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ÖNSÖZ 
 

Günümüzde birçok insan, kimyasal maddelerin toksik, mutajenik ve karsinojenik 

etkilerinin en aza indirilmesi ve çeşitli hastalık etmenlerine karşı koruyucu ajanlar 

olarak bitkisel preparatlar ya da normal diyetlerin bileşenleri olarak tüketilen 

fitokimyasalları sıklıkla tüketmektedirler.  Bu yüzden, son yıllarda fitokimyasalların 

anti-kanserojenik, anti-oksidatif ve anti-mutajenik etkiler gösterdiğini, karsinojenlerin 

metabolizmasında etken bir role sahip olan sitokrom P450 enzimlerinin 

ekspresyonlarında değişimlere neden olarak bu tür maddelerin metabolizmasını 

değiştirdiğini bildiren birçok bilimsel çalışmalar gerçekleştirilmiştir. Ayrıca, bu 

fitokimyasalların çeşitli hastalıklardaki koruyucu ya da iyileştirici rollerinin veya zararlı 

etkilerinin tanımlanmasına yönelik bilimsel araştırmalar artan bir ilgi ile devam 

etmektedir. Günümüzde bitkilerden izole edilmiş birçok aktif bitki bileşenleri dünyanın 

dört bir tarafında yaygın olarak kullanılmakta ve bazı kanser türlerinde ise umut 

kaynağı olarak görülmektedir. Bitkilerde bulunan bu aktif maddeler grubundan biride 

fenolik asitlerdir. Fenolik asitler bitki âleminde çok sıklıkla rastlanan önemli sekonder 

metabolitlerdendir. Fenolik asitler hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinamik asitler 

olmak üzere iki ana alt gruba ayrılırlar. C6-C3 fenilpropan yapısında olan 

hidroksisinamik asitler, fenilpropan halkasına bağlanan OH grubunun konumu ve 

yapısına göre farklı özellik gösterirler. Çok yaygın bulunanları; kafeik asit, ferulik asit, 

sinapik asit, p- kumarik asit (4-hidroksisinamik asit) ve o-kumarik asittir (2-

hidroksisinamik asit). Bu fenolik asitler sebze, meyve, hububat, kuruyemiş, , kahve ve 

çay da yüksek miktarda bulunduğundan, insanların diyetle birlikte sıklıkla aldıkları 

bileşikler olarak karşımıza çıkmaktadır. Son yıllarda yapılan çalışmalar kafeik asit,  

ferulik asit ve m- ve p-kumarik asidin anti-oksidatif, anti-fibroz, anti-viral, anti-tümör, 

anti-trombotik anti-hipertansif gibi birçok biyolojik aktiviteye sahip oldukları 

gösterilmiştir. Buna karşın, o-kumarik asidin biyolojik aktivitelerine yönelik çalışmalar 

literatürde çok azdır.  Bu çalışmalar daha çok bu maddenin anti-oksidan ve anti-

lipidemik aktiviteleri ile ilgilidir. Bu nedenle, benzer fenolik asitler gibi anti-karsinojenik 

etki gösterme ihtimalinin yüksek olması ve insanlar tarafından diyetle beraber sık 

alınılması, o-kumarik asidi insan sağlığı açısından önemli yapmaktadır. Bu çalışmada 

diyetle sıklıkla alınan ve geleneksel tedavide yaygın olarak kullanılan ısırgan otu, 

ökse otu, mercanköşkü, zerdeçal, keten tohumu, yaban mersini, kudret narı ve 
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kuşkonmaz gibi bitkilerde bulunan o-kumarik asidin, anti-karsinojenik etkilerinin ve 

etki mekanizmalarının saptanması amaçlanmıştır.  

Bu amaçla, insan meme kanseri (MCF 7), insan karaciğer kanseri (HepG2) ve insan 

fibroblast hücre hattında (3T3) sitotoksite çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 

Antikarsinojenik etki mekanizmalarında rol oynayan hücre döngüsü düzenleyici 

genler (siklin D2, p21 ve p16) ve tümor baskılayıcı genlerin (p53, PTEN) ekpresyon 

düzeyleri (mRNA ve protein düzeyleri) tespit edilerek etki mekanizmaları 

tanımlanmaya çalışıldı. Ayrıca bu fenolik asit’in Apoptoz yolaklarında çalışan Bcl-2, 

bax, Kaspaz 3 ve 9, APAF-1 gibi genlerin ekspresyon ve protein düzeyleri tespit 

edildi. Tüm bunların yanı sıra o-kumarik asidin HepG2 hücre hattında,  

prokarsinojen/karsinojen metabolizmasında önem arz eden spesifik sitokrom P450 

izozimlerinin ekpresyon ve protein düzeyleri üzerine etkileri belirlenmiştir. 

 

Elde edilen bulgular, o-kumarik asidin MCF-7 hücrelerinde yukarıda belirtilen 

genlerin ekspresyonlarında değişmelere yol açtığını göstermiştir. Ayrıca, bu fenolik 

asidin HEPG2 hücrelerinde CYP450 izozimlerinin ekspresyonlarında ciddi 

değişimlere sebep olduğu saptanmıştır. Tüm bu sonuçlar o-kumarik asidin anti-

karsinojenik etki göstermesine rağmen kanser oluşum riski, klinik toksite ve ilaçların 

metabolizmasında bozulmalara sebep olabileceği sonucuna varılmıştır. Bu yüzden 

bu sekonder bileşik için doz ayarlanması yapılması gerçeği ortaya konmuştur. 

 

TÜBİTAK AR-GE Eşgüdüm Daire Başkanlığına Hızlı Destek Programı 

kapsamınıda sunduğumuz bu çalışma TEMEL BİLİMLER ARAŞTIRMA GRUBU 

(TBAG) tarafından 111T011 kodu ile desteklenmiştir. TUBİTAK Temel Bilimler 

Araştırma Grubuna destekleri için teşekkürlerimizi sunuyoruz. 
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ÖZET  

 
o-Kumarik Asit’in (Trans 2-Hidroksisinnamik Asit) Apoptoz ve Karsinojen Yolakları ile 

Ksenobiyotik  Metabolizması Üzerine Etkilerinin Moleküler Düzeyde Aydınlatılması. 

 

Günümüzde birçok insan,  kimyasal maddelerin toksik, mutajenik ve karsinojenik 

etkilerinin giderilmesi ve çeşitli hastalık etmenlerine karşı koruyucu ajanlar olarak 

bitkisel preparatları ya da normal diyetlerin bileşenleri olan fitokimyasalları sıklıkla 

tüketmektedirler. Bu çalışma insanların diyetle birlikte sıklıkla aldıkları ve geleneksel 

tedavi amaçlı tıbbi bitkilerin yapısında yaygın bir şekilde bulunan o-kumarik asitin  

anti-karsinojenik, apoptotik etkilerinin etki mekanizmaları ile olası diyet-ilaç 

potansiyelinin belirlenmesini kapsamaktadır. Bu amaçla, o-kumarik asit insan meme 

kanseri hücre hattına (MCF 7), insan karaciğer kanseri hücre hattına (HepG2) ve 

iinsan fibroblast hücre hattında (3T3) uygulandı ve sitotoksik etkileri ve etkin dozları 

saptandı. Anti-karsinojenik etki mekanizmalarında rol oynayan hücre döngüsü 

düzenliyici genler (siklin2, CDK4, p21 ve p16)  ile onkogen ve tümör baskılayıcı 

genlerin (pRb, p53, PTEN) ekspresyon düzeyleri tespit (mRNA ve protein düzeyleri) 

edilerek transkripsiyonel ve translasyonel etki mekanizmaları tanımlandı. Ayrıca 

apoptoz yolaklarında çalışan Bcl-2, bax, Kaspaz 3 ve 9, ve APAF-1 gibi proteinlerin 

gen ekspresyon ve protein düzeyleri tespit edildi. Tüm bunlara ek olarak, ilaç ve 

prokarsinojen/karsinojen metabolizmasında önem arz eden spesifik sitokrom P450 

izozimlerinin gen ekpresyon ve protein düzeyleri üzerine etkileri belirlendi. 

Sitotoksisite sonuçlarına göre, LD50 değerleri, MCF-7 HepG2 ve 3T3 hücreleri için 

sırasıyla 7,39 mM, 4.95 mM ve 7.96 mM olarak hesaplanmıştır. 3T3 hücrelerine 

MCF-7 ile karşılaştırma yapabilmek için MCF-7 hücrelerine uygulanan 4.95 mM o-

kumarik asit dozu uygulandı. o-kumarik asit  apoptoz yolağında görev alan  Kaspaz 3 

ve bax proteinlerinin mRNA ve protein seviyelerini  artırırken (1.59-2.52-kat,p<0.05), 

bu proteinlerin seviyeleri T3 hattında istatistiksel olarak anlamlı değişmemiştir. Mcf-7 

hücre hattında Bcl-2’in mRNA ve protein seviyesi sırasıyla 35% ve 48% azalmıştır 

(p<0.05).  3T3 hücre hattında ise bcl-2’nin  protein ve mRNA seviyesi yaklaşık 1.25-

kat artmasına rağmen bu artış anlamlı bulunmamıştır. Apoptoz yolağında görev alan 

Apaf-1 ve kaspaz 9 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri 2 hücre hattında da 

değişmemiştir. O-kumarik uygulaması sonucunda hücre döngüsünde görev alan 

siklin D1, D2 ve siklin bağımlı kinaz 2’nin protein ve mRNA seviyeleri her iki hücre 

hattında da azalış göstermektedir (10-65%). O-kumarik asit tümör baskılayıcı 
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proteinlerden olan p53 ve PTEN’in mRNA ve protein seviyesini her iki hücre hattında 

artmasına neden olmuştur (1.55-3.43-kat, p<0.05). Retinblastomanın (Rb) mRNA ve 

protein seviyesinde anlamlı değişimlere yol açmamıştır. Tüm bunlara ek olarak, o-

kumarik asit HepG2 hücre hattında CYP1A2, CYP2E1 ve CYP2C92un mRNA ve 

protein seviyelerin artmasına sebep olmuştur (1.4-5.24-kat, p<0.05). CYP3A4’ün 

mRNA ve protein seviyesi ise azalmıştır (52 % ve 60%, p<0.05). 

Tüm bu sonuçlar, o-kumarik asit, kanser oluşumunu ve gelişimini birçok noktadan 

engelleyerek antikarsinojenik etki gösterdiğini ortaya koymuştur. Fakat, kimyasal 

karsinojenezde rol alan CYP1A2 ve CYP2E1 gibi proteinlerin o-kumarik asit 

uygulaması sonucunda indüklenmesi, kullanımdan önce bir doz ayarlanması 

yapılması gerçeğinide ortaya koymaktadır. 

 

Anahtar Kelimeler: o-kumarik asit,  anti-karsinojen etki, apoptotik etki, Sitokrom 

P450 izozimleri, fitokimyasal-ilaç etkileşimleri, moleküler mekanizma 
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ABSTRACT 

Investigating the effect of o-coumaric acid (trans 2-hydroxycinnamic acid) on 

apoptosis and carcinogen pathyways and xenobiotic metabolism with 

molecular approaches. 

 

Nowadays many people consume frequently herbal remedies or phytochemicals that 

are constituent of normal diet in order to reduce chemicals’ toxic, mutagenic and 

carcinogenic effects and as a protective agent against various disease factors. The 

scope of this proposed research project is to determine action mechanism of the anti-

carcinogenic, apoptotic effects and possible diet-drug interaction potential of the o-

cumaric acid that is taken frequently by diet and found in traditional therapeutic 

medicinal plants widely. For this purpose, o-coumaric acid was applied to human 

breast cancer cell line (MCF-7), human liver cancer cell line (HepG2) and human 

fibroblast cell line (3T3). So, cytotoxic effects and effective doses was determined. 

