk savunma 

mekanizması olarak αBc ve HSP27 gibi sHSP'ler tarafından hafifletildiği bildirilmektedir 

(Dai vd., 2007). HSP27'nin, Parkinson hastalarına ait beyin dokularındaki Lewy 

cisimciklerinde α-syn ile birlikte çökelti oluĢturduğu bilinmektedir. α-syn birikiminin hücre 

tabanlı bir modelinde, bu model kullanılarak sHSP'ler olan HSP27 ve αBc'nin, α-syn'in 

hücrelerde kalıntı olarak birikmesini engellediği rapor edilmiĢtir (Cox ve Ecroyd, 2017). 

https://www.sinobiological.com/resource/hsp27-hspb1/proteins
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Bireysel HSP'lerin koruyucu etkileri üzerine yapılan çalıĢmalarda çoğunlukla ana uyarılabilir 

ısı Ģoku proteini HSP70'ye odaklanılsa da, mevcut kanıtlar, küçük ısı Ģoku proteini HSP27'nin 

sinir sisteminde daha güçlü bir koruyucu etkiye sahip olabileceğini göstermektedir. Bu 

bağlamda, örneğin kültürlenmiĢ nöronlarda HSP70'in aĢırı ekspresyonu, termal veya iskemik 

strese karĢı koruma sağlarken, diğer bazı stres uyaranlarına karĢı koruma sağlamamaktadır. 

Diğer taraftan, HSP27'nin aĢırı ekspresyonu, pek çok stres faktörüne karĢı etkili bir koruma 

sunmaktadır. Benzer Ģekilde, HSP70'i aĢırı eksprese eden transgenik hayvanlar kalp 

iskemisine karĢı korunmuĢ olsa da, serebral iskemi ve sinir sistemi üzerindeki diğer streslere 

karĢı daha az koruma gösterdiği rapor edilmiĢtir. Buna karĢın, HSP27'yi aĢırı ekspresyon 

gösteren transgenik hayvanlar, kalp iskemisine karĢı koruma sağlamakla kalmayıp, aynı 

zamanda nörolojik koruma da sergilemiĢlerdir (Duffy ve Boucher, 2015; Latchman, 2005). 

 

2.3.  Ferroptozis 

 

Hücre ölümü, temel bir patofizyolojik süreç olmanın yanı sıra, normal yaĢam ve geliĢim 

süreçlerinde de hücresel homeostazı korumada önemli bir rol oynamaktadır. Hücre ölümü, iki 

ana modelde incelenebilir: kazara hücre ölümü (accidental cell death; ACD) ve düzenlenmiĢ 

hücre ölümü (regulated cell death; RCD) (Han vd., 2020). ACD, hücrelerin kimyasal, fiziksel 

veya mekanik streslere maruz kaldığında ani ve yıkıcı bir Ģekilde ölmesiyle karakterizedir. 

Buna karĢın RCD, özel bir moleküler mekanizmaya dayanan ve genetik ya da farmakolojik 

müdahalelerle modüle edilebilen, hızlandırılabilen veya geciktirilebilen bir hücre ölümü 

sürecidir (Galluzzi vd., 2018).  

 

Hücre ölümünün ilk sınıflandırması 1970‟lere dayanmaktadır. Hücre ölümünün 3 ana türü 

kapsadığı belirtilmiĢtir. Bunlar; apoptoz, nekroz ve otofajidir (Schweichel ve Merker, 1973). 

 

Apoptoz, hücre dıĢı veya hücre içi mikro ortamın bozulmasıyla baĢlatılan düzenlenmiĢ hücre 

ölümü türüdür. En iyi tanımlanmıĢ hücre ölüm mekanizmalarından biri olan apoptozda 

hücrelerin kontrollü bir Ģekilde ölmesiyle çevre dokulara zarar verilmez. Bu mekanizma da rol 

BCL-2 protein ailesi ve Kaspaz enzimleri önemli rolleri alan proteinlerdir (Han vd., 2020; 

Hao vd., 2018; Li vd., 2020; Tang vd., 2019). 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725823000372#bb0905
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725823000372#bb0430
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725823000372#bb0435
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725823000372#bb0630
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725823000372#bb1050
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Nekroz, kazara hücre ölümü olarak da tanımlanırken apoptazdan farklı olarak dokulardan 

inflamasyona neden olabilir ve kaspaz bağımsızdır. Rol alan proteinler, RIPK1 ve RIPK3 

(Reseptör etkileĢimli protein kinazları) ve MLKL (KarıĢık soy kinaz alanı benzeri protein). 

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

 

Otofaji, vücudun hasarlı hücreleri temizleyerek daha yeni ve sağlıklı hücreler oluĢturduğu 

doğal ve biyolojik bir süreçtir. Rol alan proteinler; Beclin-1 ve LC3 (Mikrotübül iliĢkili 

protein 1A/1B-hafif zincir 3) (Latunde-Dada, 2017; Li vd., 2020; Park ve Chung, 2019). 

 

Nörodejeneratif hastalıklar ve kanser gibi durumlarda önemli bir rol oynayan ferroptozis, 

demir bağımlı, lipid peroksidasyonu ile tetiklenen bir hücre ölümü Ģeklidir. Rol oynayan 

proteinler, glutatyon peroksidaz 4 (GPx4), lipid peroksidasyon ürünleri (örn. malondialdehit 

ve 4-HNE) (Han vd., 2020; Li vd., 2020). 

 

Ferroptozis, apoptotik olmayan bir hücre ölümü biçimi olarak, ilk kez Dixon ve arkadaĢları 

tarafından keĢfedilmiĢtir. Ferroptozis, hücre içi demir depolarına bağlı olarak meydana 

gelirken, diğer metallere bağlı değildir. Morfolojik, biyokimyasal ve genetik açıdan apoptoz, 

nekroz ve otofaji ile farklılık gösteren ferroptozisin karakteristik mekanizmaları, demir ve 

reaktif oksijen türleri (ROS), lipid peroksidasyonunun (LPO) birikimi, indirgenmiĢ glutatyon 

(GSH) tükenmesi ve sistein/glutamat taĢıma süreçlerini içermektedir (Dixon vd., 2012; Jiang 

vd., 2021; Yan vd., 2021).  

 

Ferroptozis, son zamanlarda kanserle iliĢkili bir hücre ölümü süreci olarak tanımlanmıĢ 

olmakla birlikte, mevcut çalıĢmalarda ferroptozisin dopaminerjik nöronlar için de önemli bir 

hücre ölüm yolu olduğu gösterilmiĢtir (Costa vd., 2023; Do Van vd., 2016; Green, 2019; 

Luoqian vd., 2022; Wang vd., 2022).  

 

PH'nın patolojik belirteçlerinden biride etkilenen nöronlarda anormal demir birikimidir. 

Demir, DNA sentezi, mitokondriyal solunum ve oksijen taĢınması dahil olmak üzere çeĢitli 

fizyolojik iĢlevlerde hayati bir rol oynar. Nöronal olarak demir, miyelinleĢme ve 

nörotransmisyonda rol oynar ve beyindeki en bol bulunan metaldir. Ayrıca demir, dopamin 

biyosentezinde önemli bir enzim olan tirozin hidroksilaz (TH) için bir kofaktör görevi 

gördüğü yapılan çalıĢmalarla vurgulanmaktadır. Demir bu eylemlerde fizyolojik olarak 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725823000372#bb0370
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725823000372#bb0630
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725823000372#bb0605
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725823000372#bb0630
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725823000372#bb0805
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725823000372#bb0430
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725823000372#bb0630
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önemli olsa da, aĢırı miktarda bulunması oksidatif stres yoluyla toksik etkiler 

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

 

Nörodejeneratif hastalık bağlamında, nöronlarda sıklıkla azalmıĢ glutatyon, yüksek hücresel 

demir ve artmıĢ lipid peroksidasyonu gözlenmektedir (Do Van vd., 2016; Yoo vd., 2010). 

Beyinde demir birikmesi, GSH tükenmesi ve lipid peroksidasyonu gibi durumların görünmesi 

nörodejeneratif hastalıklarda ferroptozun da dahil olduğunu düĢündürmektedir (Reichert vd., 

2020).  

 

2.4. HSP27 Ġnhibitörü J2 Molekülü 

 

Kanser tedavisinde kemoterapi ve radyasyon tedavisinin etkinliğini artırma potansiyeli 

nedeniyle klinik öncesi araĢtırmalarda incelenen J2 (C13H12O4S) molekülü, bir HSP27 

inhibitörüdür. Yapılan çalıĢmalar, J2'nin HSP27'nin dimerizasyonunu değiĢtirerek büyük 

polimerlerin oluĢumunu engellediğini ve bu yolla HSP27'nin Ģaperon aktivitesini bozduğunu 

göstermektedir (Choi vd., 2017; Hwang vd., 2017). Bu inhibisyon, kanser hücrelerinde 

apoptozun indüklenmesine ve hücresel stresin artmasına yol açmaktadır (Karademir ve Özgür, 

2023). 

 

Nörodejeneratif rahatsızlıklarda HSP‟lerin aktivitelerinin önemi sıkça vurgulanmaktadır. Son 

çalıĢmalar diğer HSP‟lere göre HSP27'nin sinir sisteminde daha güçlü bir koruyucu etkiye 

sahip olabileceğini vurgulamaktadır (Latchman, 2005). Mevcut literatürde, J2 molekülünün 

SH-SY5Y hücreleri veya Parkinson hastalığı modellenmiĢ hücreleri üzerinde doğrudan 

spesifik çalıĢmalara rastlanmamıĢtır. HSP27 inhibitörü J2'nin HSP27‟yi baskılaması 

sonucunda nöronal hücreler üzerindeki etkilerinin incelenmesine yönelik çalıĢmalar 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Rotenonun hücreler üzerinde yarattığı tahrip de değerlendirilerek; mitokondriyal 

disfonksiyon, Fe²⁺ birikimi ve ferroptozis mekanizmasının SH-SY5Y hücre hattında ve 

Parkinson hastalığı modelinde nasıl bir iliĢki içinde olduğu incelenmiĢtir. Fe²⁺ seviyelerindeki 

artıĢ ve GPx4 düzeylerindeki azalma, ferroptozis mekanizmasının nöronal hücrelerde hücre 

ölümünü tetiklediğini göstermektedir. Ayrıca, HSP27 inhibisyonunun bu sürece etkisini 

değerlendirmek amacıyla J2 molekülü ile gerçekleĢtirilen deneylerde ferroptozisin daha da 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725823000372#bb0865
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725823000372#bb0865
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arttığı gözlemlenmiĢtir. Elde edilen bulgular, ferroptozis mekanizmasının Parkinson 

hastalığında önemli bir rol oynayabileceğini ve HSP27‟nin bu süreçte koruyucu bir etkiye 

sahip olabileceğini düĢündürmektedir. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

Tez kapsamında yapılan tüm deneyler Erzincan Binali Yıldırım Üniversitesi/Fen Edeb yat 

Fakültes /B yoloj  Bölümü/Moleküler B yoloj  AraĢtırma Laboratuvarı, Erz ncan B nal  

Yıldırım Ün vers tes /Mühend sl k Fakültes /Gıda Mühendisliği Bölümü/Gıda Biyoteknolojisi 

Laboratuvarında ve Erzincan Binali Yıldırım Üniversitesi/Temel B l mler Uygulama ve 

AraĢtırma Merkez nde gerçekleĢt r lm Ģt r. 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. Plazmid 

 

Ġnsan HSP27 gen dizisi (NM_001540), plazmid vektör pET-22b(+)‟e klonlanmıĢ bir Ģekilde 

liyofilize olarak Biomatik'ten (Ontario, Kanada) temin edilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 3.1. pET-22b(+) „de HSP27 ekspresyon vektörünün Ģematik gösterimi 
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3.1.2. M kroorgan zma SuĢları ve Bes yerler   

 

Plazmid amplifikasyonu ve rekombinant HSP27‟nin ekspresyonunda, Escherichia coli XL1-

Blue ve BL21(DE3) suĢları kullanılmıĢtır. %0,5 maya ekstraktı, %1 NaCl ve %1 pepton 

içeren LB besiyerine ilave olarak seçilim sağlamak amacıyla ampisilin antibiyotiği eklenerek 

bir kültür ortamı hazırlanmıĢtır. Klonlama iĢlemi sonrasında pozitif E.coli BL21(DE3) hücre 

transformantlarının seçimi, ampisilin içeren LB agar besiyeri kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.1.3. Plazmid Transformasyonu ve Restiriksiyon Enzimleri 

 

HSP27 genini içeren plazmid, E.coli XL1-Blue ve BL21(DE3) suĢlarına aktarılmıĢtır. XL1-

Blue yüksek verimli plazmid replikasyonu için kullanılırken, BL21(DE3) suĢu rekombinant 

protein üretimi için kullanılmıĢtır. Transformasyon sonrası plazmidin doğruluğunu teyit 

etmek amacıyla, plazmid DNA'sı ApaI ve XhoI restriksiyon enzimleri kullanılarak kesim 

analizi yapılmıĢtır. Elde edilen bant profilleri, hedef genin doğru bir Ģekilde aktarıldığını ve 

plazmidin öngörülen Ģekilde yapılandırıldığını göstermiĢtir.  