Expression levels of cell cycle regulatory genes involved in anti-carcinogenic 

mechanisms (cyclin2, Cdk4, p21, and p16) and of oncogenes and tumor suppressor 

genes (pRb, p53, PTEN) was detected whereby transcriptional and translational 

mechanisms will be undertaken to clarify. Moreover, expression levels of genes 

working in the apoptosis pathway such as Bcl-2, bax, caspase 3, 8 and 9 and APAF-

1 was identified and thus transcriptional and translational mechanisms will be 

attempted to define. In addition to all, expression and protein levels of cytochrome 

P450 isozymes important in drug and procarcinojen/carcinogen metabolism were 

determined  

According to cytotoxicity results, LD50 values were calculated as 7,39 mM, 4.95 mM 

and 7.96 mM in, MCF-7 HepG2 and 3T3 cells, respectively. Although o-coumaric 

acid was increased the mRNA and protein levels of apoptotic proteins, namely 

caspase 3 and bax in MCF-7 cells (1.59-2.52-fold,p<0.05),  these proteins’ mRNA  

and protein levels was not changed statistically significant in 3T3 cell line. Bcl-2’s 

mRNA and protein levels were decreased 35%  and 48% in MCF-7 cells, respectively 

(p<0.05).  Although, protein and mRNA levels of bcl-2 were increased approximately 

1.25-fold, this increases were not found statistically significant. Apaf-1 and caspase 9 

proteins’ expression levels was not changed in both cell lines. The levels of mRNA 
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and proteins of cell cycle proteins namely cyclin D1, D2 and cyclin dependent kinase 

2 were decreased in both cell lines (10-65%). In contrast to these proteins, another 

cell cyle regulatory protein CDNK2A’ mRNA and protein levels were increased nearly 

3.0-fold in MCF-7 cell line. On the other hand, mRNA and protein levels of CDKN2A 

were not changed statistically significant in 3T3 cells. O-coumaric acid caused 

increase in mRNA and protein levels of tumor suppressor proteins namely P53 and 

PTEN in both cell lines (1.55-3.43-fold, p<0.05). mRNA and protein levels of   

Retinoblastoma (Rb)  was not changed statistically significant. In addition to these, o-

coumaric acid was caused increases in mRNA and protein levels of CYP1A2, 

CYP2E1 and CYP2C9 in HepG2 cells (1.4-5.24-fold, p<0.05). In contrast to these, 

CYP3A4’s mRNA and protein levels were decreased (52 % and 60%, p<0.05). 

All of these results, o-coumaric acid shows anti-carcinogenic acid by preventing 

cancer formation and development in multiple points.  But, o-coumaric acid treatment 

was induced the CYP1A2 and CYP2E1 which are involved in chemical 

carcinogenesis so, dose adjustment must be required before usage. 

 

 Key Words: o-coumaric acid,  anti-carcinogenic effect, apoptotic effect, 

Cytochrome P450 isozymes, Phytochemical-diet interaction, molecular mechanisms 
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SİMGE ve KISALTMALAR DİZİNİ 

 

 

µg                       Mikrogram 

µl                        Mikrolitre 

µM                       Mikromolar 

mM                      Milimolar 

0C                        Santigrat derece 

cm                       Santimetre 

CO2                             Karbondioksit 

CYP450               Sitokrom P450 

HEPES                N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N’-(2-ethanesulfonicacid) 

APS                     Amonyum persülfat 

TEMED                N,N,N’,N’-Tetramethylthylene-diamine 

EDTA                   Etilen diamin tetra asetik asit 

KPi                       Potasyum fosfat 

Na2CO3                        Sodyum karbonat 

NaCl                     Sodyum klorür 

NaOH                   Sodyum hidroksit 

TCA                     Trikloro asetik asit 

SDS                     Sodyum Dodesil Sülfat 

o-CA         o-kumarik asit 

MCF-7        İnsan meme kanseri hücre hattı 

HepG2        İnsan karaciğer kanseri hücre hattı 

3T3         İnsan fibroblast hücre hattı 
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1. GİRİŞ 

 

Endüstrileşmenin gelişmesiyle birlikte çevreye her yıl binlerce çeşit kimyasal 

madde atılmaktadır. Buna ilave olarak, teknolojinin ilerlemesi ve tıp alanındaki 

gelişmelerle birlikte her gün yeni bir ilaç çeşitli hastalıkların tedavisi amacıyla 

üretilmektedir. Bunun sonucu olarak, dünyamızdaki canlılar ve özellikle insanlar, 

birçoğu toksik olan bu bileşiklere ve kimyasallara maruz kalmaktadırlar. Bunun 

sonucunda insanlar da kanser dahil birçok hastalık oluşmaktadır. Erken teşhis ve 

tedavideki yeni gelişmelere rağmen, kanser hala ölüm nedeni olarak ilk sıralardaki 

yerini son 20 yıldan beri korumaktadır. Günümüzde kanser gelişiminin ve kontrolünün 

doğal antioksidan, anti-mutajen ve anti-karsinojen maddeler kullanılarak önlenmesi 

(chemeprevention) giderek artan biçimde önem kazanmaktadır. Bu maddeler ilaç 

halinde sentetik olarak ya da diyet içerisinde tabii kaynaklı bileşikler halinde 

bulunmaktadır (Morse ve Stoner, 1993).  Fakat birçok bitkinin içinde bulunan doğal 

kaynaklı anti-oksidan, anti-mutajen ve anti-karsinojen maddelerin önemi son yıllarda 

giderek artmaya başlamıştır. Fitokimyasallara gösterilen artan ilgi, bu kimyasalların 

kanser, yaşlanma ve kardiyovasküler hastalıklar gibi patofizyolojik oluşumlarda 

önemli koruyucu rollere sahip olmalarının yapılan bilimsel çalışmalar ile gösterilmiş 

olmasından kaynaklanmaktadır. Son yıllarda yapılan epidemiyolojik çalışmalar bu 

maddeleri içeren sebze ve meyve tüketiminin insanları kansere karşı koruduğunu 

göstermektedir. (Nestle, 1992, Giuliano, ve Gapstur, 1998, Nestle, 1998). Ayrıca, 

dünyada ve de Türkiye de pek çok kanser hastası kemoterapi, radyoterapi gibi 

konvansiyonel tedavilerin yanı sıra bu maddeleri içeren bitkisel preparatları 

tamamlayıcı ve alternatif tedavi olarak sıklıkla kullanmaktadırlar. Bunun sonucunda, 

günümüzde bu ürünlere gösterilen ilgi her geçen gün artmakta, hem halk sağlığı 

açısından önem oluşturmakta hem de çok büyük bir ekonomik değer olarak ortaya 

çıkmaktadır. Bu ürünlerin, ABD'de 5 milyar dolar, dünya genelinde ise 50 milyar 

dolarlık yıllık ticaret hacmine eriştiği belirtilmektedir (Gruenwald 2000). Ancak halk 

arasındaki yanlış yaygın kanı bu preparatların doğal olduğu ve zararsız olduğu 

inancının aksine bu preparatların hayati tehlike arz eden durumlar oluşturmaktadır.  
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Bitkisel materyallerde bulunan fitokimyasallar kabaca, fenolik asitler ve 

flavonoidler olarak iki gruba ayrılırlar. Fenolik asitler bitkide serbest ve bağlı formda 

bulunurlar. Bağlı fenolikler ester, eter ve asetal bağları ile çeşitli bitkisel bileşiklere 

bağlanmış olabilirler (Xu ve ark., 2007). Bitkilerin büyümesinde ve üremesinde çok 

önemli görevleri olan bu bileşikler genellikle hidroksibenzoik asitler ve 

hidroksisinamik asitler olmak üzere iki ana alt gruba ayrılırlar. (Bravo, 1998). Fenolik 

asitlerden, “hidroksisinamik asitler” grubundaki bileşiklerin yapısı, C6-C3 iskeletine 

dayanmaktadır. Çok yaygın bulunanları; kafeik asit, ferulik asit, sinapik asit p-kumarik 

asit ve o-kumarik asitlerdir. Bitkilerde hidroksinamik asitlerin büyük bir kısmı organik 

asitler ve şekerlerle esterleşmiş halde bulunurlar. Bu aktif maddeler üzüm, çilek, 

kayısı, elma, portakal, patates, soğan, sarımsak, turp, soya, havuç gibi sebze ve  

meyvelerde,  buğday, arpa, pirinç gibi hububatlarda, yer fıstığı gibi kuruyemişlerde, 

pekmez, bal, şarap, kahve ve çay da yüksek miktarda bulunduğundan, insanların 

diyetleriyle sıklıkla aldıkları bileşikler olarak karşımıza çıkmaktadır (King ve Young, 

1999; Özkan, 1999; Karadeniz ve Ekşi, 2001; Di Mauro ve ark., 2002; Giusti ve 

Wrolstad, 2003; Robbins, 2003; Turhan ve Yıldız, 2003; Yao ve ark., 2004; Nystrom 

ve ark., 2005; Göktürk Baydar, 2006; Gorinstein ve ark., 2008; Nilüfer ve Boyacıoğlu, 

2008; Christophoridou ve Dais, 2009; Kan ve Bostan, 2010).  Ayrıca hidroksisinamik 

asitler, ülkemizde “Tamamlayıcı ve Alternatif Tedavide” sıklıkla kullanılan ısırgan otu, 

ökse otu, zerdaçal, kokulu yonca, kelek otu, kuşburnu, karayemiş, keten tohumu,  

kuşkonmaz, kudret narı, yaban mersini gibi bitkilerde de bulunmaktadırlar (Güvenç, 

1997;  Ayan ve ark., 2004; İşleroğlu ve ark., 2005; Pappas ve Schaich, 2009; Zhang 

ve ark., 2009;  ).  

Bitkilerdeki fenolik maddelere baktığımız zaman flavonoidler bu maddelerin 

yaklaşık üçte ikisini içeren baskın sınıf olarak karşımıza çıkmasına rağmen, son 

yıllarda küçük bir sınıf olan fenolik asitlerin antioksidan özellikleriyle alakalı birçok 

çalışma dikkatleri bu grup üzerine çekmiştir. Bu maddelerin bitki odaklı yiyeceklerin 

yapısında kaçınılmaz olarak bulunduğundan dolayı, insanlar diyetlerine göre 

(diyetlerin sebze, meyve hububat, çay, kahve, baharat oranlarına göre) bu 

maddelerden günde yaklaşık 25 mg ile 1g arasında almaktadırlar (Clifford, 1999). 

Ayrıca,  son yıllarda yapılan çalışmalar  kafeik asit,  ferulik asit ve m- ve p-kumarik 

asit gibi fenolik asitlerin anti-fibroz, anti-viral, anti-tümör, anti-trombotik anti-

hipertansif gibi birçok biyolojik aktiviteye sahip olduklarını göstermiştir (Graf, 1992; 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6P-511G1WR-2&_user=1010270&_coverDate=12%2F31%2F2010&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000050262&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1010270&md5=e576fe2d7f2caf879a224e0cd67d260a&searchtype=a#b0095
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6P-511G1WR-2&_user=1010270&_coverDate=12%2F31%2F2010&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000050262&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1010270&md5=e576fe2d7f2caf879a224e0cd67d260a&searchtype=a#b0095
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Asanoma ve ark., 1994; Fesen ve ark., 1994; Park  ve Kahng, 1995; Hudson ve ark., 

2000; Morton ve ark., 2000; Adom and Liu, 2002;  Johnson ve ark., 2004;  

Balasubashini ve ark., 2004; Kampa ve ark., 2004; Chuang ve ark., 2005; Khanduja 

ve ark., 2006; Ren ve ark., 2009; Maurya ve Devasagayam, 2010; Prasad ve ark., 

2010). Buna karşın, o-kumarik asidin biyolojik aktivitelerine yönelik çalışmalar 

literatürde çok azdır (Owen ve ark., 2000; Yeh  ve ark., 2005; Hsu ve Yen, 2007; Hsu 

ve ark., 2009).   

Antikarsinojenik etki ve Fitokimyasal Etkiler (Proje Kapsamında) 

Son yıllarda gelişen moleküler biyoloji teknikleri, kanser biyolojisi ve oluşum 

mekanizmaları hakkında çok fazla bilgi elde edilmesini sağlamıştır. Bununla birlikte, 

birçok bitkisel ajanın hücre içi sinyal yolaklarındaki hedef proteinlerin 

ekspresyonlarını etkileyerek tümör oluşumunu baskıladığı gösterilmiştir (Şekil 1). Bu 

proje kapsamında çalışılan,  kanser biyolojisinde ve tümör baskılanmasında önemli 

rol oynayan hedef sinyal yolakları aşağıda verilmektedir: 

 

Şekil 1.1. Kanser tedavisinde Alternatif ve Tamamlayıcı tedavi olarak kullanılan 

bitkilerin etkilediği hedef proteinler (Proje kapsamınsa çalışılanlar), (Aggarwal ve 

ark., 2006’dan uyarlanmıştır) 

Antioksidan  
enzimler 

    AP-1 

    Büyüme            
Faktör Yolağı 

NF-κB 
Yolağı 

  Anjiogenez 
(VEGF) 

   Apoptoz   
Yolağı 

Osteoklastojenez 

Hücre Döngüsü 
Proteinleri 

İnvazyon   
(MMP-9, ICAM-1) 

Çoklu İlaç Direnci 

JAK-STAT 
Yolağı 

Antiapoptotik 
Proteinler 

Kanserli Hücre  
Çoğalması 

 Moleküler 
Hedefler 

Sitokrom P450‘ler 

Onkogenler  
ve Tümör baskı 

proteinleri 

Topoizomerazlar 
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a. Tümör baskılayıcı genler: Tümör baskılayıcı genler (anti-onkogenler) ise 

kontrolsüz hücre proliferasyonu önlemede yer alırlar. Bu genlerde mutasyonlar 

sonucunda meydana gelen fonksiyon kaybı tümör gelişimine sebep olabilir. Bu 

genlerden başlıcaları: Retinoblastoma (Rb), p53, PTEN, BRCA-1 ve BRCA-2,  

Adenomatoz polipozis koli (APC), VHL, NF-1 ve NF-2 genleridir. Rb hücre siklusunda 

G1’den S fazına ilerlemesinde fren görevi yapan proteindir. Diğer önemli tümor 

baskılayıcı gen p53’tür. p53 geni 17. kromozom üzerinde bulunur. 11 ekzondan 

olusur. DNA hasarı sonrası ekspresyonu artar ve DNA tamiri tamamlanana kadar 

hücrenin S fazına girmesini engeller. p53 tümör baskılayıcı gen, insan kanserlerinde 

en sık mutasyon gözlenen genlerden biridir (Machado-Silva ve ark., 2010). 

b. Hücre döngüsü düzenleyici proteinleri: Hücre döngüsü döngü evresine göre 

düzeyleri değişen siklin, siklin bağımlı kinazlar (CDK) siklin bağımlı kinaz inhibitör 

(CDKI) proteinleri tarafından kontrol edilir. CDK’lar kendi başlarına bulunduklarında 

inaktiftirler. Bu proteinler,  siklin'e bağlandıklarında aktifleşerek aktif siklin-CDK 

komplekslerini oluştururlar. Bu kompleks hedef proteinleri fosforile ederek  hücre 

döngünün devamlılığını sağlar (Alberts ve ark., 2002). Memeli hücrelerinde hücre 

döngüsünün düzenlenmesinde 11 adet CDK ve 16 adet siklin rol oynamaktadır 

(Cadabak, 2008). Siklin D ve CDK 4 hücre döngüsünde S fazına geçişte rol alan 

kompleksi oluşturan iki proteindir. Siklin/CDK kompleksin aktivitesi CDK inhibitörleri 

(CDKI) tarafından kontrol edilir. Bu proteinler Siklin/CDK kompleksi oluşumunu ve 

DNA replikasyonunu inhibe eder. Etkiledikleri CDK ve inhibisyon mekanizmalarına 

göre iki farklı CDKI ailesi vardır. Cip/Kip ailesi p21, p27, p57 isimli proteinlerden 

oluşur ve tüm CDK’ları inhibe ederler. Diğer yandan INK4/ARF ailesi ise p15, p16, 

p18, p19 proteinlerinden oluşur ve CDK4 ve CDK6’yı inhibe eder (Cadabak 2008). 

Tüm bu genlerin ekspresyonlarında ve proteinlerinin miktarlarındaki artış ve ya azalış 

birçok kanser türünde sık rastlanan bir durum olarak karşımıza çıkmaktadır (Ekmekci 

ve ark., 2008) 

c. Apoptoz yolakları: Apoptoz normal hücre devir oranı, immün sistem, embriyonik 

gelişim, metamorfoz, hormon bağımlı atrofi ve ayrıca kimyasallara bağlı olarak 

oluşan hücre ölümünü içeren pek çok biyolojik olayda önemli bir prosestir. Bunun 

yanında, apoptoz/proliferasyon dengesindeki değişim, Alzheimer, Parkinson, 

Huntington gibi nörodejeneratif hastalıklar, otoimmün hastalıkları ve bazı kanser 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Machado-Silva%20A%22%5BAuthor%5D
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türlerine neden olmaktadır (Mcphie ve ark., 2003, Cohen, 1997). 

Apoptoz/proliferasyon dengesi sağlıklı doku homeostazının devamına bağlıdır ve  bu 

dengenin bozulması kanser dahil birçok önemli hastalığın patogenezinde rol 

almaktadır (Mcphie ve ark., 2003). Fizyolojik ömrünü tamamladığı halde çeşitli 

nedenlerle apoptoza gidemeyen hücreler habis hücrelere dönüşme potansiyeline 

sahiptir (Stratton ve ark., 2009). Bundan dolayı, son yıllarda, anti tümör ilaç geliştirme 

araştırmalarında apoptozun indüklenmesi önemli bir strateji haline gelmiştir. Özellikle 

bitkilerden elde eldilen aktif maddeler metastatik hücrelerde apoptoz tetikleyicisi 

olarak kullanılabilmektedir. (Senderowicz, 2004).  Apoptotik süreçte temel olarak iki 

protein ailesi önemli rol oynarlar. Bunlardan biri Bcl-2 ailesi diğeri ise kaspazlardır.  

Apoptotik oluşumda büyük önem arz eden mitokondri membran bütünlüğü büyük 

ölçüde Bcl-2 ailesi tarafından kontrol edilir (García-Sáez ve ark., 2010;  Gross ve 

ark., 1999).  Bu gen ailesinin üyeleri, kendi içlerinde birbirlerine antogonist çalışarak 

apoptozu uyaran veya engelleyen bcl-2 proteinlerini kodlarlar. Bu proteinlerden anti-

apoptotik olanlar (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w) apoptoz oluşumunu engellerlerken, pro-

apoptotik olanlar (Bax, Bak, Bok, Bad, bid, Bim, Bmf) apoptozu uyarır (Chipuk ve 

ark., 2010, Pradelli ve ark., 2010, Wang ve  Youle, 2009). Apoptozda yer alan ikinci 

protein ailesi ise kaspazlardır. Kaspazlar, zimojen olarak sitoplazmada bulunan aktif 

merkezlerinde sisteinlerin yer aldığı proteazlardır. Kaspazlar, başlatıcı kaspazlar 

(kaspaz 2, 8, 9, 10 ) ve efektör kaspazlar (kazpaz 3, 6, 7) olmak üzere iki gruba 

ayrılır (Pop ve Salvesen 2009, Franke vd 2003). Kaspazlar apoptoz dışında hücrenin 

çoğalmasında, farklılaşmasında da görevlidirler (Pop ve Salvesen 2009,  Lamkanfil 

ve ark., 2007).  

Fitokimyasalın kanser biyolojisinde ve tümör baskılanmasında önemli rol 

oynayan birçok genin, protein ve gen ekspresyon seviyelerini değiştirdikleri, bu 

sayede antikarsinojenik etki gösterdikleri bilinmektedir. (Şekil 2). Örneğin, 

fitokimyasal kullanılarak apoptoz indüklenmesi ve kanser hücrelerin yok edilmesi, 

kanser tedavisinde çok önemli ve umut vaat edici bir strateji haline gelmiştir. Çeşitli 

bitkilerden elde edilen fitokimyasalların oral kavite, pankreas, akciğer, deri, tiroid ve 

göğüs kanser hücre hatlarında kaspaz 3’e bağımlı, JNK-c-Jun-FasL-kaspaz-3 sinyal 

yolağını aktive ederek, Bax/Bcl-2 oranını artırarak, p53 yolağını aktive ederek, 

mitokondrial yolak aktivasyonu ile  (sitokrom c, Bax, Bcl-2, kaspaz 8, kaspaz-9, 

kaspaz-3), TNF, nitrik oksit sentaz, nüklear faktor Kappa B (NF-kappaB) gibi 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pradelli%20LA%22%5BAuthor%5D
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proteinlerin seviyelerini değiştirerek apoptozu indükledikleri yapılan çalışmalarla 

belirlenmiştir. (Kang ve ark., 2010., Oyagbem ve ark., 2010, Shin ve ark., 2010, 

Wang ve ark., 2010   Kuang ve ark., 2009, Zhang ve ark., 2009). Ferulik asit, p- ve 

m-kumarik asit, kafeik asit gibi fenolik asitlerin insan kanser hücre hatlarında ve 

deney hayvanlarında Bax, Bcl-2, siklin bağımlı kinazlar, siklin B1, kasein kinaz 2, 

p53, kaspazlar ve FAS/FASL yolağı yoluyla apoptozu indüklemekte ve anti-

karsinojenik etki göstermektedirler (Kampa ve ark., 2003; Chuang ve ark., 2005; 

Kahnduja ve ark., 2006; Chen ve ark., 2007; Nakajima ve ark., 2009;  Chang ve ark., 

2010; Balakrishnan ve ark., 2010).  Diyetle çok fazla anılan o-kumarik asidin anti-

karsinojenik aktivitesi ile alakalı çalışma sadece bir tanedir (Hsu ve Yen, 2007). Fakat 

bu çalışma etki mekanizmasının aydınlatılması ile alakalı olmayıp florosan mikroskop 

ile apoptoz tayinini kapsamaktadır. Bu çalışma ile bu maddenin anti-karsinojenik etki 

mekanizmaları önceki çalışmayla kıyaslandığı zaman bu kadar kapsamlı bir şekilde 

ilk defa aydınlatılmaya çalışılacaktır. 

 

Şekil 1.2. Tamamlayıcı ve Alternatif Tedavide kullanılan biyo-etki gösteren aktif 

fitokimyasallar  
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oyagbemi%20AA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kuang%20R%22%5BAuthor%5D


 20 

Sitokrom P450 ve Fitokimyasal etkileşimleri 

Son on yıl süresince, bitkisel preparatlar ya da normal diyetlerin bileşenleri olarak 

tüketilen fitokimyasallar yüksek dozlarda ve sürekli alındıklarında; karsinojen 

metabolizmasında rol oynayan sitokrom P450 enzimlerinin ekspresyonlarında 

değişimlere neden olarak karsinojenik maddelerin metabolizmasını değiştirdiği, anti-

kanserojenik, anti-oksidatif, anti-mutajenik etkiler gösterdiğini bildiren kanıtlar 

sunulmuştur (Zhou ve ark. 2003, 2004). Sitokrom P450 (CYP450) enzimleri, hem 

endojen (yağ asitleri, steroidler vb) hem de ekzojen (ilaçlar, çevresel kirleticiler vb) 

bileşiklerin metabolizmasında rol alan sitokrom P450-bağımlı monooksijenazların 

E.C.1.14.14.1 terminal enzimleridir ve Faz I enzimlerinin önemli bir ailesini teşkil 

ederler (Cooper ve ark. 1965, Adali ve ark., 1996; Arinç ve ark, 1991, 2000, 2007; 

Sen ve Arinc 2000; Sen ve ark., 2001; Orellana ve ark.,2001; Yamaori ve ark. 2004; 

James ve ark. 2005; Semiz ve Sen, 2007, Sen ve Semiz 2007; Ozkarsli ve ark., 

2008). Günümüzde klinik olarak kullanılan ilaçların yaklaşık % 75’inin ve çok büyük 

miktarda diyetsel kaynaklı bileşiklerin Faz I bağımlı metabolizmalarını Sitokrom P450 

enzimleri gerçekleştirir. İnsanda bulunan 59 CYP450 izozimleri üç genel gruba 

ayrıştırılabilir. 1) Daha çok ksenobiyotik metabolizmasında yer alan CYP aileleri 

(CYP1-3), 2) Endojen metabolizmasında rol alan CYP aileleri (CYP5-51) ve 3) Yağ 

asitleri metabolizmasında ve kısmen ksenobiyotik metabolizmasında yer alan CYP4 

ailesi.  

Birçok doğal fitokimyasalın (özellikle flavonoidlerin) özgün sitokrom P450 

izozimlerini indükledikleri, aktivitelerini artırdıkları veya ketledikleri ve böylelikle ikincil 

uyartılara olan cevaplarını değiştirdiği bilinmektedir. Birçok karsinojenin DNA gibi 

makro moleküllere kovalent olarak bağlanabilen reaktif elektrofilik metabolitlere veya 

inaktif metabolitlere dönüşümleri CYP450 (özellikle CYP1A, CYP1B, CYP2E ve 

CYP3A) enzimlerince katalizlenmektedir (McLemore 1990, Smith ve ark. 1996, 

Conney 2003). Oluşan reaktif metabolitler diğer Faz I veya Faz II enzimlerince inaktif 

ürünlere dönüştürülmektedir. Sonuç olarak, karsinojenlerin bu şekilde 

detoksifikasyonunda rol alan sitokrom P450 enzimlerinin ve/veya diğer Faz I ve Faz 

II enzimlerinin indüksiyonu, karsinojenlerin etkilerine karşı bir koruma ve savunma 

sistemi oluşturabilir.  
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Sitokrom P4501 ailesi 1A1, 1A2 ve 1B1 isoformlarınını kapsar ve polisiklik 

aromatik hidrokarbonlar ve heterosiklik aromatik aminler gibi prokarsinojenlerin 

aktivasyonunda ve biyotransformasyonunda önemli rol oynar. Akciğer kanseri 

(McLemore ve ark. 1990), kolorektal kanser (Sivaraman ve ark. 1994) ve meme 

kanseri (Jefcoate ve ark. 2000) gibi karsinojenik oluşumlarda CYP1 isoformlarının 

önemli rol oynadığı gösterilmiştir. Özellikle son yıllarda yapılan birçok çalışmada 

çeşitli fitokimyasalların (galangin, theaflavin, kuersetin, genistein,,dimetoksiflavon, 

diosmetin, hidroksiçalkon, biyokanin, flavon vb.) CYP1 isormlarının ekspresyonlarını 

veya aktivitelerini inhibe etmeleri ile çeşitli kanser türlerinde önemli baskılayıcı etkiler 

gösterdikleri bildirilmiştir (Ciolino ve ark. 1998, Ciolino ve Yeh 1999, Henderson ve 

ark. 2000, Machala ve ark. 2001, Chan ve ark. 2002, Wang ve ark. 2005, Wen ve 

ark. 2005). CYP2E1 etanol ile indüklenebilen, küçük moleküler ağırlıklı bileşiklerin ve 

asetaminofen gibi yaygın olarak kullanılan ilaçların biyotransformasyonunda rol alan 

ve karsinojen (özellikle arilaminlerin) metabolizmasında hayli öneme sahip olan bir 

diğer CYP isoformudur. CYP1 isoformların aksine CYP2E1 transkripsiyonel 

kontrolün yanı sıra post-transkripsiyonel olarak ta kontrol edilen ve bu anlamda CYP 

isoformları arasında farklılık gösteren bir isoformdur. CYP1 ailesinde olduğu gibi 

çeşitli fitokimyasalların CYP2E1 aktivitesini inhibe ederek veya protein düzeyini 

azaltarak nitrozoaminlerin karsinojenik ve mutajenik etkilerini antagonize ettiği 

gösterilmiştir (Apostolides ve ark. 1997, Shukla ve Taneja 2002, Catteral ve ark. 