 

3.1.4. Hücre Hatları ve J2 molekülü 

 

SH-SY5Y hücre hattı ATCC‟den ticari olarak satın alınarak temin edilmiĢtir. J2 bileĢiği 

ProbeChem Biochemicals Co. Ltd. (ġanghay, Çin) firmasından temin edilmiĢtir. 

 

3.1.5. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

3.1.5.1. Çözelt ler ve tamponlar  ç n kullanılan k myasal maddeler  

 

Çözelt ler n ve bes yerler n n hazırlanmasında kullanılan kimyasallar Sigma-Aldrich (ABD), 

ve Merck (Almanya) firmalarından tedarik edilmiĢtir.  
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3.1.5.2. Hücre kültürü deneylerinde ve biyokimyasal analizlerde kullanılan kimyasal 

maddeler 

 

Aquaguard-1       : Vivacell Bioscience  

Aquaguard-2       : Vivacell Bioscience  

BAX ELISA kit                : Cusabio  

BCL-2 ELISA kit      : Cusabio  

CASP3 ELISA kit       : Cusabio  

cDNA sentez kiti     : iScript™ cDNA Kit, Biorad 

Cell Proliferation Kit (MTT)   : Biological Industries  

Demir Ölçüm Kiti                                   : Iron Osr 6186, Osr 6286, Beckman Coulter 

Dulbecco‟s Phosphate Buffered Saline  : Biowest  

Dulbeco‟s Modified Eagle‟s Medium  : Serana  

ECL subsrast                                          : Clarity Western ECL Substrat, 500 mL, BioRad 

Fetal Bovine Serum     : Biological Industries  

Jel hazırlama kiti                                    : TGX™ FastCast™ Acrylamide Kit, 12%, BioRad 

L-Glutamin      : Serena  

Penisilin-Streptomisin             : HyClone 

Protein ekstraksiyon kiti                          : M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent 

Protein inhibitör mix M                           : Serva 39102.01 

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

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

TAS Assay Kiti              : Rel Assay Diagnostics 

TOS Assay Kiti              : Rel Assay Diagnostics 

Tripsin-EDTA               : Serana  

 

3.1.6. Yararlanılan alet ve cihazlar 

 

Biyogüvenlik kabin    : Bil-ser B2 Class II,  

Buz makinesi    : Scotsman AF-20 

Buzdolapları    : Arçelik 

CO2 inkübatörü     : Nüve EC 160  

Çalkalamalı inkübatör                : ISS-7200 Incubated Shaker 
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Demir Ölçüm Cihazı                      : Beckman Coulter AU5800 

Derin dondurucu (-30 °C)  : Hairer 

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

Elektroporasyon Cihazı          : BioRAD Gene Pulser Xcell 

ELISA okuyucu    : Epoch, Biotek  

ELISA yıkayıcı                              : ELx50, BioTek 

Güç kaynağı    : Thermo EC 300 XL  

Hassas terazi    : Shimadzu ATX 120 

Inverted Mikroskop    : Nikon Eclipse Ti2-U Inverted  

IĢık mikroskobu    : Leica DM 4000B 

Jel görüntüleme cihazı                   : ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad) 

Lüminometre                                 :Biofix lumi-10 Macherey–Nagel 

Magnetik karıĢtırıcı   : Heidolph MR Hei-Standart  

Mikrodalga fırın            : Arzum 

Otoklav             : Zealway GR110DR 

Otomatik pipet    : Eppendorf Research Plus  

PCR cihazı     : Bio-Rad C1000 Touch 

pH metre     : Radiometer meterlab PHM 210 

DNA/RNA tayin cihazı   : Qubit 4 Fluorometer 

Real-time PCR cihazı   : Qiagen Rotor Gene 6flex    

Saf su cihazı    : Nüve 

Santrifüj      : Hettich Santrifüj 220, Hettich Santrifüj 220R, Beckman 

Coulter Allegra X-30R Santrifüj 

Soğutmalı santrifüj    : Beckman Coulter Allegra X-30R  

Spektrofotometre    : Spektronic 20 Genesis 

Su banyosu             : Memmert  

ġarjlı otomatik pipet            : Isolab  

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

Vorteks              : Heidolph Reaxtop  

Vorteks     : Heidolph Reaxtop 

Yatay Elektroforez tankı  : Thermo Owl Easycast B2-BP 
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3.1.7. Kullanılan kimyasal çözeltiler 

 

10X TBE (Tris-Borat-EDTA) tamponu: 10x TBE  çin 54 g Tris, ve 27,5 g borik asit 600 mL 

d st le su  le çözülmüĢ ve saf HCL  le pH= 8,0‟a ayarlandıktan sonra 40 mL EDTA eklenmiĢ 

ve toplam hacim distile su ile 1000 mL‟ye tamamlanmıĢtır.  

 

10x TG tamponu: 250 mM Tris+1900 mM glisin içermektedir. 1 L için; 30,3 g tris-base ve 

144 g glisin tartılarak hazırlanan tampon otoklavnarak steril hale getirilmiĢtir.  

 

%10 SDS çözeltisi için 25 g sodyum dodesil sülfat tartılarak, 200 mL saf suda çözüldükten 

sonra 250 mL‟ye tamamlanarak %10‟luk bir çözelti hazırlanmıĢtır. 

 

TGM (Tris-Glisin-Methanol) tamponu; 25 µM Tris, 190/192 mM Glisin, %20 metanol 

içermektedir. 250 mL için; 25 mL 10x TG, 175 mL ddH2O ve 50 mL metanol eklenerek +4°C 

de muhafaza edilmiĢtir. 

 

TGS (Tris-Glisin-SDS) yürütme tamponu; 10x TG tamponu 1x olacak Ģekilde kullanılmıĢtır. 2 

kaset için hazırlanan yürütme tampon içeriği 7mL SDS+70 mL 10x TG karıĢtırılarak distile 

su ile 700 mL‟ye tamamlamıĢtır. 

 

TBS (Tris-Buffered Saline) tamponu; 20 mM Tris base (pH=7,5), 150 mM NaCl içermektedir. 

500 mL için; 1 M Tris stoktan (pH=8) 10 mL+1 M NaCl stoktan 75 mL eklenerek 

karıĢtırıldıktan sonra pH 7,5‟e sabitlenmiĢtir.  

 

TBST tamponu; 250 mL TBS + 250 µL Tween 20 eklenerek hazırlanmıĢtır.  

 

Blocking solüsyonu; %1‟5‟lik BSA (bovine serum albumin) kullanılmıĢtır. 0,75 g BSA 

tartıldıktan sonra 50 mL TBST içinde çözündürülmüĢ ve 0,22 µm por çapına sahip PES 

filtreden geçirilerek kullanılmıĢtır. 
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3.2.  Yöntem 

 

3.2.1. Hücre Kültürü Deneyleri ve Biyokimyasal Analizler 

 

3.2.1.1. Hücre kültürü koĢulları 

 

SH-SY5Y nöroblastoma hücre hattı, %10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 Penisilin-Streptomisin 

(PenStrep) içeren DMEM ortamında kültüre edilmiĢtir. Hücrelerin 37°C'de, %5 CO2 içeren 

steril atmosfer koĢullarında inkübasyonu sağlanmıĢtır. Karbondioksit inkübatöründe, 

inkübasyon ortamının %95 nem seviyesinde sabit kalması ve kontaminasyonun önlenmesi 

amacıyla, 1 L otoklavlanmıĢ saf suya %1 oranında aquaguard-1 eklenmiĢtir. Hücre kültürü 

iĢlemleri laminar akıĢ kabini içinde gerçekleĢtirilmiĢ olup, her iĢlem öncesi ve sonrasında 

kabin, UV ıĢınlarıyla sterilize edilmiĢ ve %70'lik etanol ile temizlenmiĢtir. 

 

3.2.1.2. Hücre kültürünün pasajlanması  

 

Ġnkübasyon sürecinde, SH-SY5Y hücre kültürünün geliĢimi günlük olarak izlenmiĢ ve 

besiyeri her gün yenilenmiĢtir. Hücrelerin yoğunluğu, T-flask yüzeyinin yaklaĢık %90'ını 

kaplayana kadar besiyeri değiĢim iĢlemleri devam etmiĢtir. SH-SY5Y hücre hattının T-

flask'ın 75 cm²'lik yüzeyinin %90'ını doldurması genellikle 2 ila 3 gün sürmektedir. Hücreler, 

invert mikroskop ile yeterli yoğunluğa ulaĢtığında, steril çalıĢma ortamında pasajlama iĢlemi 

yapılmıĢtır. T-flask içerisindeki besiyeri uzaklaĢtırıldıktan sonra, hücreler 37°C'de 4 mL 

DPBS ile yıkanarak ölü hücrelerden temizlenmiĢtir. Hücrelerin yüzeyden ayrılması için 6 

mL %0,25 Tripsin-%0,02 EDTA solüsyonu eklenmiĢ ve yaklaĢık 5-6 dk inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyon süresi sonunda hücrelerin yüzeyden tamamen ayrıldığı invert mikroskop ile 

kontrol edilmiĢ ve ardından tripsin etkisini nötralize etmek amacıyla hücrelerin üzerine %1 L-

glutamin, %1 PenStrep ve %10 FBS içeren 25 mL DMEM besiyeri eklenmiĢtir.  

 

Daha sonra hücre kültürü, 50 mL'lik steril falkon tüplere transfer edilmiĢ ve 800 xg hızında 7 

dk süreyle santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj iĢleminden sonra oluĢan süpernatant 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Hücre pelletinin üzerine %1 L-glutamin, %1 PenStrep ve %10 FBS içeren 

12 mL DMEM eklenmiĢ ve otomatik pipet kullanılarak hücreler tamamen homojen hale 

gelinceye kadar pipetaj yapılmıĢtır. Hücre yoğunluğuna bağlı olarak, hücreler 2 veya 3 T-
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flaska aktarılmıĢtır. Ġnoküle edilen hücrelerin besiyerleri, %1 L-glutamin, %1 PenStrep 

ve %10 FBS içeren DMEM ile 10 mL'ye tamamlanmıĢ ve pasajlanan hücre kültürleri, aynı 

inkübasyon koĢullarında karbondioksit inkübatörüne yerleĢtirilerek inkübasyona devam 

edilmiĢtir. 

 

3.2.1.3. Hücre kültürünün stoklanması 

 

SH-SY5Y hücreleri, ilk kültivasyonlarından sonra düzenli olarak pasajlanarak çoğaltılmıĢ ve 

uzun süreli saklama amacıyla sıvı azot tankında dondurulmuĢtur. Hücre dondurma iĢlemi 

sırasında, hücreler T-flasklarda pasajlanmıĢ ve ardından 800 xg‟de 7 dk santrifüj edilerek 

süpernatant uzaklaĢtırılmıĢtır. Her bir kriyo tüpü için, aseptik koĢullarda 900 μL FBS ve 100 

μL DMSO karıĢımı hazırlanmıĢ ve bu hücre dondurma süspansiyonu hücre pelletinin üzerine 

eklenmiĢtir. Hücreler pipetleme iĢlemiyle homojen hale getirildikten sonra, 2 mL'lik kriyo 

tüplerine aktarılmıĢ ve hızla sıvı azot tankına yerleĢtirilmiĢtir. 

 

3.2.1.4. Dondurulan hücrelerin çözündürülmesi 

 

Tez çalıĢmaları kapsamında stoklanan hücreler, ihtiyaç duyulduğunda çözündürülerek 

deneylere devam edilmiĢtir. DondurulmuĢ hücreler, 37°C'de su banyosunda kısa süre inkübe 

edilerek çözülmüĢtür. Aseptik koĢullar altında falkon tüpe aktarılan hücreler, 37°C'de ısıtılmıĢ 

30 mL DMEM'e eklenmiĢ ve DMSO'nun olası toksik etkileri ortadan kaldırılmıĢtır. Hücreler, 

800 xg hızında 7 dk santrifüj edildikten sonra süpernatant uzaklaĢtırılmıĢtır. Hücre 

pelletine %1 L-glutamin, %1 PenStrep ve %10 FBS içeren 10 mL DMEM eklenerek 

pipetleme ile homojenize edilmiĢtir. Hazırlanan hücre kültürleri, aynı koĢullarında yeniden 

inkübasyona alınmıĢtır. 

 

3.2.1.5. Hücre sayımı 

 

Ġnkübasyona bırakılan hücreler yeterli yoğunluğa ulaĢtığında, besiyeri uzaklaĢtırılarak 

hücreler 37°C'de 4 mL DPBS ile yıkanmıĢtır. Hücrelerin TC-treated yüzeyden ayrılması 

amacıyla, 6 mL %0,25 Tripsin-%0,02 EDTA solüsyonu uygulanmıĢ ve ardından hücre 

süspansiyonuna 37°C'de ısıtılmıĢ DMEM eklenmiĢtir.  
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Hücreler, steril falkon tüplere aktarılmıĢ ve santrifüj iĢleminden sonra süpernatant 

uzaklaĢtırılmıĢtır. OluĢan hücre pelletine 5 mL DMEM eklenerek pipetle homojenize 

edilmiĢtir. Hücre sayımı, 10 μL hücre süspansiyonu thoma lamına alınarak gerçekleĢtirilmiĢ; 

hücre sayısı, DMEM hacmi ve thoma lamındaki sıvı hacminin 1 mL'nin dörtte biri olduğu 

dikkate alınarak hesaplanmıĢtır. 