2003). CYP süper ailesinin insanda en fazla ifade edilen isoformu olan CYP3A4 

bilinen terapötik ajanların %50’sinden fazlasının metabolizmasında yer alması 

nedeni ile de hayli önem arz eden bir diğer CYP isoformudur. Çeşitli bitkilerin 

metanolik veya etanolik ekstrelerinin CYP3A4 aktivitesini modüle ettikleri ve bu bitki 

bileşenlerinin enzimle etkileştiği gösterilmiştir. (Obach 2000, Bray ve ark. 2002, Zhou 

ve ark. 2003). Dolayısı ile fitokimyasalların CYP3A4 tarafından metabolize edilen 

terapötik ajanların etkinliğini azaltarak ya da artırarak etkileme potansiyeline sahip 

olması ve çok sayıda bileşiğin metabolizmasında yer almasından dolayı bu 

etkileşimlerin tanımlanması son derece önemlidir. 

Literatürde fenolik asitlerin insan kanser hücre hattında P450 sistemini üzerine 

etkileriyle ilgili sadece bir çalışma vardır (Ferguson ve ark., 2005 ). Bu çalışmada; 

ferulik asit ile p-kumarik asidin CYP1A1 enzim aktivitesini insan kolon 

adenokarsinoma hücre hattında düşürdüğü gösterilmiştir. Benzer şekilde, kısıtlı 
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sayıda deney hayvanları ile yapılan çalışmalarla, fenolik asitçe zengin bazı bitki 

ekstrelerinin P450 sistemini etkilediği gösterilmiştir (Ewertowska ve ark; 2009; 

Palikova ve ark; 2010).  

Sebze, meyve, kuruyemiş gibi alınan bitkisel besinler ile geleneksel tedavi 

amaçlı kullanılan ısırgan otu, zerdeçal, mercanköşk, keten tohumu gibi bazı tıbbi 

bitkilerde bulunan o-kumarik asidin (2-hidroksisinamik asit) anti-karsinojenik ve 

apoptotik etkilerinin etki mekanizmaları ile olası diyet-ilaç potansiyelinin 

belirlenmesini kapsamaktadır. Bu kapsamda o-kumarik asit değişik dozlarda insan 

kanser hücre hattı ile kanser olmayan hücre hattına uygulandı ve bu hücre hatları 

üzerine sitotoksik etkileri saptandı. Sitotoksite testinden elde edilen verilere göre bu 

madde hücre hatlarına uygulandı ve daha sonra o-kumarik asidin tümör baskılayıcı 

proteinlerin, apoptoz yolaklarındaki proteinlerin ve karsinojen metabolizmasında yer 

alan ve önem arz eden proteinlerin gen ekspresyon ve protein düzeylerine olan 

etkileri çalışıldı ve olası etki mekanizmaları tanımlandı.  
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2. MATERYAL ve METOT 

2.1.Hücre Kültürü ve o-Kumarik Asidin Uygulanması  

o-Kumarik asidin anti-karsinojenik ve apoptotik etki mekanizmalarının 

aydınlatılmasında insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve insan 

fibroblast hücre hattı (3T3), sitokrom P450 izozimlerinin ekpresyon düzeylerinin 

saptanması için insan karaciğer kanser (HepG2) hücre hattı kullanılmıştır. Bu 

hücreler  % 5 Fetal Calf serum (FCS) içeren Dulbecco’s modified Eagle (DMEM) ve 

ya RPMI besi ortamı içersinde 37°C, %5 CO2 ve %95 nem içeren ortamda inkübe 

edilerek büyütülmeleri sağlandı. o-kumarik asit DMSO içinde çözüldü ve değişik 

konsantrasyonları hücre dizisi üzerine 48 saat süresince maruz bırakıldı. Bu işlem 

için büyütülen hücreler 96 kuyulu plakalardan tripsin ile kaldırdı ve steril Falcon 

tüplere alınarak 1500’ rpm de 24 oC de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatant atılıp, 

dibe çöken hücreler 2 ml besiyer içinde çözülerek Tripan blue (1:1000 sulandırılmış) 

ile boyanarak Thoma lamında sayımları gerçekleştirildi. 96’lık plakada her kuyucukta 

1 x 104 hücre olacak şekilde ekildi ve plakaların üzeri toplamda 200 µl olacak şekilde 

besiyeri ile tamamlandı. 24 saat hücrelerin plakaya yapışması için CO2 

inkübatöründe bekletildi ve. 24 saatin sonunda besiyeri dökülerek ve değişik 

konsantrasyonlarda aktif madde kuyucuklara yüklendi. Kontrol grubuna ise sadece 

besi ortamı veya aynı oranda çözücü eklendi. Tüm kuyucuklar 100 µl’ye besiyeri ile 

tamamlanarak 48 saat CO2 inkübatöründe bekletildi ve süre sonunda besiyerleri 

plakadan uzaklaştırılarak 10 µl WST-1 solüsyonu eklendi. WST-1 eklendikten 2 saat 

sonra oluşan renk 450 ve 690 nm de mikroplaka okuyucuda ölçüldü ve bu 

absorbsiyon değerleri kullanılarak hücreleri %50 öldüren konsantrasyon belirlendi.  

2.2.mRNA Ekspresyon Düzey Tayini 

   2.2.1.Hücre Hattında Total RNA İzolasyonu 

Total RNA izolasyonu Trizol solüsyonu kullanılarak üretici firmanın önerdiği 

talimatlarına göre gerçekleştirildi ancak kendi laboratuar koşullarımız için optimize 

ettiğimiz prosedür uygulandı. Buna göre kontrol ve o-kumarik asit ile muamele 

edilmiş yaklaşık 1 x 106 hücre 0,3 ml parçalama tamponu ile toplandıktan sonra 18G 

uçlu steril iğne ile 10 defa çekip bırakılarak bu tampon içinde homojenize edildi. Daha 
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sonra bu patlatılmış hücreler yeni bir ependorf tüpüne alınıp üzerlerine 600 μl Trizol 

solüsyonu eklendi ve oda sıcaklığında düşük hızda karıştırıldı. Ardından 100 μl 

kloroform eklenerek 1 dakika yüksek hızda karıştırıldı. 5 dak oda sıcaklığında ve 5 

dak buzda inkübe edildikten sonra 13.000 rpm’de 15 dak santrifüj edildi. RNA içeren 

supernatant yeni steril eppendorfa alındı. Ayrıca trizol çöktürmesinden sonra protein 

izolasyonu için alt protein fazı ayrılıp -20 0C’ye kaldırıldı. Bu işlem sırasında DNA 

içeren orta faza dokunulmamaya dikkat edildi. Alınan supernatanta eşit hacimde 

soğuk saf isoprapanol eklendi ve oda sıcaklığında 10 dak inkübe edildi. Daha sonra 

tüpler 13.000 rpm’de, 4 oC ‘de 5 dak santrifüj edildi. Pelet üzerine 1000 μl %75’lik 

soğuk etanol eklendi ve oluşan pelet dağıtıldı. 7.500 rpm’de, 4 oC ‘de 5 dak 

santrifüj’den sonra RNA içeren pelet alet çatısı altında kurutuldu ve 75 μl RNAaz’dan 

arı su içinde çözülerek -80 oC muhafaza edildi. İzole edilen RNA kalitesi %1 agoroz 

jel elektroforezinde 18S ve 28S bantlarının durumuna göre belirlendi. Elde edilen 

RNA’ların 260/280nm ölçümü ile miktarı belirlenerek cDNA sentezi sırasında 5 μg 

RNA kullanılması sağlandı.  

  2.2.2. cDNA sentezi 

Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi 18 nükleotid uzunluğunda oligo d(T) 

primeri ve Moloney-Murine Leukemia Virus (MMLV) Ters Transkriptazı (MBI 

Fermentas, USA) kullanılarak üretici firmanın talimatlarına göre sentezlendi. cDNA 

sentezi için 5 μg toplam RNA ve 0. 5 µg oligo (dT) primeri karştırıldı ve son hacmi 11  

μl RNAaz içermeyen su ile tamamlandı. Karışım 70 ºC ‘de 5 dak inkübe edildikten 

sonra, üzerine 4 µl, 5X reaksiyon tamponu   (250 mM Tris-HCl pH 8. 3, 250 mM KCl, 

20 mM MgCl2 ve 50 mM DDT) ve 2 µl dNTP karışımı eklendi. 5 dak, 37 °C’de 

inkubasyondan sonra 50 ünite MMLV ters transkriptazı eklenerek son hacim 20 µl 

tamamlandı. Enzim eklendikten sonra, son karışım cDNA sentezi için ilk önce 42 

°C’de 1 sa inkube edildi ve sonra enzim inhibe edilmek üzere 70 °C’de 10 dak 

bekletildi. Sentezlenen cDNA’lar, RT-PZR yapmak üzere -20 oC muhafaza edildi.  

   2.2.3. Yarı Kantitatif TersTranskriptaz  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) 

o-kumarik asit’in apoptozda, hücre döngüsünde ve ilaç metabolizmasında rol 

alan proteinlerin gen ifadeleri düzeylerine etkisini saptamak için mRNA düzeyleri RT-

PZR yöntemi ile belirlendi. Bu amaçla, GenBank/EMBL veri bankaları taranarak 
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uygun primer dizileri saptandı ve bu primerler sentezlettirildi. Bu primerlerin nükleotid 

dizileri ve yapışma sıcaklıkları Tablo 2.1 verilmektedir. 

Tablo 2.1. Seçilen CYP450 ve Apoptotik genler için tanımlanan primer dizileri ve 

yapışma sıcaklıkları 

Primer Adı Primer Dizisi(5'3') Yapışma Sıcaklığı (°C) 

hCYP1A1F AGC GGA AGT GTA TCG GTG AGA 
58,4 

hCYP1A1R CTG AAT TCC ACC CGT TGC A 

hCYP1A2F ACT TCG ACC CTT ACA ATC AG 
53,3 

hCYP1A2R CAC TGT TCT TGT CAA AGT CC 

hCYP2E1F GCATCT CTT GCC TAT CCT T 
61 

hCYP2E1R ATGGACCTACCTGGAAGGACAT 

hCYP3A4F GCC TGG TGC TCC TCT ATC TA 
54,7 

hCYP3A4R GGC TGT TGA CCA TCA TAA AAG 

HCYP2C9F CTGGATGAAGGTGGCAATTT 
59 

HCYP2C9R AGATGGATAATGCCCCAGAG 

      HSiklinD1F CGCCCCACCCCTCCAG 
59 

      HSiklinD1R CCGCCCAGACCCTCAGACT 

      HSiklinD2F TTCCGCAGTGC TCCTACTTC 
60 

      HSiklinD2R CGCACTTCTGTTCCTCACAG 

HCDK2F GCTAGCAGACTTTGGACTAGCCAG 
60 

HCDK2R AGCTCGGTACCACAGGGTCA 

HCDKN2AF CAGTAACCATGCCCGCATAGA 
60 

HCDKN2AR AAGTTTCCCGAGGTTTCTCAGA 

HRBF ATCTATATTTCACCCCTGAAGAGTC 
59 

HRBR TTCAGAAGGTCTGCCAACACCAACA 

HP53F ATCTACAAGCAGTCACAGCACAT 
61 

HP53R GTGGTACAGTCAGAGCCAACC 

HPTENF CCCAGACATGACAGCCATC 
58,5 

HPTENR TCTGCAGGAAATCCCATAGC 

HAPAF1F GTCTGCTGATGGTGCAAGGA 
61 

HAPAF1R GATGGCCCGTGTGGATTTC 

HBAXF AGAGGATGATTGCCGCCGT 
57,5 

HBAXR CAACCACCCTGGTCTTGGATC 

HBCL2F TGCACCTGACGCCCTTCAC 
62,5 

HBCL2R AGACAGCCAGGAGAAATCAAACAG 

HKaspaz3F GCA GCA AAC CTC AGG GAA AC 61 
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HKaspaz3R TGTCGG CAT ACT GTT TCA GCA 

HKaspaz8F TCTGGAGCATCTGCTGTCTG 
60 

HKaspaz8R CCTGCCTGGTGTCTGAAGTT 

HKaspaz9F GGCTGTCTACGGCAC AGATGGA 
61 

HKaspaz9R CTGGCTCGGGGTTACTGCCAG 

H18SF* CGG CTA CCA CAT CCA AGG AA 
58,4 

H18S R* GCT GGA ATT ACC GCG GCT 

*Kontrol amaçlı kullanılacak 18S primerleri 

 

RT-PZR protokolü Tablo 2.2 ‘de verilmektedir.  Reaksiyon ortamı bu tabloya 

göre hazırlandıktan sonra PZR tüpleri Bioneer Mygenie termal döngü cihazına 

yerleştirilmiş ve uygun döngü şartları kullanılarak PZR amplifikasyonu 

gerçekleştirilmiştir. Tüm genler için PZR döngüsü aşağıdaki gibidir: 

 

     Ön Denatürasyon 

1 döngü:  94 °C    5dakika. 

      PZR Döngüsü 

32-35 döngü:  94 °C    45 saniye  (Denatürasyon) 

                53,3-62,5 °C    1 dakika  (Yapışma) 

                72 °C    1 dakika  (Uzama) 

Final Uzama  

1  döngü:       72 °C    5 dakika   

 

PZR ürününün 5 µl’si % 1,5 veya % 2’lik agaroz jelde yürütüldü ve UV ışığı 

altında EtBr boyamayla bantlar gözlemlendi. Bantların densitometrik analizi Scion 

Image Analyzer yazılımı ile belirlendi. Her band’ın densitometrik analizi house-

keeping gen olan 18S’in densitometrik analizi ile karşılaştırılarak çalışılan proteinlerin 

mRNA seviyelerinin o-kumarik asit sonucu nasıl değiştiği belirlendi. 
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Tablo 2.2. RT-PZR Prosedürü 

Bileşenler Hacim (μl) 

10X reaksiyon tamponu 2(μl) 

MgCl2 (25mM) 3(μl) 

İleri Primer (F) (10μM) 1(μl) 

Geri Primer (R) (10μM) 1(μl) 

dNTP (10mM) 0.5(μl) 

Taq polimeraz (2.5U/(μl) 0.5 (μl) 

cDNA 1 (μl) 

Ultra Saf Su 9 (μl) 

Toplam hacim 20 (μl) 

 

 

2.3.Protein Ekspresyon Düzeyinin Tayini 

2.3.1.Trizol Alt Fazından Protein İzolasyonu 

 

Western blot analizi için kullanılacak proteinler Lee ve arkadaşları tarafından 

tarif edilen method kullanılarak RNA izalosyonu için kullanılan Trizol’ün alt fazından 

yapıldı  (Şekil 2.1) (Lee, 2001). Alınan alt faza 0,15mL %1 gliserol içeren %100 EtOH 

eklendi ve 5.000 rpm de 5 dak santrifüj edildi. Süpernatant alınıp üzerine %1 gliserol 

içeren isopropil alkolden 0,75mL eklendi ve 13000 rpm de 10 dak santrifüj edildi. 

Pelet alınıp cam homojenizatörde 0,2 ml 0,3 M Guanidin-HCl ve %1 gliserol içeren 

%95 EtOH ile 4 defa homojenize edildi ve 10.000 rpm de tekrar 10 dak santrifüj 

edildi. Alınan pelet 2 kere 1 mL 0,3 M Guanidin-HCl ve %1 gliserol içeren %95 EtOH 

eklenerek tekrar cam homojenizatör yardımıyla homojenize edilerek 10000 rpm de 5 

dak santrifüj edildi. Oluşan pelete 1 mL %1 gliserol içeren %95 EtOH eklenip 

vorteksle karıştırıldı ve 10.000 rpm de 5 dak santrifüj edildi. Santrifüj sonunda 

süpernatant uzaklatırılıp pelet havada kurutuldu ve %0,1 mL %8 SDS içeren 0,1M 

Tris HCl (pH 6,8) ve 0,4 mL saf suda çözüldü. İsole edilen proteinler -20 0C’ye SDS-

PAJE’de kullanılmak üzere kaldırıldı. 
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Şekil 2.1. Trizol ile RNA, DNA ve protein izolasyonu (www. openwetware.org’dan 

alıntıdır) 

2.3.2.SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAJE) 

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAJE) iyonik deterjan sodyum dodesil sülfat 

(SDS), varlığında Laemmli (1970) tarafından tanımlanmış olan kesintili bir tampon 

sisteminde Moleküler ağırlığı 30.000 Da küçük proteinler için %10; 30.000 Da büyük 

proteinler için için %10 ayırma ve %4 sıkıştırma jellerinde yapılmıştır. Fermentas 

“PageRuler Prestained Protein Ladder” moleküler ağırlık standartları olarak 

kullanılmıştır. Ayrıştırıcı ve sıkıştırıcı jel solüsyonları Tablo 2.3’te belirtildiği gibi 

verilen miktarların karıştırılması ile verilen sırayla kullanımdan hemen önce 

hazırlandı. 

Tablo 2.3. SDS-PAJE ayrıştırıcı ve sıkıştırıcı jellerin formülasyonları 

 

Ayrıştırıcı Jel (%8,5) 

CYP İzozimleri için 

Ayrıştırıcı Jel (%10) 

GST İzozimleri için 

Sıkıştırıcı Jel (%4) 

 

Jel Çözeltisi(ml) 8,5 10 1,5 

Distile Su (ml) 13,55 12,04 5,88 

Ayrıştırıcı Jel Tamponu (ml) 7,5 7,5 - 

Sıkıştırıcı Jel Tamponu (ml) - - 2,5 

%10 SDS (ml) 0,4 0,4 0,16 

%10 APS (ml) 0,15 0,15 0,065 

TEMED (ml) 0,015 0,015 0,012 

Toplam Hacim 30 30 10 
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Poliakrilamid slab jelleri, jel sandviçinin hazırlanması ile The Emperor Penquin 

Water Cooled Dual Gel Electrophoresis System Model P9DS (Owl Separation 

Systems, Inc. Portsmouth, NH USA) elektroforez sistemi kullanılarak gerçekleştirildi. 

İlk önce jel sandviçi temiz ve düz bir zemin üzerinde önce uzun camın (14 x 16 cm), 

bunun üzerine 0,8 mm’lik teflon ayırıcılar ile sabitleyici plastik levhanın ve son 

olarakda kısa camın (12,5 x 16cm) üst üste yerleştirilmesiyle oluşturuldu. Bunu, 

sandviçin sisteme oturtularak vidalarla sıkıştırılması ve sandviçin oturtulduğu 

tabandaki kuyucuğa %2’lik agaroz dökülerek sisteme sabitlenmesi izledi. Daha sonra 

ayrıştırıcı jel polimerizasyon solüsyonu Tablo 2.3’de belirtilen oranlarda hazırlanarak 

sandviç içindeki çözeltinin istenilen yüksekliğe (8–9 cm) ulaşıncaya kadar 10 ml’lik bir 

pipet yardımı ile teflon ayırıcıların bir köşesinden jel sandviçin içine doğru transfer 

edildi. Ucu bükülmüş iğneli bir şırınga kullanılarak, düz bir jel yüzey oluşumunu 

sağlamak için nazikçe boşlukların bir köşesinden fışkırtılmak suretiyle jel 

polimerizasyon solüsyonunun yüzeyi yaklaşık 0,1cm kalınlığında bir izopropil alkol 

tabakasıyla kaplandı. Jel sonradan oda sıcaklığında 15–20 dak süreyle 

polimerizasyona bırakıldı. Polimerizasyondan sonra alkol tabakası tamamen 

boşaltıldı ve hazırlanan sıkıştırıcı jel polimerizasyon solüsyonu 5 ml’lik pipet 

kullanılarak sandviç tamamen dolana kadar bir teflon ayırıcının köşesinden jel 

sandviçinin içine döküldü. Sıkıştırıcı jel eklendikten sonra 15 tane diş içeren 0,8 

mm’lik teflon tarak, tarağın dişi içinde hava kabarcığı kalmayacak şekilde sıkıştırıcı jel 

polimerizasyon solüsyonu katmanına yerleştirildi. Polimerizasyon oda sıcaklığında 

yaklaşık 30 dak’da tamamlandı. 

 SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile Analiz edilecek proteinlerden (TRIzol® 

alt fazından izole edilen proteinler) alınan bir örnek 4X numune seyreltme tamponu 

ile 3:1 oranında (3 kısım örnek ve 1 kısım tampon) seyreltildi ve sıcak su banyosunda 

2 dakika süre ile kaynar suda kaynatıldı. Teflon tarak dişleri yırtmadan dikkatlice 

sıkıştırıcı jelden çıkarıldı. Kuyucuklar eğer varsa herhangi bir hava kabarcığını 

uzaklaştırmak için ince iğneye sahip bir şırınga kullanılarak elektrot tamponu ile 

dolduruldu. Daha sonra blok alt ve üst rezervuarları elektrot tamponu ile dolu olan 

elektroforez tankına yerleştirildi. Uygun iğneli bir Hamilton şırıngası kullanılarak 40 µl 

(200 µg hücre lizatları) protein örneklerinden ve 10 µl moleküler ağırlık 

standartlarından kuyucukların tabanında ince bir katman olacak şekilde kuyucuklara 

yüklendi.  
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Sistem Thermo EC 1000–90 (100 Colin Drive Holbrook, NY 11741–4306, 

USA) güç kaynağına bağlandı. Sisteme aynı anda iki jel sandviçi hazırlanarak aynı 

anda iki elektroforetik ayrıştırma yapıldı. Elektroforetik ayrıştırmanın yapılacağı iki jel 

için sıkıştırıcı jel üzerinde 20 mA’lik sabit akım yürütme işlemi yapıldı. Yol gösterici 

boya ayrıştırıcı jele ulaştığında akım 30 mA’e sıkıştırıcı jelden çıktığında ise 40 mA’e 

çıkarıldı (Eğer tek jel kullanılarak elektroforetik ayrıştırma yapılacaksa mA değerleri 

yarılandı). Elektroforetik ayrıştırma süresince ısınmayı engellemek için sisteme 

5°C’ye ayarlanmış Nüve (Nüve Cooling Bath Type BS 302 (S) Esenboğa Yolu 22 km 

Akyurt 06287 Ankara-Türkiye) Soğutmalı Su Banyosu bağlandı.  Yol gösterici boya 

tabana ulaşacağı zaman (ayrıştırıcı jelin başlangıcından yaklaşık 6-7cm) güç kaynağı 

kapatıldı. İyi bir ayrıştırma sağlamak için toplam 5-5,5 saat yürütme yapıldı. 

Elektroforez tamamlandıktan sonra, jel bloğu aparattan alındı ve iliştirilmiş jel 

sandviç çıkarılarak kısa cam tabaka dikkatlice açıldı. Jel yol gösterici boyanın olduğu 

yerden, kenarlardan, sıkıştırıcı jel bitiminden kesildi ve üstten sol köşesi (1 numaralı 

kuyucuk) kuyucukların sıralarını belirlemek için işaretlendi. Jel uzun cam tabakadan 

dikkatlice alındı ve oda sıcaklığında 45 dak süreyle %0,2 Coomassie Pırlanta Mavisi 

R 250, %50 metanol ve %12 glasial asetik asit içeren boya çözeltisiyle bir karıştırıcı 

kullanarak hem boyandı hem de sabitlendi. Uygun bir süre (en azından 24 saat) 

bağlanmayan çözünmüş boyanın uzaklaştırılması için %7’lik asetik asit içeren 

%30’luk metanol çözeltisi ile inkübe edildi (bu süre zarfında solüsyon birkaç kez 

değiştirildi). Sonuç olarak, jellerden bazıları fotoğraflandı ve boyası çıkarılmış jeller 

%7’lik asetik asit çözeltisi içinde saklandı. 

2.3.3.Western Blot Analizleri 

Western blot prosedürü Khyse-Anderson (1984) ile Tovey ve Baldo (1987) 

tarafından tanımlandığı gibi uygulanmıştır. Ancak bizim laboratuar koşullarımıza göre 

optimize edilmiştir.  

Yukarıdaki bölümlerde tanımlandığı gibi denatüre koşullar altında %4’lük 

sıkıştırıcı ve %8,5 veya %10’luk ayrıştırıcı jeller içinde elektroforez edildi. Elektroforez 

tamamlandıktan sonra, jel bloğu aparattan alındı ve iliştirilmiş jel sandviç çıkarılarak 

kısa cam tabaka dikkatlice açıldı. Jel yol gösterici boyanın olduğu yerden, 

kenarlardan, sıkıştırıcı jel bitiminden kesildi ve üstten sol köşesi (1 numaralı kuyucuk) 

kuyucukların sıralarını belirlemek için işaretlendi. Sonra, jeller transfer tamponu (25 
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mM Tris, 192 mM glisin ve %10 metanol) içersinde 10 dakika süreyle sabit hızlı bir 

çalkalayıcıda inkübasyona bırakılarak ön dengelenme yapıldı. 