 

3.2.1.6. Sitotoksisite çalıĢmaları 

 

3.2.1.6.1. Rotenon ve J2 molekülünün hazırlanması 

 

SH-SY5Y nöroblastoma hücre hattında Parkinson hastalığı modeli oluĢturmak amacıyla 

rotenon kullanılmıĢtır. Literatürdeki bilgilere dayanarak ana stok çözeltisi 0,1 M olarak 

hazırlanmıĢtır. Molekül ağırlığı 394,41 g/mol olan rotenondan 0,039 g tartılmıĢ ve 1 mL 

DMSO içinde çözülmesi sağlanmıĢtır. 

 

1 mg olan HSP27 inhibitörü J2 molekülü (Cat No: PC-63191) üzerine 378 µL DMSO 

eklenerek 0,01 M ana stok çözeltisi elde edilmiĢtir. 

 

3.2.1.6.2. Hücre canlılık testi 

 

SH-SY5Y nöroblastoma hücreleri, her bir kuyucukta 200 µL besiyeri içinde 5x10⁴ hücre 

olacak Ģekilde 96 kuyucuklu TC-treated plaklara inoküle edilmiĢtir. Hücreler, 37°C'de %5 

CO2 ve %95 nem koĢullarında gece boyunca inkübe edilmiĢtir.  

 

Parkinson modeli oluĢturmak amacıyla her bir kuyucuğa 0,1 mM rotenon eklenmiĢ ve 

hücreler 12 saat boyunca bu koĢullarda inkübe edilmiĢtir. J2 molekülünün zaman ve 

konsantrasyona bağlı sitotoksik etkilerini incelemek için, 12, 24 ve 48 saatlik sürelerde farklı 

konsantrasyonlar (200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39, 0,195 ve 0,0975 µM) 

kullanılarak 3 tekrarlı deneyler gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Ġlk grup, yalnızca SH-SY5Y hücre hattı olup, bu gruba J2'nin farklı konsantrasyonları 

uygulanmıĢtır. Ġkinci grup ise rotenon kullanılarak SH-SY5Y hücre hattından oluĢturulan 

Parkinson modeli olup, bu gruba J2'nin farklı konsantrasyonları uygulanmıĢtır. Belirlenen 
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zaman aralıklarının sonunda, hücre canlılığını ölçmek amacıyla her kuyucuğa 100 µL MTT 

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) reaktifi eklenmiĢ ve 

hücreler 2,5 saat inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrasında protokole uygun Ģekilde MTT 

solvent eklenmiĢ ve absorbans değerleri, hücre canlılık yüzdelerini hesaplamak amacıyla 570 

nm'de ELISA mikroplate okuyucusu ile ölçülmüĢtür. 

 

   

ġekil 3.2. SH-SY5Y hücre hattı ve Rotenon ile indüklenen Parkinson modellemesi 

 

IC50 değerleri, AA Bioquest IC50 hesaplama aracı (https://www.aatbio.com/tools/ic50-

calculator) kullanılarak hesaplanmıĢtır. IC50 değeri, 24 saatlik inkübasyon süresi için 0,12 µM 

olarak belirlenmiĢ ve bu değerin alt ve üst konsantrasyon değerleri de analizlere dahil 

edilmiĢtir. Sonra ki tüm hücre kültürü deneyleri, Tablo 1'de belirtilen deney setindeki madde 

ve konsantrasyonlar kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Tablo 1. Deney seti kodları 

Kodlar Uygulanan Madde 

Negatif Kontrol (-K) Sadece besiyeri 

NK-1  0,06 µM J2 

NK-2 0,12 µM J2 

NK-3 0,24 µM J2 

Pozitif Kontrol (+K) Rotenon içeren besiyeri (10 mM) 

PK-1 Rotenon + 0,06 µM J2 

PK-2 Rotenon + 0,12 µM J2 

PK-3 Rotenon + 0,24 µM J2 

 

https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator
https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator
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3.2.1.7. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi 

 

SH-SY5Y nöroblastoma hücre hattı ve Parkinson modeli oluĢturulmuĢ hücre hattı üzerinde 

test edilen J2 molekülünün her bir konsantrasyonu için belirlenen genlerin ekspresyonunu 

moleküler düzeyde değerlendirmek amacıyla, her gruptaki hücrelerin RNA‟ları saflaĢtırılarak 

biyokimyasal analizler gerçekleĢtirilmiĢtir. Deney setindeki 8 farklı grup için aseptik 

koĢullarda TC-treated petrilerde 10 mL‟de yaklaĢık 1x10⁶ hücre içerecek Ģekilde gece 

boyunca inokülasyon yapılmıĢ; daha önce açıklanan deney grupları oluĢturulmuĢtur.. 24 saat 

sonra, Qiagen RNeasy Mini Kit (50) protokolü kullanılarak toplam RNA saflaĢtırma iĢlemleri 

aĢağıda belirtilen adımlara uygun olarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

 Petrilerden alınan süpernatant, falkonlarda 10 dk boyunca 8000 xg‟de santrifüj 

edilerek süpernatant uzaklaĢtırılmıĢ ve hücre peleti elde edilmiĢtir. Peleti içeren 

falkonlar, buza gömülmüĢtür. 

 Buzun üzerindeki petrilerin üzerine 1 mL Qiagen RNAprotect Tissue Reagent 

eklenmiĢ ve 15 saat 4 °C‟de penentrasyon için buz dolabında inkübe edilmesinin 

ardından kazıma iĢlemi yapılarak ilk santrifüj iĢleminin üzerine eklenip pipetle 

homojenize edilmiĢtir. 

 Her örnek, 2 mL‟lik ependorf tüplerine alınmıĢ ve 8000 xg‟de 5 dk santrifüj edilerek 

süpernatant uzaklaĢtırılmıĢtır. 

 Hücreler 1,5 mL PBS ile yıkanmıĢ ve ardından santrifüj edilerek süpernatant atılmıĢtır. 

 Her bir gruba hazırlanan RLT buffer karıĢımından (3000 µL RLT+30 µL β-

merkaptoetanol) 350 µL eklenerek, 2 kez 1 dk vortekslenmiĢtir. 

 Kitin içeriğinde bulunan QIAshredder tüplerine eklenen her örnek, maksimum hızda 2 

dk santrifüj edilmiĢtir. 

 Soğuk, %70‟lik hazırlanan etanol ile 350 µL (1:1 oranında) eklenerek pipetleme iĢlemi 

yapılmıĢtır. 

 Hazırlanan her örnek, RNeasy kolona aktarılmıĢ ve 45 saniye 8000 xg‟de santrifüj 

edilerek altta kalan süpernatant uzaklaĢtırılmıĢtır. 

 Her bir kolona 700 µL W1 buffer eklenmiĢ ve 45 saniye 8000 xg‟de santrifüj edilerek 

süpernatant atılmıĢtır. 

 Her bir kolona 500 µL RPE buffer eklenmiĢ ve 45 saniye 8000 xg‟de santrifüj edilerek 

süpernatant uzaklaĢtırılmıĢtır. 
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 Bu adımda her bir kolona yeniden 500 µL RPE buffer eklenmiĢ ve 2 dk 8000 xg‟de 

santrifüj edilerek süpernatant atılmıĢtır. 

 Her bir kolon, boĢ halde maksimum hızda 1 dk santrifüj edilmiĢtir. 

 Bu aĢamalarda kullanılan kolonların tüpleri atılmıĢ ve kolonlar, 1,5 mL‟lik RNaz-

DNaz‟dan arındırılmıĢ steril yeni koleksiyon tüplerine yerleĢtirilmiĢtir. 

 Her bir kolona 50 µL RNaz-free su eklenmiĢ ve +4°C‟de 8000 xg‟de 1 dk santrifüj 

edilerek toplam RNA elde edilmiĢtir. 

 

Ekstrakte edilen RNA‟nın saflık konsantrasyon ölçümünün yapılmasının ardından iScript™ 

cDNA sentez kit protokolüne göre cDNA sentezi gerçekleĢtirilerek -80°C‟de cDNA‟lar RT-

qPCR çalıĢmasında kullanılmak üzere stoklanmıĢtır. 

 

RNA ve cDNA konsantrasyonu ve saflığının tespiti 

 

260 nm, 280 nm, 320 nm dalga boylarında köre karĢı bütün numunelerin absorbans değerleri 

ölçülerek RNA ve DNA‟nın saflığı ve konsantrasyonu ELISA mikroplate okuma cihazı 

aracılığıyla belirlenmiĢtir. 

 

RNA miktarı (ng/µL) = (OD260) x seyreltme faktörü x 40 

DNA miktarı (ng/µL) = (OD260) x seyreltme faktörü x 50 

 

RNA konsantrasyonu ve saflık değerlendirmesi, farklı dalga boylarındaki absorbans değerleri 

kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 260 nm dalga boyundaki absorbans RNA moleküllerinden, 

280 nm‟deki absorbans proteinlerden, 320 nm‟deki absorbans ise partikül varlığından 

kaynaklanmaktadır. Saflık değerlendirmesi, RNA ve DNA için belirlenen aĢağıdaki skalalar 

doğrultusunda yapılmıĢtır. 

 

RNA; OD260/OD280 ≥ 2,0  

DNA; OD260/OD280 = 1,8 
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3.2.1.8. RT-qPCR ile gen ifade düzeylerinin belirlenmesi 

 

ÇalıĢmada negatif ve pozitif kontrol için belirlenen IC50 değeri (0,12 µg/mL) referans 

alınarak, deney setindeki her bir grup için BAX, BCL2, GPx4 ve CASP3 genlerinin ifade 

düzeyleri belirlenmiĢtir. Referans geni olarak GADPH geni kullanılmıĢtır. 

 

Primer tasarımları, Homo sapiens'e ait gen sekansları esas alınarak NCBI GenBank 

veritabanından yararlanılarak yapılmıĢtır. Tasarım sırasında, primerlerin hedef gen bölgesine 

özgü olmasına ve genomun diğer bölgeleriyle benzerlik göstermemesine dikkat edilmiĢtir. 

PCR ürünü uzunluğu 150-300 baz çifti ile sınırlandırılmıĢ, primerlerin 3‟ uçlarında fazla 

sayıda G veya C nükleotidi bulunmamasına özen gösterilmiĢtir. GC içeriği %60‟ı geçmeyecek 

Ģekilde ayarlanmıĢ, seçimlerde mümkün olduğunca primerlerin G veya C ile sonlanmasına 

dikkat edilmiĢtir. Primer uzunlukları 15–30 baz çifti arasında olacak Ģekilde seçilmiĢ, Tm 

değerleri arasındaki farkın 5°C'yi aĢmamasına özen gösterilmiĢtir. Tm değerleri, Rozen ve 

Skaletsky tarafından geliĢtirilmiĢ formül üzerinden hesaplanmıĢ ve 67°C'nin altında olacak 

Ģekilde optimize edilmiĢtir (Rozen ve Skaletsky, 1999). Ayrıca, amplifikasyonun sadece 

cDNA‟dan yapılmasını sağlamak ve genomik DNA kontaminasyonunu önlemek amacıyla 

rimerlerin ekzon-ekzon birleĢim bölgelerini kapsamasına dikkat edilmiĢtir (Tablo 2). 

 

Tablo 2. Primer sekansları 

Gen  Primer Dizisi  

BAX F: 5-AGCAGATCATGAAGACAGGG 

R: 5-GAAGTTGCCGTCAGAAAACA 

BCL-2 F: 5-TATCTGGGCCACAAGTGAAG 

R: 5-ATTCGACGTTTTGCCTGAAG 

GPx4 F: 5-ATTGGTCGGCTGGACGAG 

R: 5-ACTTCGGTCTTGCCTCACTG 

CASP3 F: 5-GCGCTCTGGTTTTCGTTAAT 

R: 5-ACCCATCTCAGGATAATCCATTT 

GADPH F: 5-CTTTTGCGTCGCCAGCC 

R: 5-AATTTGCCATGGGTGGAATCA 

 



35 

 

Her bir gen için uygun bağlanma sıcaklığını belirlemek amacıyla, gradient PCR yöntemi ile 

optimizasyon çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. Farklı sıcaklık aralıklarında gerçekleĢtirilen 

amplifikasyon sonucunda, en verimli ve spesifik amplifikasyonun gözlendiği sıcaklıklar 

belirlenip bu sıcaklıklar kullanılarak RT-qPCR analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu değerler 

BAX ve BCL2, GPx4 için 58°C, CASP3 için 54°C ve GADPH için 53°C olarak belirlenmiĢtir. 