Elektroforetik transfer iBlot Dry Transfer”  (Invitrogen Corporation 1600 

Faraday Avenue, PO Box 6482, Carlsbad, California 92008 USA) kullanılarak kuru 

Western blot yöntemi uygulanarak yapıldı.  iBlot cihazın kapağı açılır. Üzerinde 

naylon membranıda hazır olan Anot Transfer Yığınını kabı açılır ve plastik küvetiyle 

beraber cihaza kondu. Jel membranın üzerine dikkatlice ve hava kabarcığı 

olmayacak şekilde yerleştirildi. Üzerine sistemden çıkan ve distile su ile ıslatılmış 

olan filtre kağıdı kondu. Üzerinden röle yurgu ile yurgulanarak hava kabarcıkları 

çıkarıldı. Katot Transfer Yığını açılarak filtre kağıdının üzerine konuldu. Tekrar önceki 

gibi yurgulandı.  Sistemin süngeri cihazın üst kapağına yerleştirilerek kapak kapatıldı. 

Cihazdan P2-12 dak programı seçildi ve “start” tuşuna basılarak transfer başlatıldı. 

Süre sonunda cihaz kapatıldı, hücrenin bağlantısı kesildi ve cihazın kapağı açıldı; 

üstteki katot yığın, filtre kâğıdı ve jel dikkatlice alındı. Altta kalan membran dikkatlice 

TBST içine alındı. Bu sistem kısa, hızlı ve etkin bir transfer yöntemidir. Sonuç olarak 

üzerinde transfer edilmiş proteinleri barındıran membran, ‘Blot’, elde edildi. 

Blot, protein içeren yüzeyi üste gelecek şekilde küçük plastik bir tepsinin içine 

yerleştirildi ve membran 1 saat süreyle bloke çözeltisi (TBST içinde yağsız %5’lik süt 

tozu) ile çalkalayıcı da inkübe edildi. Süre sonunda 1/200 ve 1/1000 arasında 

bloklama solusyonu içinde dilue edilmiş anti-human CYP1A1, CYP1A2, CYP2E1, 

CYP3A4, CYP2C9, SiklinD1, SiklinD2, CDK2, CDKN2A, RB, P53, PTEN, APAF-1, 

BAX, BCL-2, Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 ve 18S primer antikorları membranın 

üzerine boşaltıldı ve tüm gece inkübe edildi. Daha sonra membranın tamamen 

temizlenmesini sağlamak için TBST solüsyonunda her biri 5 dak olmak üzere 3 defa 

yıkandı. Membran daha sonra 1 saat süreyle işaretleyici enzim-horse radish 

peroksidaz (anti-rabbit IgG-HRP konjugatı) ile bağı olan ikinci antikorlarla inkübe 

edildi. Membran önceden tarif edildiği gibi tekrar yıkandı. Son olarak membran, 

antikor bağlanan proteinlerin tespiti için ECL çözeltisi kullanılarak kemilüminesans 

reaksiyonu başlatılmıştır ve spesifik protein bantları kemilüminesans duyarlı film 

kullanılarak belirlenmiştir. Oluşan protein bandlarının densitometrik analizleri Scion 

Image Analyzer yazılımı ile belirlenip, yukarıda belirtilen proteinlerin seviyesin o-

kumarik asit sonucu nasıl değiştiği belirlendi. 
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3. BULGULAR 
 
 
3.1. Farklı Konsantrasyonlarda o-Kumarik Asidin Sitotoksik etkisi 

 

Sitotoksite testi için değişik konsantrasyonda o-kumarik asit suda 

çözülemediği için hücre kültürü işlemlerinde iyi bir çözücü olarak bilinen dimetil 

sülfoksit (DMSO) içerisinde çözüldü. Daha önce 96’lık plakaya (1x104/kuyucuk) 

ekilen hücre dizileri üzerine 48 saat süresince değişik konsantrasyonlarda DMSO 

konsantrasyonu 0.1% olacak şekilde maruz bırakıldı. 48 saatin sonunda 96 kuyu 

plakadaki hücreler üzerine 10µl WST reaktifi eklenerek hücrelerin yaşam oranları 

ELISA okuyucu kullanılarak 450-690 nm’de 2 saat inkubasyon sonunda ölçüldü. Hiç 

o-kumarik asit ile muamele etmediğimiz kontrol grubuna ise 0,1% DMSO içeren besi 

yeri konuldu. o-kumarik asit ile muamele ettiğimiz grubu kontrol grubu ile 

karşılaştırarak,  değişik dozlardaki o-kumarik asidin hücre canlılığına olan etkisi 

saptandı (Şekil 3.1-3). Şekillerde görüldüğü üzere yüksek konsantrasyonda o-

kumarik asit ile muamele edilen gruplarda hücre canlılığı düşük konsantrasyonda o-

kumarik asit gruplarındaki hücrelerin canlılık oranlarına göre daha düşük bulundu. 

Buna göre 5-10 mM arası konsantrasyonlardaki o-kumarik asit tüm hücre hatlarında 

hücrelerin %50’sinden fazlasının ölüme yol açmıştır. LD50 değerleri, MCF-7 HepG2 

ve 3T3 hücreleri için sırasıyla 7,39 mM, 4.95 mM ve 7.96 mM olarak hesaplanmıştır. 

Bu sonuçlar 3T3 ve HepG2 hücrelerinin MCF-7 göre o-kumarik asite daha dayanıklı 

olduğunu bize göstermektedir.    
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Şekil 3.1. Değişik konsantrasyonlardaki o-kumarik asidin HepG2 hücre canlılığına 

etkisi. Kontrol grubu 100% alınmış ve o-kumarik asit sonuçları kontrole göre 

değerlendirilmiştir. Veriler üç tekrarın ortalama değerleridir. 

Şekil 3.2. Değişik konsantrasyonlardaki o-kumarik asidin MCF-7 hücre canlılığına 

etkisi. Kontrol grubu 100% alınmış ve o-kumarik asit sonuçları kontrole göre 

değerlendirilmiştir. Veriler üç tekrarın ortalama değerleridir. 
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Şekil 3.3. Değişik konsantrasyonlardaki o-kumarik asidin 3T-3 hücre canlılığına 

etkisi. Kontrol grubu 100% alınmış ve o-kumarik asit sonuçları kontrole göre 

değerlendirilmiştir. Veriler üç tekrarın ortalama değerleridir. 

 

Sitotoksite testlerinin doğrulaması için değişik yaklaşımlar bu süre zarfında 

laboratuarımızda denenmiştir. İlk olarak o-kumarik asit DMSO olmadan besiyeri 

içerisinde çözülmeye çalışılmıştır. Bunun için değişik konsantrasyonlarda o-kumarik 

asit besiyerinde pH Sodyum hidroksit (NaOH) ile ayarlanarak çözülmüş ve daha 

sonra 96’lık plakaya (1x104/kuyucuk) ekilen hücre dizileri üzerine 48 saat süresince 

maruz bırakılmıştır. 48 saatin sonunda her bir kuyucuğa 10µl hazırlanmış olan WST 

reaktifinden eklenmiş ve 2 saatin sonunda hücrelerin canlılık oranları ELISA okuyucu 

kullanılarak 450-690nm okumaları yapılarak ölçülmüştür. Deneyler sonucunda 

yukarıda elde ettiğimiz sonuçlara benzer sonuçlar elde edilmiştir. Diğer yandan 

hücrelerin canlılığını saptamak için değişik konsantrasyonlarda o-kumarik asit DMSO 

içinde hazırlanış ve son DMSO konsantrasyonu 0,1% olacak şekilde eşit sayıda 

hücre içeren 96’lık plakaya uygulanmıştır. 48 saat sonunda hücreler kaldırılıp,  tripan 

mavisi ile sayıldı ve sitotoksisite sonuçlarına paralel sonuçlar elde edildi (Şekil 3.4-6). 
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Şekil 3.4. Değişik konsantrasyonlardaki o-kumarik asidin HepG2 hücre canlılığına 

etkisi. Canlı hücreler tripan mavisi kullanılarak sayıldı. Kontrol grubu 100% alınmış ve 

o-kumarik asit sonuçları kontrole göre değerlendirilmiştir. Veriler üç tekrarın ortalama 

değerleridir. 
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Şekil 3.5. Değişik konsantrasyonlardaki o-kumarik asidin MCF-7 hücre canlılığına 

etkisi. Canlı hücreler tripan mavisi kullanılarak sayıldı. Kontrol grubu 100% alınmış ve 

o-kumarik asit sonuçları kontrole göre değerlendirilmiştir. Veriler üç tekrarın ortalama 

değerleridir. 
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Şekil 3.6. Değişik konsantrasyonlardaki o-kumarik asidin 3T3 hücre canlılığına etkisi. 

Canlı hücreler tripan mavisi kullanılarak sayıldı. Kontrol grubu 100% alınmış ve o-

kumarik asit sonuçları kontrole göre değerlendirilmiştir. Veriler üç tekrarın ortalama 

değerleridir. 

 

3.2. mRNA Ekspresyon Düzey Tayini 

Sitotoksite işlemlerinin ardından LD50 konsantrasyonları HepG2 ve MCF-7 

hücrelerine uygulandı. Fakat 7,4 mM o -kumarik asit uygulanmış HepG2 hücrelerinde 

RNA elde edilemediğinden dolayı, bu hücrelere de  MCF-7 hücre hattında olduğu gibi 

4.95 mM  o-kumarik asit uygulandı. 3T3 hücrelerine ise MCF-7 ile karşılaştırma 

yapabilmek için MCF-7 hücrelerine uygulanan 4.95 mM o-kumarik asit dozu 

uygulanmaya karar verildi. Bu uygulamalardan 24 ve 48 saat sonunda hücreler 

parçalama tamponu ile toplandı. 48 saat sonucunda elde edilen verilerde hücrelerin 

apoptozdan çıktıkları gözlemlendiğinden bundan sonra 24 saat uygulama yapılmaya 

karar verildi. 24 saat sonunda toplanan hücrelerden total RNA izolasyonu TRIzol® 

solüsyonu kullanılarak üretici firmanın önerdiği talimatlara göre gerçekleştirildi. Elde 

edilen RNA kalitesi agaroz jel elektroforezinde görüldüğü gibi iyi bulundu (Şekil 3.7). 

Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi 18 nükleotid uzunluğunda oligo d(T) primeri ve 

MMLV RT (MBI Fermentas, USA) kullanılarak üretici firmanın talimatlarına göre 

sentezlendi. o-kumarik asidin bazı CYP450 enzimlerine ve bazı apoptotik genlerin 

gen ifadeleri düzeylerine etkisini saptamak için mRNA düzeyleri RT-PZR yöntemi ile 

kantite edildi. 
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Şekil 3.7. İzole edilen RNA’ların 1%’lik agaroz jel elektroforezi. Hat 1: GeneRulerTM 

1kb bp DNA Marker; Hat 2:Kontrol HEPG2; Hat 3: 5 mM 24 saat o-kumarik asit; Hat 

4: 5 mM 48 saat o-kumarik asit; Hat 5:Kontrol MCF-7; Hat 6: 5 mM 24 saat o-kumarik 

asit; Hat 7: 5 mM 48 saat o-kumarik asit 

  

 

3.2. Hücre Döngüsü, Apoptoz ve Tümör Baskılayıcı Proteinlerin mRNA ve 

Protein Düzeylerinin MCF-7 ve 3T3 Hücre Hatlarında Tayini  

 

Bu çalışmada, o-kumarik asidin anti-karsinojenik ve apoptotik etki 

mekanizmaları insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve İnsan fibroblast 

hücre hattı (3T3) kullanılarak belirlendi. o-Kumarik asidin apoptoz da görev alan 

proteinlerden olan Kazpaz-3’ ün mRNA ve protein seviyesine olan etkisi Sekil 3.8 ve 

3.9’da verilmektedir. Ara rapordaki sonuçların tekrar edilmesi sırasında bu proteinin 

mRNA seviyesinde farklılıklar gözlemlendi ve sonuçlar tekrar edildi. Buna göre 

mRNA ve protein bantlarının densitometrik analizi sonucunda MCF-7 hücre hattında 

Kazpaz-3’ ün mRNA ve protein seviyesinin sırasıyla 1.72- ve 1.59-kat artığı tespit 

edildi.  Diğer taraftan, 3T3 hücre hattında bu proteinin mRNA ve protein seviyesinde 

% 12 ve % 3 azalışlar gözlemlemesine rağmen bu azalışlar istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmadı.  
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Şekil 3.8. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve insan 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında Kaspaz-3 mRNA seviyesine olan etkisi. PZR 

ürünleri (10 μl) %1 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak görüntülendi. PZR bantlarının 

yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile belirlendi ve 18S 

ile normalize edildi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı 

(p<0.05). 
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Şekil 3.9. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve insan 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında Kaspaz-3 protein seviyesine olan etkisi. Protein 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı (p<0.05). 