  

Qiagen SYBR Green Master Mix kiti kullanılarak Tablo 2.‟de ki genel sıcaklık siklusu 

protokolüne göre RT-qPCR iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

Tablo 3. RT-qPCR sıcaklık siklusu  

Döngü Adı     Sıcaklık    Süre   Döngü Sayısı 

BaĢlangıç Denatürasyonu   95 °C    30 sn.         1 

Denatürasyon     95 °C      5 sn. 

Bağlanma             53-55 °C            30 sn.     50 

Uzama (Florans okuma)          72 °C     45 sn. 

Bekleme               4 °C      ∞      1 

 

3.2.1.9. Protein ifade düzeylerinin belirlenmesi 

 

SH-SY5Y hücre hattı ve bu hücre hattından oluĢturulan Parkinson modeli üzerinde denenen 

J2 maddesinin her bir konsantrasyonu HSP27 genindeki etkisini protein ifade düzeyinde 

belirleyebilmek için her bir hücre grubundan proteinler saflaĢtırılarak biyokimyasal analizler 

için kullanılmıĢtır. Deney setindeki 8 farklı grubun her biri için aseptik koĢullarda TC-treated 

petrilerde 10 mL‟de yaklaĢık 1x10
6 

hücre olacak Ģek lde 15-18 saat  nokülasyon yapılmıĢ, 

daha önce açıklanan basamaklar uygulanarak negatif ve pozitif kontroller oluĢturulmuĢ ve 

belirlenen konsantrasyonlardaki ilaç uygulamaları gerçekleĢtirildikten 24 saat sonra total 

protein ekstraksiyon iĢlemi aĢağıda ki protokole göre gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

 Petriler üzerine proteaz inhibitör kokteyli ilave edilmesinin ardından 10 dk buz 

üzerinde bekletilmiĢtir. Hücre üzerindeki sıvı kısım falkonlara alınarak 5 dk 8000 

xg‟de santrifüj edilmiĢtir, süpernetant ve pelletler ayrı tüplerde -20 °C‟de muhafaza 

edilmiĢtir.  
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 Petrile yüzeyinden hücre sıyırıcılar yardımı  le kazınan hücreler buz üzer nde 5-6 kez 

21 gauge‟luk ster l Ģırınga  le çek-bırak yapılarak l z s  Ģlem  gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 +4°C, 14.000 xg‟de 10 dak ka boyunca santr füj ed len örnekler n süpernetant kısmı 

yeni ster l ependorf tüplere al quetlenerek -20°C‟de stoklanmıĢtır.  

 

 

ġekil 3. 3. Hücre kültürü çalıĢmaları 

 

3.2.1.10. Western-blot analizi 

 

Western-blot analizi, her hücre grubunda HSP27‟nin ekspresyon seviyelerini belirlemek 

amacıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. Deney protokolünde aĢağıdaki adımlar izlenmiĢtir. 

Hücre gruplarından elde edilen protein ekstraktlarının protein konsantrasyonları Bradford 

tayin yöntemi kullanılarak belirlenlenmiĢtir (Bradford, 1976). Protein tayin iĢlemlerinde 1,4 

mg/mL BSA çözeltisinden korelatif azalan konsantrasyonlarda standartlar hazırlanmıĢtır. Bir 

96‟lık plate kullanılarak her bir kuyucuğa standart çözeltilerden ve deney grubu protein 

ekstraktından 4‟Ģer tekrarlı olacak Ģekilde 5‟er µL eklenmiĢ, üzerilerine 250 µL coomassie 

brillant blue reaktifi (Sigma, B9616) eklenerek pipetaj iĢleminden sonra 15 dk oda 

sıcaklığında karanlıkta inkübe edildikten sonra 595 nm de absorbans değerleri okunmuĢtur. 

 

Numunelerin hazırlanması; 

Her örnek için her kuyucuğa 20-50 µg arasında protein aktarılmaktadır. Bir ependorf içinde 

475 µL 2x Laemmli çözeltisi + 25 µL β-merkaptoetanol hazırlanarak numunelerin 

denetürasyonun kullanılacak olan numune boyama çözeltisi hazırlanmıĢtır. 1:1 olacak Ģekilde 

20 µL numune boyama çözeltisi + 20 µL örnek eklenerek vortekslendikten sonra 95°C‟de 5 

dk denatürasyon iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. 



37 

 

Jel hazırlanırken TGX™ FastCast™ Akrilamid %12 (Biorad) kitinden faydalanılmıĢtır. 

Üreticinin protokolüne göre jel hazırlama basamakları takip edilmiĢtir. Hazırlanan jeller 

yürütme tamponu ile  80 voltta ön yürütme yapılarak tamponun jelin içine nüfuz etmesi için 

10 dk boĢ bir Ģekilde sistem çalıĢtırılmıĢtır. Ardından boyanmıĢ ve denatüre edilmiĢ protein 

numunelerinden her bir kuyucuğa 20 µL yüklenmiĢtir.  

 

Yürütme iĢleminin ardından TGM içerisinde yıkama yapılan blotting paper, PVDF membran 

ve jelden aĢağıda ki Ģekilde bir sandviç oluĢturularak 7 dk 25 miliamper‟de blotlama iĢlemi 

gerçekleĢitirilmiĢtir. 

 

ġekil 3.4. Western-blot protein transferi 

 

Protein numunelerinin geçtiği PVDF membran hazırlanan blocking solüsyonu ile gece boyu 

muamele edilmiĢtir. Ertesi gün membran 3 kez 10 mL TBST ile 15 dk oda sıcaklığında, 

yıkama iĢlemine bırakılmıĢtır. Bu iĢlemin ardından %1,5‟lik hazırlanan BSA‟dan 10 mL 

alınarak 3 µL primer antikor eklenip pipetaj iĢleminin ardından 1,5 saat inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Yıkama iĢlem basamakları tekrar edilmiĢ, ardından 10 mL TBST‟de 2 µL 

sekonder antikor kullanılmıĢtır. 1,5 saatlik oda sıcaklığındaki inkübasyon süresinin ardından 

yıkama iĢlem basamakları tekrar edilmiĢ, son olarak 2 kez TBS ile 15‟er dk yıkama iĢlemleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Hazırlanan subtrat çözeltisi ilave edilerek 5 dk oda sıcaklığında, 

karanlıkta inkübasyonun ardından görüntüleme iĢlemi yapılmıĢtır. 

 

3.2.1.11. Total antioksidan ve oksidan seviyeleri 

 

Total Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Total Oksidan Seviyesi (TOS) testleri, biyolojik bir 

numunede mevcut tüm antioksidan ve oksidan kapasitesini ölçmek amacıyla kullanılmaktadır. 

Antioksidanlar, serbest radikallerin neden olduğu oksidatif hasarın önlenmesinde rol oynayan 

https://www.bio-rad.com/en-tr/sku/1610175-tgx-fastcast-acrylamide-kit-12?ID=1610175
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bileĢiklerdir, buna karĢın oksidanlar, reaktif moleküller olarak hücresel yapılara zarar vererek 

hastalık oluĢumuna katkı sağlayabilir. Bu çalıĢma kapsamında TAS ve TOS aktivitelerinin 

belirlenmesi için Rel Assay Diagnostik tarafından üretilen ticari TAS-TOS Assay kitlerinden 

yararlanarak deney setinde belirtilen numunelerden ekstrakte edilen ve -80°C'de stoklanmıĢ 

protein ekstraktaları kullanılmıĢtır. 

 

TAS Analizleri, kit protokolüne uygun Ģekilde ve her bir numune için dört tekrarlı olacak 

Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir: 

 

 96 kuyucuklu mikroplate‟de her bir kuyucuğa numune, standart, ultra saf su, L1 ve 

L2‟den 18 μL eklenmiĢtir. 

 Ardından, her bir kuyucuğa 300 μL R1 eklenerek pipetajlanmıĢtır. 

 30 saniye oda sıcaklığında bekletilen plaka, 660 nm dalga boyunda ELISA cihazı ile 

okunmuĢtur. 

 Devamında, her bir kuyucuğa 45 μL R2 eklenmiĢ ve tekrar pipetajlanmıĢtır. 

 Plaka, 37°C' de 5 dk inkübasyona bırakıldıktan sonra 660 nm‟de yeniden okunmuĢtur. 

 

TAS testi, numunedeki antioksidanların koyu mavi-yeĢil renkli ABTS (2-2'-Azino-bis (3-

ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)) radikalini renksiz ABTS formuna indirger. Bu 

reaksiyon, spektrofotometrik olarak 660 nm dalga boyunda ölçülür. OluĢan renk 

değiĢikliğinin yoğunluğu, numunedeki toplam antioksidan miktarı ile orantılıdır. Kalibrasyon 

için E vitamini analoğu olan Trolox kullanılmıĢ olup, sonuçlar mmol Trolox Equivalent/L 

cinsinden ifade edilmiĢtir. 

 

TOS Analizleri, kit protokolüne uygun Ģekilde ve her bir numune için dört tekrarlı olacak 

Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir: 

 

 96 kuyucuklu mikroplate‟de her bir kuyucuğa numune, standart, ultra saf su, L1 ve L2 

olmak üzere 45 μL eklenmiĢtir. 

 Her bir kuyucuğa 150 μL R1 eklenerek pipetleme iĢlemi uygulanmıĢtır. 

 30 saniye oda sıcaklığında bekletilen plaka, 530 nm dalga boyunda ELISA cihazı ile 

okuma yapılmıĢtır. 

 Her bir kuyucuğa 15 μL R2 eklenmiĢ ve tekrar pipetleme iĢlemi uygulanmıĢtır. 



39 

 

 Plaka, 37°C'de 5 dk inkübasyona bırakıldıktan sonra 530 nm‟de yeniden okunmuĢtur. 

 

TOS testi, numunedeki oksidan moleküllerin ferröz iyon Ģelatör kompleksini ferrik iyona 

oksitleme kapasitesine dayanır. Ferrik iyonlar, asidik ortamda kromojen ile reaksiyona girerek 

renkli bir kompleks oluĢturur. Numunedeki toplam oksidan miktarıyla orantılı olan bu 

komplesksin renk yoğunluğu spektrofotometrik olarak 530 nm dalga boyunda ölçülmektedir. 

Kalibrasyon, hidrojen peroksit kullanılarak yapılmıĢ ve sonuçlar litre baĢına mikromolar 

hidrojen peroksit (μmol H2O2 Equivalent/L) cinsinden ifade edilmiĢtir. 

 

3.2.1.12. Malondialdehit tayini 

 

Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonunun bir ürünü olup oksidatif stres artıĢıyla 

birlikte düzeyi yükselen bir biyobelirteçtir. Bu nedenle, MDA düzeyinin ölçülmesi, oksidatif 

stres seviyesinin belirlenmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Malondialdehit düzeyleri, 

spektrofotometrik analiz yöntemiyle belirlenmiĢtir (Khalil ve Salem, 1995). Uygulanan bu 

yöntemde, sıcak ve asidik bir ortamda tiobarbitürik asit (TBA) ile reaksiyona giren MDA 

renkli bir kompleks oluĢturmaktadır. TBA-MDA kompleksinin 532 nm dalga boyundaki 

absorbansı, MDA konsantrasyonunun belirlenmesini sağlar. 

 

Deney Prosedürü: 

 %10‟luk trikloroasetik asit (TCA) ve %0,675‟lik tiobarbitürik asit (TBA) çözeltileri 

hazırlanmıĢtır. 

 Numuneler ve köre 300 μL ddH2O eklenmiĢtir. 

 Her bir örnek kapaklı cam tüplere her birine 1500 μL %10‟luk TCA eklenmiĢ ve 

vortekslenmiĢtir. 

 Tüpler, 90°C‟de 15 dk su banyosunda inkübasyona bırakılmıĢtır. 

 Daha sonra tüpler buzlu suda soğutulmuĢ ve 3000 rpm‟de 10 dk boyunca +4°C‟de 

santrifüjlenmiĢtir. 

 Santrifüj sonrasında elde edilen süp ernatanttan 300 μL ayrı tüplere aktarılmıĢtır. 

 Her bir tüpe 600 μL TBA çözeltisi eklenmiĢ ve karıĢtırılmıĢtır. 

 Tüpler, 90°C‟de 15 dk boyunca su banyosunda inkübasyona bırakılmıĢ ve pembe renk 

oluĢumu gözlemlenmiĢtir. 
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 Ardından tüpler buzlu suda soğutularak 532 nm dalga boyunda absorbansı 

ölçülmüĢtür. 

 

3.2.1.13. Demir seviyelerinin ölçümü  

 

Hücre içi demirin homeostazisi, hücrelerdeki normal fizyolojik aktivitelerin sürdürülmesi için 

özellikle önemlidir. Bu aĢamada, her bir hücre grubunda demir seviyelerinin belirlenmesini 

hedeflenmiĢtir. Demir ölçümü, Beckman Coulter analiz cihazında, fotometrik renk testi 

kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Kullanılan Yöntem ve Prensip: 

Bu testte kromojen olarak 2,4,6-Tri-(2-piridil)-5-triazin (TPTZ) kullanılmıĢtır. 

 Asidik ortamda transferine bağlı demir, serbest demir iyonlarına ayrılır ve askorbik 

asit yardımıyla üç değerlikli demir (Fe³⁺), iki değerlikli demire (Fe²⁺) indirgenir. 

 Fe²⁺, TPTZ ile reaksiyona girerek mavi renkli bir kompleks oluĢturur. Bu kompleksin 

600/800 nm dalga boyunda absorbansı ölçülerek, toplam demir konsantrasyonu 

hesaplanır. 

 Sonraki reaksiyonda askorbik asit verilmeden ortama sadece TPTZ verilerek sadece 

Fe
2+

‟lerin Fe kompleksi oluĢturulması sağlanarak toplam demir konsantrasyonun 

sadece Fe
2+

‟nin oluĢturduğu konsantrasyondan çıkarılarak Fe
3+

 miktarı elde edilmiĢtir. 

 

Kullanılan Materyaller: 

 Reaktifler: 

o R1: Glisin tampon (pH 1.7), 215 mmol/L 

o R2: L-askorbik asit, 4,7 mmol/L 

o TPTZ, 0,5 mmol/L 

 

Test Prosedürü: 

 Reaktifler, oda sıcaklığında kararlılığını koruyacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. 

 Analiz cihazında kalibrasyon, System Calibrator (Kat. No. 66300) kullanılarak 

yapılmıĢtır. 

 Beckman Coulter analiz cihazı aracılığıyla numunelerin demir konsantrasyonları 

ölçülerek hesaplanmıĢtır. 
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3.2.1.14. GPx4 aktivite tayini 

 

YaklaĢık 2x10
6 
hücre her grup için (-K, +K ve 0,06, 0,12 ve 0,24 µM J2 uygulanan SH-SY5Y 

hücreleri) 24 saat inkübasyonun ardından tripsinizasyon yapılıp kaldırılarak 10 dk, 1000 xg‟de 

santrifüj edilmiĢtir. Tüm hücreler üç kez soğuk DPBS ile yıkanarak son santrifüjün ardından 

her biri 300 μl GPx4 analiz tamponunda (50 mM Tris-HCl [pH 8,0], 0,5 mM EDTA) 

resüspanse edilmiĢtir. Hücreler buz içerisinde sonikasyon ile homojenize edilerek ve 14000 

xg‟de 10 dk santrifüj yapılmıĢtır. Numunelerden alınan süpernetantlar; GPx4 analiz tamponu 

içerisinde son konsantrasyonları, 0,25 mM NADPH ve 0,5 U/mL glutatyon redüktaz olacak 

Ģekilde hazırlanmıĢ ve en son 30 mM tert-bütilhidroperoksit eklenmesiyle reaksiyon 

baĢlatılmıĢtır. Reaksiyon karıĢımındaki NADPH miktarı, 5 dk boyunca her 10 saniyede bir, 

340 nm dalga boyunda absorbans ölçümüyle kinetik olarak belirlenmiĢtir (Yang vd., 2014; 

Friedmann Angeli vd., 2014). 

 

3.2.1.15. Plazmid Transformasyonu ve Agaroz Jel Elektroforezi 

 

Transformasyon iĢlemlerinde, CaCl2 metodu ile kimyasal transformasyona yetenekli hale 

getirilmiĢ E.coli BL21(DE3) kullanılmıĢtır. Buz üzerinde gerçekleĢtirilen kimyasal 

transformasyon iĢlemlerinde HSP27 genini içeren plazmid, BL21(DE3)‟e aktarılmıĢtır. Buz 

üzerinde devam edilen iĢlemlerde kompetent hücrelere plazmit çözeltisinden 5 μL ilave 

edilmiĢ ve 30 dk süre ile inkübe edilmiĢtir. Hücreler 42°C‟ye ayarlanmıĢ ısı bloğunda 60 

saniye tutulmuĢ tekrar buz üzerinde 5 dk inkübe edilerek hücrelere ısı Ģoku uygulanarak 

plazmidlerin hücre içine girmeleri sağlanmıĢtır. Daha sonra 200 μL sıvı Luria-Bertani (LB) 

Miller (5 g/L maya ekstraktı, 10 g/L NaCI, 10 g/L pepton) besiyerine ilave edilen hücreler, 1 

saat 37°C‟de çalkalamalı inkübatörde inkübasyona bırakılmıĢtır. Elde edilen hücreler 100 

μg/mL ampisilin içeren LB Miller agar petrilerine yayma yöntemi ile farklı miktarlarda 

ekilmiĢtir. Petriler 15 saat boyunca 37°C‟de inkübasyona bırakılmıĢtır. Seçilen farklı 

kolonilerden 100 μg/mL ampisilin içeren LB miller besiyerine ekim yapılarak 18 saat 37°C 

225 rpm‟de inkübasyona bırakılmıĢtır. Bu iĢlemin ardından plazmid izolasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Plazmid izolasyonu Ģu Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir; 

 Her bir kültür 13.000 xg‟de 1 dk santrifüjlenmiĢtir. 
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 Her peletin üzerine 200 μL resüspansiyon solüsyonu eklenerek vortekslenmiĢtir. 

 Elde edilen karıĢımın üzerine 200 μL lizis tamponu eklenerek 6-8 kez nazik bir Ģekilde 

alt üst edilmiĢtir. (Numuneler 5 dk dan fazla bekletilmemeye özen gösterildi). 

 Her bir örneğin üzerine 350 μL nötrolizasyon solüsyonu eklenerek tekrar nazik bir 

Ģekilde 6-8 kez alt üst edilmiĢtir.  

 Her bir örnek daha sonrasında 5 dk 13.000 xg‟de santrifüj edilmiĢtir. 

 Süpernetant örnekleri JetSpin kolonlarına aktarılarak 1 dk santrifüj edilmiĢtir. 

 Sonraki basamakta 500 μL wash solüsyon eklenerek 1 dk santrifüj yapılarak 

süpernetant uzaklaĢtırılmıĢtır.  

 Tekrar 500 μL wash solüsyon ile yıkama yapılarak süpernetant uzaklaĢtırılmıĢtır. 

 1 dk boĢ santrifüj yapılarak kolon solüsyondan uzaklaĢtırılmıĢtır. 

 Yeni collection tüpler kullanılarak kolonlar yerleĢtirilmiĢtir. 

 Her bir kolona 50 μL elüsyon solüsyonu eklenerek plazmit kolondan alınmıĢtır. 

 

Ġzole edilen plazmidlerin her bir ApaI ve XhoI restriksiyon enzimleri ile kesilmiĢtir. Elde 

edilen restriksiyon fragmanları, agaroz jel elektroforezi yöntemiyle incelenmiĢtir. Agaroz jel 

hazırlanırken, %1 oranında agaroz, (SeaChem, FMC Bioproducts, ME, ABD) 1x TAE 

tampon çözeltisinde (Tris-Asetat-EDTA, 40 mM Tris, 20 mM asetik asit, 1 mM EDTA) 

çözündürülmüĢtür. Hazırlanan bu çözeltiye 2μL/100 mL etidiyum bromür çözeltisi ilave 

edilmiĢtir. Marker olarak (M) GeneRuler 1 Kb Plus DNA Ladder (Fermentas) kullanılmıĢtır.  

 

Bir sonra ki basamakta üreticinin protokolüne göre Qubit™ dsDNA Kantifikasyon Testi Kit 

kullanılarak Invitrogen Qubit Florometre ile DNA konsantrasyonu ölçülmüĢtür. 

 

3.2.1.16. HSP27 plazmitinin dondurularak stoklanması 

 

SaflaĢtırılan rekombinant HSP27 plazmidi, ilgili genin klonlanmasından ve doğrulama 

aĢamalarından sonra tekrar kullanılmak üzere %50 gliserol içeren bir kriyoprotektan 

solüsyonda -80°C'de dondurularak stoklanmıĢtır.  
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3.2.1.17. HSP27’nin üretimi ve saflaĢtırılması 

 

Daha önceden -80°C'de saklanmıĢ olan plazmit stoklarından bir miktar alınarak 100 μg/mL 

ampisilin içeren LB Miller sıvı besiyerine ekim yapılmıĢtır. Ekim iĢlemi sonrasında 37°C'de, 

18 saat boyunca, çalkalamalı inkübatör kullanılarak 225 rpm'de inkübe edilmiĢtir. Bu süre 

sonunda elde edilen bakteri kültüründen optik yoğunluk (OD) ölçümü yapılmıĢ ve OD600 

değeri 0,1 olacak Ģekilde 2 L‟lik erlenmayerlere inoküle edilmiĢtir. 

 

 

ġekil 3. 5. Ekim iĢlemi sonrası OD600 ölçümü 

 

Transferden sonra, bakterilerin logaritmik faza ulaĢmasını izlemek için kültürler 37°C'de 225 

rpm'de inkübe edilmiĢ ve yaklaĢık 45 dakika sonra OD600 değeri yeniden ölçülmüĢtür. Bakteri 

yoğunluğunun OD600 üzerinden 0,5-0,6 arasında bir değere ulaĢmasıyla, hedef proteinin 

ekspresyonunu indüke etmek üzere izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozit (IPTG) eklenmiĢtir. 

IPTG indüksiyonunun etkinliğini ve en uygun indüksiyon zamanını belirlemek için, 

indüksiyon sonrası 0., 1., 2., 3. ve 4. saatlerde numuneler alınmıĢtır.  

 

Her bir numune, santrifüj iĢlemi ile pelet haline getirilmiĢ ve elde edilen peletlere uygun 

miktarda lizis solüsyonu (1 M PBS, 2 M NaCI, 0,372 g KCl, %50 gliserol, 250 µL Trixton X-

100, 2 M Ġmidazol) eklenerek bakteriyel hücrelerin etkili bir Ģekilde parçalanması 

sağlanmıĢtır. Lizis iĢlemi sürdürülürken, homojenizasyon için sonikasyon uygulanmıĢ ve bu 

iĢlem sonucunda protein içeriği analize uygun hale getirilmiĢtir. 

 

Elde edilen numunelerin protein analizleri, SDS-PAGE yöntemi ile gerçekleĢtirilmiĢ ve 

indüksiyon sürecinin hedef protein ekspresyonuna etkisi ayrıntılı olarak incelenmiĢtir. Bu 

analiz, protein bant yoğunluğuna dayalı olarak optimum indüksiyon zaman aralığının 

belirlenmesi amacıyla yürütülmüĢtür. 
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Belirlenen en uygun indüksiyon zaman aralığı sonrasında, proteinin yeterli miktarda üretimini 

sağlamak için daha büyük hacimli flasklar kullanılarak bakteriyel büyümeye devam 

edilmiĢtir. Protein saflaĢtırma sürecinin baĢlatılabilmesi için lizis solüsyonu ile muamele 

edilen hücre peletine uygun miktarda proteaz inhibitör kokteyli eklenmiĢtir. Bu iĢlem 

sonrasında, hücreler sonikatör kullanılarak buz üzerinde homojenize edilmiĢ, elde edilen lizat 

+4°C'de 10 dk boyunca 10.000 xg’de santrifüj edilerek süpernatant dikkatlice steril bir 

falkona aktarılmıĢtır. 

 

Rekombinant HSP27‟nin saflaĢtırılması Ni-NTA kolon kromatografisi kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu yöntem, proteinin N-terminaline eklenen altı tane His Histidin amino 

asidinin eklenmesi ile Ni
++

 iyonuna afinetisinin kullanılması esasına dayanmaktadır. Ġlk 

olarak hücre ekstraktları 1:1 oranında dengeleme solüsyonu (10x PBS, 2 M imidazol) ile 

karıĢtırılarak kromatografi kolonu üzerine yüklenmiĢtir. Öncesinde, yüklenen örnekten SDS-

PAGE analizi için uygun miktarda numune ayrılmıĢ ve ayrıca flow-through fraksiyonları 

toplanarak kolon üzerinden iki kez daha geçirilmiĢtir. 

 

Kolon yıkama aĢamasında, 20 mM ve 100 mM imidazol içeren farklı konsantrasyonlarda 

yıkama solüsyonları (wash buffer) uygulanmıĢ ve non-spesifik proteinlerin uzaklaĢtırılması 

sağlanmıĢtır. Ardından, proteinin saf olarak elde edilmesini sağlamak için 100 mM, 200 mM, 

400 mM imidazol içeren farklı konsantrasyonlarda elüyon solüsyonları kullanılmıĢ ve bu 

süreçte hedef proteinin hangi elüyon fraksiyonlarında yoğun olarak bulunduğu belirlenmiĢtir. 

Toplanan elüsyon fraksiyonlarının protein konsantrasyonları ve SDS-PAGE ile analizi 

gerçekleĢtirilerek saf protein verimi ve kalitesi değerlendirilmiĢtir. 