 

Benzer şekilde, o-kumarik asidin apoptoz da görev alan diğer bir kaspaz olan 

Kazpaz-9’ un mRNA ve protein seviyesine olan etkisi belirlenmiş olup,  Sekil 3.10 ve 

3.11’de verilmektedir. mRNA ve Protein bantlarının densitometrik analizi sonucunda 

MCF-7 hücre hattında Kazpaz-9’ un mRNA ve protein seviyesinin istatistiksel olarak 

anlamlı olmayan % 2 ve % 3’lük bir azalışlar tespit edilmiştir.  3T3 hücre hattında ise 

o-Kumarik asit Kaspaz 9’un mRNA ve protein seviyelerinde 1.07- ve 1.05-kat artışla 

sebep olmuştur. Fakat bu artışlar istatistiksel olarak anlamlı değildir. 
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Şekil 3.10. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında Kaspaz-9 mRNA seviyesine olan etkisi. PZR 

ürünleri (10 μl) %1 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak görüntülendi. PZR 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi ve 18S ile normalize edildi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.11. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında Kaspaz-9 protein seviyesine olan etkisi. Protein 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır. 
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Tüm bunların yanı sıra,  o-kumarik asidin apoptotik proteinlerden olan Bax’ın 

mRNA ve protein seviyelerine olan etkileri insan meme adenokarsinoma hücre hattı 

(MCF-7) ve İnsan fibroblast hücre hattında (3T3) belirlendi (Sekil 3.12 ve 3.13).  Ara 

rapordaki sonuçların tekrar edildi ve bu tekrarlar sonucunda ara rapor ile farklı 

sonuçlar bulundu. Birçok tekrardan sonra aşağıdaki sonuçlar elde edildi.  Buna göre 

mRNA ve Protein bantlarının densitometrik analizi sonucunda MCF-7 hücre hattında 

Bax’ın mRNA ve protein seviyesinin sırasıyla 2.52- ve 2.15-kat artığı tespit edildi.  

Diğer taraftan, 3T3 hücre hattında bu proteinin mRNA ve protein seviyesinde 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadı (Sekil 3.12 ve 3.13).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.12. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında Bax mRNA seviyesine olan etkisi. PZR ürünleri 

(10 μl) %1 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak görüntülendi. PZR bantlarının 

yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile belirlendi ve 

18S ile normalize edildi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı 

(p<0.05). 

 

 

 

 

0

50

100

150

200

250

300

3T3 MCF-7

Control

o-CA

x

Bax
AX 

Kontrol 

 
 

o-CA 

 
 

Kontrol 

 
 

o-CA 

 
 

* 
 
 



 42 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.13. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında Bax protein seviyesine olan etkisi. Protein 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı (p<0.05). 

 

Benzer şekilde, o-kumarik asitin apoptoz mekanizmasında görev alan Bcl-2’in 

mRNA ve protein seviyesine olan etkisi bu çalışma ile belirlenmiştir.   Sekil 3.14 ve 

3.15’te gösterildiği üzere o-kumarik asit uygulanması sonucunda MCF-7 hücre 

hattında bcl-2’nin mRNA ve protein seviyesi % 35 ve % 48 azalmıştır (p<0.05). Bu 

sonuçları aksine, 3T3 hücre hattında o-kumarik asit bcl-2 mRNA ve protein 

seviyelerinde 1.20- ve 1.25-kat artışla sebep olmuştur. Fakat bu artışlar istatistiksel 

olarak anlamlı değildir. 
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Şekil 3.14. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında Bcl-2 mRNA seviyesine olan etkisi. PZR ürünleri 

(10 μl) %1 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak görüntülendi. PZR bantlarının 

yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile belirlendi ve 18S 

ile normalize edildi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı 

(p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.15. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında Bcl-2 protein seviyesine olan etkisi. Protein 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı (p<0.05). 
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Apoptoz mekanizmasında görev alan diğer proteinlerden biri olan Apaf-1’in o-

kumarik asit uygulaması sonucunda nasıl değiştiği yine bu proje kapsamında 

belirlenmiştir. Apaf-1’in mRNA ve protein seviyesinde MCF-7 ve 3T3 hücre hatlarında 

istatistiksel olarak anlamlı değişimler belirlenmemiştir. MCF-7 hücre hattında Apaf-

1’in mRNA seviyesi sırasıyla 1.05-ve 1.07 kat artarken, 3T3 hücre hattında sırasıyla 

1.02- ve 1.11-kat artış gözlemlendi Şekil 3.16 ve 3.17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.16. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında Apaf-1 mRNA seviyesine olan etkisi. PZR 

ürünleri (10 μl) % 2 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak görüntülendi. PZR 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi ve 18S ile normalize edildi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır. 
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Şekil 3.17. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında Bcl-2 protein seviyesine olan etkisi. Protein 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır. 

 

 

Apoptozda görev alan proteinleri yanı sıra kanser oluşumu ve gelişimi 

sırasında ekspresyonlarında değişim gözlemlenen ve kanser oluşum 

mekanizmasında görev alan hücre döngüsü proteinlerininde mRNA ve protein 

seviyelerinde o-kumarik asit uygulaması sonucunda meydana gelen değişmeler bu 

çalışma ile ilk defa ortaya konmuştur.  Hücre döngüsü düzenleyici proteinlerden olan 

Siklin D1’in insan meme adenokarsinoma hücre hattında (MCF-7) mRNA ve protein 

miktarları o-kumarik uygulaması sonucunda 42 % ve 48% azalmıştır (Şekil 3.18 ve 

3.19). Benzer şekilde, insan fibroblast hücre hattında (3T3)  bu proteinin mRNA ve 

protein seviyesi 27 % 32% azalmıştır (p<0.05). Diğer siklin proteini olan Siklin D2’nin 

MCF-7 hücre hattında mRNA ve protein seviyesinin 38 % ve 44% azaldığı 

saptanmıştır.  Bu proteinin 3T3 hücre hattında mRNA ve protein seviyesi sırasıyla 10 

% ve 11 %  azalmasına rağmen bu azalışlar istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır 

(Şekil 3.20 ve 3.21). Benzer şekilde, hücre döngüsünün kontrolünde rol alan diğer 

proteinlerinden biri olan Siklin Bağımlı Kinaz-2 (CDK2) o-kumarik asit uygulanması 
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sonucunda MCF-7 hücre hattında mRNA ve protein seviyesi sırasıyla 65% ve 52% 

azalmıştır (p<0.05).  Diğer yandan, o-kumarik asit bu proteinin mRNA ve protein 

seviyesi 3T3 hücre hattında istatistiksel olarak anlamalı bir değişime yol açmamıştır 

(Şekil 3.22 ve 3.23). Yukarıda o-kumarik asit uygulaması sonucunda ekspresyon 

seviyeleri azalan proteinlerin aksine, hücre döngüsünde görev alan proteinlerden 

olan CDKN2A (p16) proteini o-kumarik asit uygulanması sonucunda MCF 

hücrelerinde protein ve mRNA seviyeleri anlamlı şekilde artmıştır. 3T3 proteinlerinde 

ise bu proteinin mRNA ve protein seviyesinde ufak artışlar olmasına rağmen bu 

artışlar istatistiksel olaraka anlamlı bulunmamıştır (Şekil 3.24 ve 3.25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.18. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında Siklin D1 mRNA seviyesine olan etkisi. PZR 

ürünleri (10 μl) % 2 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak görüntülendi. PZR 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi ve 18S ile normalize edildi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol 

grubundan farklı (p<0.05). 
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Şekil 3.19. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında Siklin D1 protein seviyesine olan etkisi. Protein 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı (p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.20. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında Siklin D2 mRNA seviyesine olan etkisi. PZR 

ürünleri (10 μl) % 2 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak görüntülendi. PZR 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi ve 18S ile normalize edildi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol 

grubundan farklı (p<0.05). 
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Şekil 3.21. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında Siklin D2 protein seviyesine olan etkisi. Protein 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı (p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.22. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında CDK-2 mRNA seviyesine olan etkisi. PZR 

ürünleri (10 μl) % 2 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak görüntülendi. PZR 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi ve 18S ile normalize edildi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol 

grubundan farklı (p<0.05). 
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Şekil 3.23. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında CDK-2 protein seviyesine olan etkisi. Protein 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı (p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.24. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında CDKN2A mRNA seviyesine olan etkisi. PZR 

ürünleri (10 μl) % 2 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak görüntülendi. PZR 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 
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belirlendi ve 18S ile normalize edildi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol 

grubundan farklı (p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.25. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında CDKN2A protein seviyesine olan etkisi. Protein 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı (p<0.05). 

 

Apoptoz mekanizması ve hücre döngüsü proteinlerinin yanı sıra, bu çalışma 

ile tümör baskılayıcı genlerinde o-kumarik asit sonucunda nasıl değiştiği bu çalışma 

ile ilk defa ortaya konulmuştur. o-Kumarik asit tümor baskılayıcı proteinlerden olan 

p53’ün mRNA ve protein seviyelerinde ciddi değişmelere yol açmıştır. MCF-7 hücre 

hattında p53’ün mRNA ve protein seviyesinde sırasıyla 3.45- ve 2.78-kat artışa 

neden olmuştur. o-Kumarik asit 3T3 hücre hattında p53’ün mRNA ve protein 

seviyesinde ise 1.75- ve 1.55-kat artışa neden olmuştur (Şekil 3.26 ve 3.27).  
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Şekil 3.26. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında p53 mRNA seviyesine olan etkisi. PZR ürünleri 

(10 μl) % 2 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak görüntülendi. PZR bantlarının 

yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile belirlendi ve 

18S ile normalize edildi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı 

(p<0.05). 
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Şekil 3.27. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında p53 protein seviyesine olan etkisi. Protein 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı (p<0.05). 

 

Bu çalışmada, o-kumarik asidin diğer tümor baskılayıcı protein olan PTEN’nin 

mRNA ve protein seviyesine olan etkisi bu çalışma ile ortaya konulmuştur. MCF-7 

hücre hattında PTEN’in mRNA ve protein seviyesi o-kumarik asit uygulanması 

sonucunda 1.68- ve 1.37-kat artmıştır (p<0.05). Benzer şekilde, PTEN’in mRNA ve 

protein seviyesi 3T3 hücre hattında 1.79- ve 1.5-kat artmıştır (Şekil 3.28 ve 3.29). 
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Şekil 3.28. o-Kumarik asitin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

İnsan fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında PTEN mRNA seviyesine olan etkisi. PZR 

ürünleri (10 μl) % 2 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak görüntülendi. PZR 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi ve 18S ile normalize edildi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol 

grubundan farklı (p<0.05). 
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Şekil 3.29. o-Kumarik asitin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

İnsan fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında PTEN protein seviyesine olan etkisi. 

Protein bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik 

analiz ile belirlendi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı 

(p<0.05). 

 

 

o-Kumarik asit diğer tümör baskılayıcı proteinlerden olan retinoblastomanın  

(Rb) mRNA ve protein seviyesini nasıl değiştirdiği bu çalışma ile ortaya konmuştur.   

MCF-7 hücre hattında Rb’nın mRNA ve protein seviyeleri sırasıyla 19% ve 15% 

azalmıştır. Fakat bu azalışlar istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır.  Bu 

azalmaların aksine 3T3 hücre hattında o-kumarik asit Rb’nın mRNA ve protein 

seviyelerini 1.22- ve 1.25-kat artışa sebep olmuştur. Fakat MCF-7 hücre hattında 

olduğu gibi bu artışlar anlamlı değildir. 
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Şekil 3.30. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve 

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında Rb mRNA seviyesine olan etkisi. PZR ürünleri 

(10 μl) % 2 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak görüntülendi. PZR bantlarının 

yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile belirlendi ve 

18S ile normalize edildi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır. 
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Şekil 3.31. o-Kumarik asidin insan meme adenokarsinoma hücre hattı (MCF-7) ve  

fibroblast hücre hattı (3T3) hatlarında Rb protein seviyesine olan etkisi. Protein 

bantlarının yoğunlukları Scion Image Software kullanılarak densitometrik analiz ile 

belirlendi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır. 