 

3.2.1.18. Lüsiferaz konformasyonel değiĢim tayini 

 

Lüsiferaz enziminin lüminesans sinyal yoğunluğu, doğru katlanmıĢ konformasyon ve 

agregasyon durumlarındaki değiĢiklikleri temel alan bir yöntemle incelenmiĢtir (Mymrikov 

vd., 2017). Bu çalıĢmada, lüsiferaz 6 M üre çözeltisi (25 mM HEPES, pH 7.4), oda 

sıcaklığında 1 saat inkübe edilerek denatüre edilmiĢtir. Ardından, uygun miktarda alınan 

denatüre lüsiferaz üzerine 50 µM Lüsiferin, 50 mM KCl, 25 mM HEPES, 5 mM MgCl2, 5 

mM DTT ve 2 mM ATP ilave edilerek aktivite tayin çözeltisi hazırlanmıĢtır. 
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Deney kapsamında, örneklerdeki HSP27 aktivitesinin ölçüm aralığının altında kalmasından 

dolayı eĢik değerinin üzerine çıkması için, her deney grubuna ait protein ekstraktlarına 1 µM 

olacak Ģekilde HSP27 ilave edilerek örnek çözeltisi hazırlanmıĢtır (Karademir ve Özgür, 

2023).  

 

Hazırlanan örneklere aktivite tayin çözeltisi ilave edilerek; lüsiferaz eklenmemiĢ negatif 

kontrol ve denatüre edilmemiĢ lüsiferaz ilave edilerek hazırlanmıĢ pozitif kontrole göre 

lüsiferinin oksilüsiferine dönüĢme miktarı belirlenerek yüzdece Ģeperon kabiliyeti 

lüminometre yardımıyla test edilmiĢtir. 

 

3.2.1.19. Ġstatistiksel hesaplamalar 

 

Gen ekspresyon seviyelerinin karĢılaĢtırılmasında Livak ve Schmittgen (2001) tarafından 

geliĢtirilen 2
–ΔΔCT

 yöntemi uygulanmıĢtır. Bu yöntem, hedef genin ekspresyon düzeylerini 

referans (housekeeping) gene göre normalize ederek, iki farklı örnek arasındaki göreceli gen 

ekspresyon farkını belirlemek için kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmada, ikincil normalizasyon iĢlemi 

GADPH geninin referans gen olarak kullanılmasıyla gerçekleĢtirilmiĢ ve bu yöntemle BAX, 

BCL-2 ve CASP3 genlerinin ekspresyon seviyeleri karĢılaĢtırılmıĢtır. 

 

Ġstatistiksel analizler, SPSS 22.0 yazılımı aracılığıyla yapılmıĢtır. Verilerin ortalama ve 

standart sapma değerleri tanımlayıcı istatistikler kullanılarak hesaplanmıĢtır. Ölçümler 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olup olmadığını belirlemek amacıyla Tek Yönlü 

Varyans Analizi (One-Way ANOVA) testi uygulanmıĢtır. Analiz sonuçlarında anlamlılık 

düzeyi p<0,05 olarak kabul edilmiĢtir. 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI 

 

Tez kapsamında HSP27 inhibitörü olarak bilinen J2 molekülü, SH-SY5Y hücre hattında ve bu 

hattan oluĢturulan Parkinson modelli hücrelerde farklı konsantrasyonlar da denenerek bu 

gruplar üzerindeki etkileri incelenmiĢtir. Aynı zaman da HSP27 rekombinant olarak E.coli 

BL21(DE3) de üretilmiĢ ve saflaĢtırılarak aktivite ölçümünde kullanılmıĢtır. 

 

4.1.  MTT Canlılık Testi 

 

SH-SY5Y nöroblastoma hücreleri (negatif kontrol) ve bu hücrelerden oluĢturulan Parkinson 

hastalığı modeli hücreler (pozitif kontrol) üzerinde J2 molekülünün farklı 

konsantrasyonlardaki etkilerini incelemek üzere MTT testi uygulanmıĢtır. Bu test ile J2 

molekülünün zaman ve konsantrasyona bağlı olarak ortaya koyduğu sitotoksik etkilerin 

değerlendirilmesi amaçlanmıĢtır. Deneyler, 12, 24 ve 48 saatlik inkübasyon süreleri boyunca 

200-100-50-25-12,5-6,25-3,125-1,56-0,78-0,39-0,19-0,0975 µM konsantrasyonlarında J2 

molekülü uygulanarak yürütülmüĢ ve her bir grup için üç tekrarlı olarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Bu yaklaĢımla, J2 molekülünün hücre canlılık üzerindeki etkileri kantitatif olarak analiz 

edilmiĢtir. Elde edilen veriler ġekil 4.1., 4.2., 4.3.‟te gösterilmektedir. 

 

 

ġekil 4.1. J2 molekülünün deney grupları üzerindeki 12. saat MTT canlılık testi sonuçları 



47 

 

ġekiller incelendiğinde, SH-SY5Y hücre hattında J2 molekülünün 25 µM ve üzeri 

konsantrasyonlarında hücre canlılığını ciddi Ģekilde azalttığını ve diğer dozlarda ise canlılık 

oranlarında anlamlı artıĢlar gözlendiğini göstermektedir. Özellikle 0,195 µM ve 0,0975 µM 

dozlarında canlılık oranlarının %110,08 ve %121,76 seviyelerine ulaĢmıĢtır.  

 

J2 molekülünün Parkinson modeli oluĢturulmuĢ hücrelerde de 6,25 µM ve üzeri dozlarında da 

canlılık oranlarını düĢürdüğü görülmektedir. Diğer dozlarda canlılık oranlarında artıĢlar 

gözlenmiĢ olup, özellikle 0,39 µM ve 0,195 µM dozlarında canlılık oranlarını anlamlı bir 

Ģekilde arttırmaktadır. 

 

 

ġekil 4.2. J2 molekülünün deney grupları üzerindeki 24. saat MTT canlılık testi sonuçları 

 

24. saat diliminde SH-SY5Y hücre hattında J2 molekülü 200, 100, 50 ve 25 µM gibi yüksek 

konsantrasyonlarında hücre canlılığını daha da azalttığı görülmektedir. Bu konsantrasyonlarda 

canlılık oranları %10 ve altına düĢerken, orta ve düĢük dozlarda canlılık oranlarında artıĢlar 

gözlenmiĢtir.  

 

24. saat diliminde J2 molekülünün Parkinson modeli oluĢturulmuĢ hücrelerde yüksek dozlarda 

(200, 100, 50, 25, 12,50 ve 6,25 µM) hücre canlılığını ciddi Ģekilde azalttığını göstermektedir. 

Orta ve düĢük dozlarda (3,125 µM ve altı) canlılık oranlarında artıĢlar kaydedilmiĢ olup, 

özellikle 0,195 µM ve 0,0975 µM dozlarında letal etkisi kısıtlı olmuĢtur. 
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ġekil 4.3. J2 molekülünün deney grupları üzerindeki 48. saat MTT canlılık testi 

 

SH-SY5Y hücre hattında ve Parkinson modeli oluĢturulmuĢ hücrelerde de 48 saatlik 

inkübasyon süresinde ise J2 molekülünün 200, 100, 50, 25, 12,50, 6,25 ve 3,125 µM 

dozlarında hücre canlılığını anlamlı bir Ģekilde azalttığını göstermektedir. 1,56 µM ve üstü 

dozlarda canlılık oranlarında artıĢlar gözlenmiĢ olup, özellikle en düĢük dozda hücre canlılık 

seviyelerinin arttığı görülmektedir. 

 

4.2. Apoptotik Gen ve Protein Düzeylerinin RT-qPCR ve ELISA ile Belirlenmesi  

 

HSP27 inhibitörü J2 molekülünün apoptotik ve anti-apoptotik gen ve protein ifade düzeyleri 

üzerindeki etkisi BAX, BCL-2 ve CASP3 düzeylerinin RT-qPCR ve ELISA yöntemi 

aracılığıyla ölçülerek değerlendirilmiĢtir. Elde edilen sonuçlar, negatif kontrol (-K), pozitif 

kontrol (+K) ve farklı konsantrasyonlardaki J2 uygulamaları için ġekil 4.4., 4.5., 4.6.‟da 

gösterilmektedir. 

 

BAX, apoptotik yolakta görev alan pro-apoptotik bir proteindir. ELISA sonuçlarına göre: 

 

 BAX düzeyleri (-K) grubunda 55,69 ng.mg
-1

 protein ölçülürken, J2‟nin artan 

konsantrasyonlarda uygulanmasıyla birlikte BAX düzeylerinindeki artıĢ 

konsantrasyon sırasına göre %7,74, %35,43 ve %139,77 olarak kaydedilmiĢtir. 

Özellikle en yüksek konsantrasyon olan 0,24 μM J2 konsantrasyonunda anlamlı bir 
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yükselme gözlemlenmiĢtir. 133,18 ng.mg
-1

 protein ölçülen (+K) grubunda ise BAX 

seviyesinin (–K)‟ya kıyasla oldukça yüksek olduğu ve J2‟nin artan konsantrasyonlarda 

uygulanması ile doz bağımlı olarak sırayla %12,12, %37,61 ve %64,72 oranlarında 

artıĢ kaydedilmiĢtir. 

 

 RT-qPCR verileri incelendiğinde ELISA sonuçlarını destekler nitelikte olduğu 

görülmektedir. BAX gen ifade düzeyleri (-K) grubu referans olarak alındığında, J2‟nin 

artan konsantrasyonlar da uygulanmasıyla birlikte ifade düzeylerinde artıĢ sırasıyla 

%54, %64 ve %79 olarak kaydedilmiĢtir. (+K) grubunda ise 1,96 birim ölçülürken, 

J2‟nin artan konsantrasyonlarda uygulanmasıyla doza bağımlı olarak gruplarda BAX 

gen ifade düzeylerinin %17,35, %22,45 ve %93,88 oranında artıĢlar kaydedildiği 

görülmektedir. 

 

 

ġekil 4.4. Deney gruplarının BAX protein seviyeleri 

 

BCL-2, anti-apoptotik özelliklere sahip bir proteindir. ELISA sonuçlarına göre: 

 

 BCL-2 protein düzeyleri (-K) grubunda 1895,95 ng.mg
-1

 protein kaydedilirken J2‟nin 

artan konsantrasyonlarda uygulanmasıyla birlikte sırasıyla %21,99, %22,90 ve %20,60 

oranında azalmalar meydana geldiği fakat anlamlı farklılıklar içermediği 

görülmektedir. (+K) grubunda ise BCL-2 protein ifade düzeyi 1427,06 ng.mg
-1

 protein 

ölçülmüĢtür. (+K) grubu, J2 uygulanan (-K) grubuyla eĢ değer bir seviyede olup 
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J2‟nin artan konsantrasyonlarda uygulanmasıyla birlikte belirgin bir Ģekilde sırasıyla 

%48,50, %61,67 ve %55,36 oranında azalmalar kaydedilmiĢtir. 

 

 RT-qPCR verileri ELISA sonuçlarını destekler niteliktedir. BCL-2 gen ifade düzeyleri, 

ELISA sonuçlarına paralel Ģekilde, (-K) grubu referans olarak alındığında J2 

uygulamasıyla artan konsantrasyonlarda sırasıyla %3, %14 ve %21 oranında azalma 

eğiliminde olduğu, (+K) grubunda normalize değerden daha düĢük bir değer 

kaydedildiği ve J2‟nin uygulanması ile %17, %28,38 ve %48,65 oranlarında azalma 

eğilimi göstermektedir. 

 

 

ġekil 4.5. Deney gruplarının BCL-2 protein seviyeleri 

 

CASP3, apoptotik hücre ölümünde rol oynayan bir efektör kaspazdır. ELISA sonuçlarına 

bakıldığında;  

 

 CAPS3 protein düzeyleri (-K) grubunda 8,25 ng.mg
-1

 protein seviyelerde ifade 

edilirken, J2‟nin artan konsantrasyonlarda uygulanmasıyla birlikte CASP3 

düzeylerinde yüzdece artıĢ sırasıyla Ģöyledir; %23,99, %70,96 ve %151,63. (+K) 

grubunda bu seviye 21,73 ng.mg
-1

 protein olarak ölçülürken J2 molekülünün 

uygulanması ile birlikte sırasıyla %0,76 artma, %5,95 ve %0,38 azalmalar Ģekilde 

olduğu fakat anlamlı farklılıklar göstermediği ve genel olarak yüksek seviyelerde ifade 

edildiği gözlemlenmektedir.  
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 RT-qPCR verileri, CASP3 gen ifade düzeylerine paralel Ģekilde ELISA sonuçlarını 

destekler niteliktedir. (-K) gen ifade düzeyi referans olarak alındığında bu gruba artan 

konsantrasyonlarda uygulanan J2‟nin yüzdece artıĢları Ģu Ģekildedir; %17, %23 ve 

%98. (+K) grubunda bu seviye 2,21 birim ölçülürken, (+K) grubuna J2‟nin 

uygulanmasıyla CASP3 gen ifade düzeyleri %1,81, %7,24 ve %12,22 oranlarında artıĢ 

meydana geldiği kaydedilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.6. Deney gruplarının CASP3 protein seviyeleri 

 

Bu sonuçlar, J2 uygulamasının CASP3 gen seviyelerini özellikle negatif kontrol koĢullarında 

doza bağlı olarak artırdığını göstermektedir. Pozitif kontrol grubunda CASP3 gen 

seviyelerinin zaten yüksek olduğu ve 0,06 ve 0,12 µM dozunda uygulanan J2 

konsantrasyonlarında bu seviyenin anlamlı bir Ģekilde değiĢmediği görülmektedir. Bu durum, 

J2‟nin apoptotik hücre ölümü sürecinde etkili olduğunu göstermektedir. 

 

4.3. HSP27 Seviyelerinin Western-blot ile Belirlenmesi 

 

SH-SY5Y hücre hattı ve bu hücre hattından oluĢturulan Parkinson modeli üzerinde denenen 

J2 maddesinin her bir konsantrasyonu HSP27 genindeki etkisini protein ifade düzeyinde 

belirleyebilmek için her bir hücre grubundan eĢit miktarda protein ekstratları alınarak 

kullanmıĢtır. 
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(-K)'da ki bant yoğunluğu referans olarak alındığında (-K)'ya uygulanan J2‟nin farklı 

konsantrasyonlarındaki artıĢın giderek bant yoğunluklarında azalmalara neden olduğu 

gözlemlenmektedir. Aynı Ģekilde pozitif kontrol değerlendirildiğinde (+K)'da ki bant 

yoğunluğu (-K)'ya göre oldukça kalın ve yoğun olduğu ayrıca J2‟nin artan konsantrasyonlar 

uygulanması ile bant yoğunluklarının giderek azaldığı görülmektedir. 

 

 

ġekil 4.7. Deney gruplarında HSP27‟nin Western-blot analizi 

 

4.4. Total Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Total Oksidan Seviyesi (TOS) 

 

Hücrelerde oluĢan oksidan-antioksidan dengesi, TAS ve TOS ELISA kitleri aracılığıyla hücre 

homojenatları üzerinde uygulanarak aĢağıdaki grafiklerde de sonuçlar değerlendirilmiĢtir. Ġlk 

aĢamada (-K) ve (+K) gruplarına farklı konsantrasyonlarda (0,06; 0,12 ve 0,24 µM) HSP27 

inhibitörü J2 molekülünün uygulanarak toplam antioksidan kapasitesi (TAS) ölçümleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

Negatif kontrol grubunda TAS değeri 1,55 mmol Trolox Equiv/L olarak kaydedilmiĢtir. Aynı 

gruba 0,06 µM J2‟de %41,29 artıĢ, 0,12 µM J2‟de %52,84 azalma ve 0,24 µM J2‟de %41,29 

artıĢ gözlemlenmiĢtir. Pozitif kontrol grubunda TAS değeri mmol Trolox Equiv/L olarak 

ölçülmüĢtür. Bu grupta J2 uygulamasının doz artıĢına bağlı olarak TAS değerlerinde kademeli 

bir artıĢ gözlenmiĢtir: 0,06 µM J2‟de 2,3 mmol Trolox Equiv/L (%4,07), 0,12 µM J2‟de 2,37 

(%7,24) ve 0,24 µM J2 uygulamasında 2,4 mmol Trolox Equiv/L (%8,60) düzeyine 

ulaĢmıĢtır. Bu sonuçlar, pozitif kontrol koĢulları altında J2 molekülünün antioksidan 

kapasiteyi doza bağlı olarak arttırdığına iĢaret etmektedir.  
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ġekil 4.8. Deney gruplarında ki toplam antioksidan seviyeleri 

 

TOS verileri dikkate alındığında, (-K) ve (+K) gruplarına farklı konsantrasyonlarda (0,06; 

0,12 ve 0,24 µM) HSP27 inhibitörü J2 molekülü uygulanarak toplam oksidan seviyeleri 

incelenmiĢtir.  

 

Negatif kontrol grubu hücrelerinde ölçülen değer 7,78 mmol Trolox Equiv/L iken, 0,06 µM J2 

uygulandığında bu değer %28,66 artıĢla 10,01 birime ve 0,12 µM J2‟de ölçülen oksidan 

seviyesi %42,16 artıĢla 11,06 mmol Trolox Equiv/L değerine yükselmektedir. 0,24 µM J2 

uygulanmasında 10,60 mmol Trolox Equiv/L düzeyine gerilediği ve %36,25 bir düĢüĢ 

kaydedilmiĢtir. Bu gözlem, (-K) grubunda J2 dozunun artıĢıyla genel olarak yükselen bir 

oksidan profili oluĢturmasının yanı sıra 0,12 µM dozunda zirve değere ulaĢtığı ve son dozda 

kısmen gerileme yaĢandığını göstermektedir. 

 

Pozitif kontrol grubunda toplam oksidan seviyesi 10,40 mmol Trolox Equiv/L olarak 

ölçülmektedir. 0,06 µM J2 uygulandığında değiĢim göstermeyerek yine 10,40 mmol Trolox 

Equiv/L olarak saptanmıĢtır. Buna karĢılık 0,12 µM J2 uygulamasında oksidan 

seviyesi %7,69‟luk bir değerle 11,20 mmol Trolox Equiv/L düzeyine yükselirken, 0,24 µM 

J2‟de %3,27‟lik bir düĢüĢle tekrar 10,06 mmol Trolox Equiv/L gerilemiĢtir. Dolayısıyla 

pozitif kontrol koĢullarında da J2, belli bir doza kadar oksidan seviyelerini arttırırken en 

yüksek doza ulaĢıldığında toplam oksidan düzeyinin bir miktar düĢtüğü gözlemlenmektedir. 
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ġekil 4.9. Deney gruplarında ki toplam oksidan seviyeleri 

 

4.5. MDA Tayini  

 

Negatif ve pozitif kontrol gruplarına farklı konsantrasyonlarda (0,06, 0,12 ve 0,24 µM) 

HSP27 inhibitörü J2 molekülü 24 saat boyunca uygulanarak lipit peroksidasyonu göstergesi 

olan MDA seviyeleri incelenmiĢtir.  

 

Negatif kontrol grubu hücrelerinde MDA miktarı 1,8 pmol/mg protein düzeyinde iken, 0,06 

µM J2‟de bu değer %29,17‟lik bir artıĢla 2,325‟e, 0,12 µM J2‟de %48,5‟lik bir artıĢla 2,673‟e 

ve 0,24 µM J2 dozunda ise %65‟lik bir artıĢla 2,970 pmol/mg seviyelerine yükselmiĢtir. 

 

Öte yandan, pozitif kontrol grubundaki hücrelerde 4,316 pmol/mg protein olarak ölçülen 

MDA seviyesi, 0,06 µM J2 dozunda 6,24 nmol/mg ile % 44,58‟lik bir artıĢ, 0,12 µM‟da 8,85 

pmol/mg ile % 105,05 ve 0,24 µM J2 dozunda ise 17,632 pmol/mg ile %308‟lik bir artıĢ 

göstermiĢtir. Bu sonuçlar, J2 konsantrasyonundaki artıĢla birlikte hücrelerde lipit 

peroksidasyonunun belirgin Ģekilde yükseldiğini göstermektedir.  
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ġekil 4.10. Deney gruplarında belirlenen MDA miktarları 

 

4.6. Demir Seviyelerinin Ölçümü 

 

J2 molekülünün demir bağımlı ferroptozis üzerindeki etkisini incelemek amacıyla hücre 

gruplarındaki demir seviyeleri ölçülmüĢtür.  

 

Veriler incelendiğinde; Fe
+2

 seviyeleri (-K)‟da 1,62 µmoL/L iken, J2 uygulanması ile artan 

doz miktarına bağımlı olarak sırasıyla 4,56 µmoL/L, 7,89 µmoL/L, 8,53 µmoL/L birimlik 

artıĢlar göstermiĢtir. Parkinson modeli (+K)‟da 16,22 µmoL/L Fe
+2 

seviyesi ölçülürken, J2‟nin 

uygulanmasıyla elde edilen veriler sırasıyla Ģöyledir; 16,38 µmoL/L, 18,3 µmoL/L, 21,95 

µmoL/L. Buna karĢılık, Fe
+3

 seviyeleri (-K) grubunda 3,88 µmoL/L olarak ölçülürken, artan 

konsantrasyonlarda J2 uygulanması ile sonuçlarda %1,8, %5,15, %42,01‟lik azalmalar 

kaydedilmiĢtir. Parkinson modeli gruplarında ise Fe
+3

 seviyeleri SH-SY5Y gruplarına göre 

daha düĢük bulunmuĢtur. (+K) grubunda bu değer 2,08 µmoL/L olarak ölçülürken, J2 

molekülünün artan dozlarda uygulanması ile %4,33, %16,35, %46,15‟lik düĢüĢler de artıĢ 

gözlemlenmiĢtir. 
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ġekil 4.11. Deney gruplarında belirlenen demir miktarları 

 

4.7. GPx4’ün Gen ve Spesifik Aktivite Düzeylerinin Belirlenmesi 

 

Ferroptozun biyobelirteçlerinden biri olan GPx4 miktarlarının analizleri SH-SY5Y hücre 

gruplarında ve Parkinson modeli oluĢturulmuĢ gruplarda RT-qPCR ve ELISA yöntemi ile 

belirlenmiĢtir. (-K) ve (+K) grupları karĢılaĢtırıldığında GPx4 seviyelerinde belirgin bir düĢüĢ 

olduğu gözlemlenmiĢtir (ġekil 4.12.). 

 

 

ġekil 4.12. Deney gruplarında belirlenen GPx4‟ün gen ve protein ifade düzeyleri 
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GPx4 spesifik aktivitesinin J2 molekülü uygulanan gruplarda doza bağımlı olarak azaldığı 

gözlemlenmektedir. (-K) gruplarında sırasıyla 52,21 U/mg protein, 48,39 U/mg protein, 35,4 

ng/mL, 31,95 U/mg protein olarak kaydedilirken; (+K) gruplarında bu değerler sırasıyla 7,33 

U/mg protein, 7,14 U/mg protein, 6,26 U/mg protein, 3,83 U/mg protein olarak 

kaydedilmiĢtir. Özellikle (-K)+0,24 µM J2 ve (+K)+0,24 µM J2 gruplarında GPx42ün 

spesifik aktivitesien düĢük seviyeye ulaĢmıĢtır. Aktivite düzeylerine paralel olan GPx4 gen 

ifade düzeyleri de bu verileri destekler niteliktedir. Bu sonuçlar, J2‟nin GPx4 gen ifade 

düzeyleri üzerinde inhibe edici bir etkisi olduğunu düĢündürmektedir.  

 

4.8. Rekombinant HSP27’nin Üretimi ve SaflaĢtırılması 

 

Plazmid, CaCl2 metodu ile kimyasal transformasyona yetenekli hale getirilmiĢ E.coli 

BL21(DE3) suĢuna baĢarıyla aktarıldıktan sonra uygulanan protokoldeki gibi uygun Ģartlarda 

hücrelerin büyümesi sağlanmıĢtır. 

 

 

ġekil 4.13. Ampisilin içeren LB agar besiyerinde E. coli BL21(DE3) hücrelerinin geliĢimi 

 

E.coli BL21(DE3) suĢunda 1 mM IPTG ile 1 saat indüklenerek elde edilen hücreler 

toplanarak lizis iĢlemi uygulanmıĢtır. SaflaĢtırma basamağında en iyi fraksiyonu 

belirleyebilmek adına 100-200-400 mM imidazol içeren farklı konsantrasyonlarda elüsyon 

solüsyonları kullanılmıĢtır.  

 



58 

 

 

ġekil 4.14. HSP27‟nin saflaĢtırma adımlarının SDS-PAGE analizi (FT: flowtrough, W1-W2-

W3: Yıkama, E1-E2-E3; Elüsyon). 

 

SaflaĢtırma iĢleminin etkinliğini ve proteinin saflığını değerlendirmek amacıyla, elüe edilen 

fraksiyonlar SDS-PAGE analiziyle incelenmiĢtir. Analiz sonuçları, 400 mM imidazol içeren 

elüsyon solüsyonundan elde edilen rekombinant HSP27‟nin moleküler ağırlığına uygun tek 

bir bantın varlığını göstererek, saflaĢtırma iĢleminin baĢarılı olduğunu teyit etmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 4.15. Rekombinant olarak üretilen HSP27‟nin SDS-PAGE ve Western-blot görüntüleri 

 

HSP27‟nin SDS-PAGE analizine göre, indüksiyon sonrası toplam protein ekstraktında 

yaklaĢık 27 kDa moleküler ağırlığa sahip bir bant gözlemlenmiĢtir. Bu bant, HSP27 proteini 

ile uyumlu bulunmuĢtur. Western-blot analizlerinde de His-Tag‟a özgü antikor kullanılarak 

proteinin baĢarılı bir Ģekilde eksprese edildiği doğrulanmıĢtır. 
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4.9. Lüsiferaz Aktivite Tayini 

 

Deneylerde, (-K) ve (+K) gruplarında ATP varlığında HSP27‟nin lüsiferaz aktivitesinin arttığı 

fakat J2‟nin artan konsantrasyonlar da uygulanmasıyla lüsiferaz aktivitesinde doza bağımlı (-

K) grubunda %4,41, %26,56, %49,39; (+K) grubunda ise %23,24, %40,35, %70,95 oranında 

düĢüĢlerin görüldüğü kaydedilmiĢtir. Elde edilen sonuçlar, J2‟nin HSP27 ile iliĢkili hücresel 

mekanizmalar üzerinde inhibe edici bir etkiye sahip olabileceğini doğrular niteliktedir. 

 

 

ġekil 4.16. Deney gruplarında lüsiferaz aktivite tayini 

 

 

  



60 

 

5. SONUÇ ve TARTIġMA 

 

HSP27 inhibitörü olan J2 molekülünün dopaminerjik SH-SY5Y ve rotenon uygulanarak 

Parkinson modeli oluĢturulmuĢ SH-SY5Y hücreleri üzerindeki doz-zaman iliĢkili etkileri tez 

kapsamında ortaya koyulmaktadır.  

 

Negatif ve pozitif kontrol üzerinde farklı konsantrasyonlarda denenen J2 molekülünden elde 

edilen MTT hücre canlılık analizi bulgularına göre bu molekülün metabolik etkileri, 

ferroptozis ve apoptoz yolakları üzerinden irdelenmiĢtir.  

 

MTT verilerine göre hücre grupları üzerinde IC50 değerleri 0,12 μM olarak belirlenmiĢ olup 

çalıĢma boyunca anlamlı bir kıyaslama yapabilmek için bu değerin alt ve üst konsantrasyon 

dozları da (0,06, 0,12, 0,24 µM) dahil edilerek aynı parametreler ile çalıĢılmıĢtır. Her bir 

hücre grubuna belirlenen dozlarda uygulamalar yapılmıĢ ve bu uygulamalar sonucunda 

hücrenin membran izolasyonu, protein ekstraksiyonu ve cDNA sentezi gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

BAX ve BCL-2 gen ve protein seviyelerine dair bulgulara bakıldığında, J2‟nin apoptotik 

yolağı doza bağımlı olarak aktive ettiği gözlemlenmektedir. BAX seviyelerinde gözlenen 

artıĢ, J2‟nin hem negatif hem de pozitif kontrol gruplarında apoptotik mekanizmaları 

desteklediğine iĢaret etmektedir. Anti-apoptotik bir protein olan BCL-2‟nin seviyelerindeki 

belirgin düĢüĢ, apoptotik mekanizmaların aktivasyonuna yol açarak J2‟nin intrensek yolağı 

etkilediğini doğrulamaktadır ki yapılan çalıĢmalarda BAX‟ın anormal seviyelerdeki artıĢı ve 

bunu takiben BCL-2 seviyelerindeki azalmaların nöronal ölüme yol açtığı bildirilmektedir 

(Adams ve Cory, 1998, Blandini vd., 2003; Tatton, 2000). J2 molekülünün artan 

konsantrasyonlarda CASP3 aktivasyonunu up-regüle etmesi ve bu molekülün neden olduğu 

reaktif oksijen türlerininde hücresel apoptoz mekanizmalarını tetikleyerek aktive ettiğini 

destekler niteliktedir (Higuch vd., 1998; Porter ve Jänicke, 1999). Yüksek dozlarda görülen 

apoptotik etkilerin daha belirgin hale gelmesi, J2‟nin nörodejeneratif hastalıklarda ya da bu 

hastalığa yatkınlığı olan bireylerde tedavide kullanımının kontrollü bir Ģekilde planlanması 

gerektiğini ortaya koymaktadır.  

 

Western-blot analizi görüntüleri, J2 molekülünün HSP27 üzerindeki baskılayıcı etkilerini net 

bir Ģekilde göstermektedir. Negatif kontrol grubunda, HSP27‟nin referans alınarak 
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değerlendirilmesi göz önüne alındığında, J2 molekülünün artan konsantrasyonlarının 

uygulanmasıyla birlikte bu ekspresyonun anlamlı Ģekilde azaldığı gözlemlenmiĢtir. Bu 

azalma, J2‟nin HSP27 ekspresyonunu transkripsiyonel veya post-translasyonel seviyede 

baskıladığını veya proteinin yıkımını hızlandırdığını göstermektedir (Hwang vd., 2017; 

Karademir ve Özgür, 2023). Pozitif kontrol gruplarında rotenonun neden olduğu hücresel 

stresin HSP27 seviyelerinde artıĢa yol açması beklenirken, J2‟nin bu artıĢı baskılaması, 

molekülün strese aracılık eden yolaklar üzerindeki inhibitör etkisini destekler niteliktedir. 

Rotenonun, oksidatif stres aracılığıyla mitokondriyal disfonksiyona neden olduğu ve bu stres 

yanıtının HSP27 ekspresyonunda artıĢı tetiklediği literatürde yaygın olarak bildirilmektedir 

(Sherer vd., 2002; Xiong vd., 2012; Rajesh vd., 2014). Ancak, J2 molekülünün rotenon etkisi 

altındaki hücrelerde HSP27 seviyelerini belirgin Ģekilde azaltması, J2‟nin HSP27‟nin 

koruyucu etkilerini baskılayarak hücreleri daha savunmasız hale getirebileceğini 

düĢündürmektedir. Bu bulgular, nörodejeneratif hastalıklarda J2 molekülünün apoptoz ya da 

ferroptozis gibi hücresel ölüm mekanizmalarını aktive edebileceğine dair önemli kanıtlar 

sunmaktadır. 

 

TAS ve TOS verilerine göre hücre grupları arasındaki dalgalı seyir, J2 molekülünün farklı 

dozlarının hücrelerin oksidan-antioksidan yanıtını lineer bir biçimde etkilemeyebileceğini 

göstermektedir. Dozlarda kaydedilen bu farklılıklar, hücrelerin J2‟ye karĢı verdiği yanıtın 

kompleks ve doza bağlı bir dinamik izlediğini göstermektedir. TAS verileri dikkate 

alındığında pozitif kontrol grubundaki istikrarlı artıĢ hücrelerin hâlihazırda içinde bulunduğu 

stres durumunun, J2 molekülünün de etkisiyle daha öngörülebilir bir Ģekilde artırabileceğini 

düĢündürmektedir. Bu bulgular göz önüne alındığında bu molekülün doz seviyelerine bağlı 

olarak oksidatif stresle iliĢkili hücresel ölüm mekanizmalarını etkileme potansiyeline sahip 

olabileceği fikri ortaya çıkmaktadır. 

 

Lipid peroksidasyonuna dair bulgular incelendiğinde, J2 molekülünün MDA seviyelerini doza 

bağımlı olarak anlamlı Ģekilde artırdığını ve hücresel membran hasarına yol açabileceğini 

göstermektedir. Özellikle ek bir stres etkeni olan pozitif kontrol koĢulunda bu artıĢ, 

ferroptozisin temel belirteçlerinden biri olan lipid peroksidasyonunun, J2‟nin etkisiyle 

Ģiddetlenebileceğine iĢaret etmektedir (Dixon vd., 2012; Stockwell vd., 2017).  
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Demir seviyeleri, ferroptozis sürecinde kritik bir rol oynayan ve lipid peroksidasyonunu 

artırarak hücre ölümüne yol açabilen önemli bir mekanizmadır. Fe
+2

 ve Fe
+3

 seviyeleri 

incelendiğinde, (-K) grubunda Fe
+3

 seviyelerinin J2 uygulanması ile doza bağımlı olarak 

azaldığı, J2 molekülünün yarattığı stresin Fe
+3

‟ü Fe
+2

‟ye indirgeyerek ferroptozis 

mekanizmasını tetikleyebileceğini ve hücre ölümüne yol açabiliceğini düĢündürmektedir. 

Ayrıca Fe
+2

 seviyelerinin Parkinson hastalığı modelinde baĢlangıçta yüksek olduğu ve J2 

uygulanmasıyla yüksek artıĢlar kaydedildiği görülmektedir. Bu veriler J2‟nin ferroptozis 

üzerinden Parkinson hastalığında hücresel ölümü hızlandırıcı bir etkisi olabileceğine dair 

güçlü kanıtlar sunmaktadır. 

 

Demire bağımlı bir hücre ölümü yolu ferroptozisin biyobelirteçlerinden biri olan GPx4, lipid 

peroksitleri detoksifiye ederek hücreleri ferroptozise karĢı koruyan antioksidan bir enzimdir 

Dixon vd., 2012; Stockwell vd., 2017). Elde edilen bulgular incelendiğinde GPx4‟ün spesifik 

aktivitesinin (-K) grubunda özellikle J2‟nin artan konsantrasyonlarındaki düĢüĢü dikkat 

çekmektedir. Bu durum J2‟nin ferroptozisi tetikleyebileceği veya antioksidan savunmayı 

baskılayarak hücresel oksidatif stresi artırabileceğini düĢündürmektedir. (+K) grubundaki 

GPx4 spesifik aktivitesinin düĢük olması Parkinson modellemesi yapılan hücrelerde 

ferroptozis ihtimalinin giderek güçlendiğine veya hücrelerin ferroptozise daha duyarlı hale 

geldiğine iĢaret ediyor olabilir.  

 

HSP27 inhibitörü olan J2 molekülünün GPx4 ve ferroptozis üzerindeki etkilerini gösteren 

çalıĢmalar sınırlıdır ancak benzer bileĢiklerin oksidatif stres ve hücresel ölüm mekanizmaları 

üzerindeki etkileri literatürde bildirilmiĢtir (Li vd., 2020; Seibt vd., 2019). Bulgularımız, J2 

molekülünün hücre içine Fe
+3 

alımını arttırarak Fe
++

 indirgenmesini hızlandırdığını ve 

antioksidan savunmayı zayıflatarak ferroptozis gibi hücresel ölüm yollarının 

tetiklenebileceğini ortaya koymaktadır (Dixon vd., 2012; Stockwell vd., 2017).  

 

J2 molekülünün HSP27 üzerindeki etkisini inceleyebilmek için lüsiferaz aktivite tayini 

yapılmıĢtır. (-K) ve (+K) gruplarında ATP varlığında HSP27 lüsiferaz aktivitesini 

gösterebiliyorken, bu gruplara J2 uygulanmasının ardından bu aktivitenin doza bağımlı olarak 

azaldığı gözlemlenmiĢtir. Elde edilen sonuçların J2‟nin HSP27‟nin yeniden katlanma ile 

iliĢkili mekanizmaları üzerinde inhibe edici bir etkiye sahip olabileceğini doğrulamaktadır. Bu 

sonuçlar doğrultusunda J2 molekülünün HSP27 üzerindeki inhibe edici etkisi nörodejeneratif 
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hastalıklarda nöronal sağkalımı ve rejenerasyonu destekleyen, nöroprotektif etki gösteren 

HSP27 için negatif bir etki yaratmaktadır. (Navarro-Zaragoza, vd.,2021; Ousman vd., 2017; 

Stetler vd., 2009). 

 

 

ġekil 5.1. J2 molekülünün apoptoz ve ferroptozis üzerindeki etkileri 

 

Genel olarak, HSP27 inhibitörü olan J2 molekülü, hem bazal hem de stres koĢullarında 

hücresel metabolizmayı etkileyerek apoptotik ve ferroptotik mekanizmaları aktive edebilecek 

bir potansiyele sahiptir. Kanser hastalığı tedavilerinde ümit verici yanıtlar elde edilsede bu 

ilacın olası yan etkileri sayılabilecek olan nörodejeneratif hastalıklarda ortaya çıkarabileceği 

negatif dönütlerde mecvuttur. 2005‟te yayınlanan Latchman‟ın bir makalesine göre, HSP'lerin 

koruyucu etkisi üzerine yapılan çalıĢmaların çoğunluğu, ana uyarılabilir ısı Ģoku proteini 

HSP70 üzerinde yoğunlaĢmıĢ olsa da, çeĢitli kanıtlar, HSP27'nin sinir sisteminde daha güçlü 

bir koruyucu etkiye sahip olabileceğini öne sürmektedir. HSP27‟nin nöronal koruma 

mekanizmalarında daha aktif olduğu, HSP70‟in bazı stres uyaranlara maruz kalmaya karĢı 

koruma sağlayamazken, HSP27'nin aĢırı ekspresyonunun çeĢitli streslere karĢı koruma 

sağladığı bildirilmektedir (Latchman, 2005). Bu bulgular, nörodejeneratif hastalıklarda J2‟nin 
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HSP27‟nin hücresel koruma fonksiyonlarını zayıflatmasına neden olarak, hücreleri oksidatif 

strese ve lipid peroksidasyonuna daha duyarlı hale getirdiğini göstermektedir. Literatüre 

uygun olarak, bu mekanizmaları daha iyi anlamak için in vivo modellerde yapılacak daha 

fazla deneysel çalıĢma gerekliliğini açıkça ortaya koymaktadır. J2 molekülünün kullanım 

alanlarının değerlendirilmesi, özellikle Parkinson hastalığı gibi stres kaynaklı nörodejeneratif 

hastalıklarda dikkat çekici yeni önlemler sunabilir. 
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