 

 

3.2.2. CYP450 İzozimlerinin Protein ve mRNA Düzeylerinin HepG2 Hücre 

Hattında Tayini  

Bu çalışmada o-kumarik asidin CYP450 izozimlerinin protein ve mRNA 

düzeylerine olan etkileri spesifik primer antikorlar ve primerler kullanılarak Western 

blot ve RT-PCR metodları ile belirlendi. o-Kumarik asit’in CYP1A2 protein sevitesine 

olan etkisi Sekil 3.32’de verilmektedir. Protein bantlarının densitometrik analizi 

sonucunda CYP1A2 protein seviyesinin o-kumarik asit uygulanması sonucunda 

yaklaşık 1.52-kat arttığı bulunmuştur. Benzer şekilde, CYP1A2 mRNA seviyesi o-

kumarik asit uygulaması sonucunda istatistiksel olarak anlamlı 1.4-kat artığı tespit 

edilmiştir.  (Şekil 3.32) 
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Şekil 3.32. o-Kumarik asidin insan karaciğer hücre hattında CYP1A2 protein ve 

mRNA seviyesine olan etkisi. Protein ve PZR bantlarının yoğunlukları Scion Image 

Software kullanılarak densitometrik analiz ile belirlendi. PZR bantları 18S ile 

normalize edildi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı 

(p<0.05). 

 
 
 

Benzer şekilde o-kumarik asidin CYP2E1 protein seviyesi üzerine olan etkisi 

Western Blot analizi ile belirlendi (Şekil 3.33). Protein bantlarının densitometrik analiz 

sonuçlarına göre o-Kumarik asit CYP2E1 protein seviyesinde 3.2 kat artışa sebep 

oldu (p<0.05). o-Kumarik asit uygulanması sonucunda CYP2E1 mRNA seviyesi 5.24-

kat arttırmıştır (Şekil 3.33). 
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Şekil 3.33. o-Kumarik asidin insan karaciğer hücre hattında CYP2E1 protein ve 

mRNA seviyesine olan etkisi. Protein ve PZR bantlarının yoğunlukları Scion Image 

Software kullanılarak densitometrik analiz ile belirlendi. PZR bantları 18S ile 

normalize edildi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı 

(p<0.001). 

 
 
 

 o-Kumarik asit’in sitokrom P450 izozimlerinden olan CYP3A4’ün protein 

seviyesine olan etkisi bu çalışma ile insan karaciğer kanser hücre hattında 

belirlenmiştir. CYP3A4 protein seviyesinde o-kumarik asit uygulaması sonucunda  % 

52 azalma gözlemlenmiştir (p<0.05). Tüm bunların yanı sıra,  o-Kumarik asit’in 

CYP3A4 mRNA seviyesine etkisinin belirlenmesi için uygun koşulların optimizasyonu 

yapılmıştır. Bu fenolik asit CYP3A4 mRNA seviyesinde  % 60 azalmaya neden 

olmuştur. (Şekil 3.34).  
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Şekil 3.34. o-Kumarik asidin insan karaciğer hücre hattında CYP3A4 protein ve 

mRNA seviyesine olan etkisi. Protein ve PZR bantlarının yoğunlukları Scion Image 

Software kullanılarak densitometrik analiz ile belirlendi. PZR bantları 18S ile 

normalize edildi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı 

(p<0.05). 

 
 

 o-Kumarik asit uygulanması sonucunda diğer bir CYP450 izozimi olan 

CYP2C9’un nasıl değiştiğini bu çalışma sonucunda ortaya konulmuştur. PZR 

koşulları CYP2C9 mRNA’sının belirlenmesi için optimize edilmiştir. 24 saat 5 mM o-

Kumarik asit uygulaması CYP2C9’un protein ve mRNA seviyesinde sırasıyla 2.1- ve 

2.3-kat istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05) artışa neden olmuştur (Şekil 3.35). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

0

25

50

75

100

125

CYP3A4 Protein CYP3A4 mRNA

R
e

la
ti

f 
C

Y
P

3
A

4
 P

ro
te

in
 v

e
 m

R
N

A
 

S
e

v
iy

e
s

i

Control

o-CA

* 

Kontrol 

 
 

o-CA 

 
 

Kontrol 

 
 

o-CA 

 
 

* 



 60 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Şekil 3.35. o-Kumarik asidin insan karaciğer hücre hattında CYP2C9 protein ve 

mRNA seviyesine olan etkisi. Protein ve PZR bantlarının yoğunlukları Scion Image 

Software kullanılarak densitometrik analiz ile belirlendi. PZR bantları 18S ile 

normalize edildi. Kontrol değerleri 100% alınmıştır *: Kontrol grubundan farklı 

(p<0.05). 
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4. TARTIŞMA 

 

Günümüzde bitkilerden izole edilmiş birçok aktif bitki bileşenleri dünyanın dört bir 

tarafında yaygın olarak kullanılmakta ve bazı kanser türlerinde ise umut kaynağı 

olarak görülmektedir. Bitkilerde bulunan bu aktif maddeler grubundan biride fenolik 

asitlerdir. Fenolik asitler bitki âleminde çok sıklıkla rastlanan önemli sekonder 

metabolitlerdendir. Bu çalışma ile insanların diyetle birlikte sıklıkla aldıkları ve 

geleneksel tedavi amaçlı tıbbi bitkilerin yapısında yaygın bir şekilde bulunan o-

kumarik asitin anti-karsinojenik, apoptotik etkilerinin etki mekanizmaları ile olası diyet-

ilaç potansiyelinin belirlenmiştir.  

o-kumarik asidin apoptozda görev alan temel proteinlere olan etkisi ilk defa bu 

çalışma ile belirlenmiştir. Bu fenolik asit insan meme kanseri hücre hattında  (MCF 7)  

apoptotik proteinlerden bax ve kaspaz 3’ün ekspresyonlarının artmasına neden 

olurken, bcl-2’bib ekspresyonun azalmasına neden olmuştur. Bu proteinler insan 

fibroblast hücre hattında (3T3) ise değişmemiştir. Her iki hücre hattında diğer 

apoptotik proteinlerden olan Kaspaz- 9 ve Apaf-1’in mRNA ve protein seviyeleri o-

kumarik asit uygulanması sonucunda değişmemiştir (Şekil 3.8-3.17). Bu sonuçlar 

uygulanan dozda kanser hücre hattı olan MCF-7 hücre hattında apoptoz 

indüklenirken, normal hücre hattı olan 3T3’de indüklenmediğini göstermektedir. Bu 

sonuç çok önem arz-etmektedir. Çünkü kanser tedavisinde en büyük yan etkilerden 

biri kimyasal ajanın kanser hücrelerine verdiği zararın yanı sıra normal hücrelere de 

zarar vermesidir. o-kumarik asit uygulanan dozda bu duruma yol açmaması çok 

büyük bir avantajdır. 

Fitokimyasalın kanser biyolojisinde ve tümör baskılanmasında önemli rol 

oynayan birçok genin, protein ve gen ekspresyon seviyelerini değiştirdikleri, bu 

sayede antikarsinojenik etki gösterdikleri bilinmektedir. (Şekil1.2). Örneğin, 

fitokimyasal kullanılarak apoptoz indüklenmesi ve kanser hücrelerin yok edilmesi, 

kanser tedavisinde çok önemli ve umut vaat edici bir strateji haline gelmiştir.  Çeşitli 

bitkilerden elde edilen fitokimyasalların oral kavite, pankreas, akciğer, deri, tiroid ve 

göğüs kanser hücre hatlarında kaspaz-3 sinyal yolağını aktive ederek, Bax/Bcl-2 

oranını artırarak,  mitokondrial yolak aktivasyonu ile  (sitokrom c, Bax, Bcl-2, kaspaz 

8, kaspaz-9, kaspaz-3), (Kang ve ark., 2010., Shin ve ark., 2010, Wang ve ark., 2010    
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Zhang ve ark., 2009). Ferulik asit, p- ve m-kumarik asit, kafeik asit gibi fenolik 

asitlerin insan kanser hücre hatlarında ve deney hayvanlarında Bax, Bcl-2 ve 

kaspazlar ile apoptozu indüklemekte ve anti-karsinojenik etki göstermektedirler 

(Kampa ve ark., 2003; Chuang ve ark., 2005; Kahnduja ve ark., 2006; Chen ve ark., 

2007; Nakajima ve ark., 2009;  Chang ve ark., 2010; Balakrishnan ve ark., 2010).  

Diyetle çok fazla anılan o-kumarik asidin anti-karsinojenik aktivitesi ile alakalı çalışma 

sadece bir tanedir (Hsu ve Yen, 2007). Fakat bu çalışma etki mekanizmasının 

aydınlatılması ile alakalı olmayıp florasan mikroskop ile apoptoz tayinini 

kapsamaktadır. Bu çalışma ile bu maddenin apoptoz yolağına olan etkisi bu çalışma 

ile ilk defa ortaya konmuştur.   

o-Kumarik asidin hücre döngüsü düzenleyici proteinlerinden olan Siklin D1, 

D2, Siklin bağımlı kinaz 2 (CDK-2) ve CDKN2A’ya olan etkileri ilk defa bu çalışma ile 

ortaya konmuştur. MCF-7 hücre hattında bu proteinlerden Siklin D1, D2, ve CDK-2’in 

mRNA ve protein seviyeleri ciddi şekilde düşerken CDKN2A’nın protein ve mRNA 

seviyesi artmıştır (Şekil 3.18-3.25). 3T3 hücre hattında da değişimler gözlemlenmiş 

ama bu değişimler istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (Şekil 3.18-3.25). Bu 

sonuçlar uygulanan dozda kanser hücre hattı olan MCF-7 hücre hattında hücre 

döngüsü düzenleyici proteinlerde o-kumarik asit sonucunda ciddi değişimlere neden 

olurken normal hücre hattı olan 3T3’de değişmediğini göstermektedir. Bu sonuçlar 

MCF-7 hücrelerinin Siklin D1, D2, ve CDK-2’in azalması ve CDKM2A artması 

sonusunda G1 fazında durakladığını göstermektedir. Birçok bitki ekstresi benzer 

şekilde hücre döngüsünü durdurarak kanser oluşumunu engellemektedir (Wahle ve 

ark., 2010).  o-Kumarik asit,  apoptoz yolağının aktivasyonun yanı sıra, hücre 

döngüsü düzenleyici proteinlerin de ekspresyonlarını değiştirerek antikarsinojenik etki 

göstermektedir. 

Bu çalışma ile o-kumarik asitin tümör baskılayıcı proteinlerden olan p53, PTEN 

ve Rb’nın mRNA ve protein seviyelerine olan etkileri ilk defa ortaya konmuştur (Şekil 

3.26-3.31). MCF-7 hücre hattında p.53 ve PTEN’nin mRNA ve protein seviyeleri 1.4-

kat ile 3.43-kat arasında artış göstermiştir. Benzer şekilde 3T3 hücrelerinde de bu 

proteinler artmış ama bu artış MCF-7 kadar olmamıştır (Şekil 3.26-3.31). Bunların 

aksine Rb’ nin mRNA ve protein seviyeleri her iki hücre hattında da anlamlı şekilde 

değişmemiştir. Bu sonuçlar, o-kumarik asidin tümör baskılayıcı genlerin 

ekspresyonlarını değiştirerek anti-karsinojenik etki gösterebileceğini ortaya 
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koymuştur. Fakat normal hücrelerin etkilenmemsi için ufak bir doz ayarlanması 

gerekliliği yine bu çalışma ile saptanmıştır.  

Çeşitli bitkilerden elde edilen fitokimyasalların değişik kanser hücre hatlarında 

kaspaz 3’e bağımlı, p53 yolağını aktive ederek, hücre döngüsü proteinlerinin 

değiştirerek anti-karsinojenik etkiye sahip oldukları ortaya konmuştur.  Ferulik asit, p- 

ve m-kumarik asit, kafeik asit gibi fenolik asitlerin insan kanser hücre hatlarında ve 

deney hayvanlarında siklin bağımlı kinazlar, siklin D1,  p53, yoluyla anti-karsinojenik 

etki göstermektedirler (Kampa ve ark., 2003; Chuang ve ark., 2005; Kahnduja ve 

ark., 2006; Chen ve ark., 2007; Nakajima ve ark., 2009;  Chang ve ark., 2010; 

Balakrishnan ve ark., 2010).  o-kumarik asitin p53, siklinler ve diğer hücre döngüsü 

proteinleri üzerine etkilerini gösteren çalışma yoktur. Bu çalışma ilk defa o-kumarika 

sitin bu özelliğini de ortaya koymuştur.  

 

 Birçok doğal fitokimyasalın (özellikle flavonoidlerin) özgün sitokrom P450 

isozimlerini indükledikleri, aktivitelerini artırdıkları veya ketledikleri ve böylelikle ikincil 

uyartılara olan cevaplarını değiştirdiği bilinmektedir. Birçok karsinojenin DNA gibi 

makro moleküllere kovalent olarak bağlanabilen reaktif elektrofilik metabolitlere veya 

inaktif metabolitlere dönüşümleri CYP450 (özellikle CYP1A, CYP1B, CYP2E ve 

CYP3A) enzimlerince katalizlenmektedir (McLemore 1990, Smith ve ark. 1996, 

Conney 2003). Oluşan reaktif metabolitler diğer Faz I veya Faz II enzimlerince inaktif 

ürünlere dönüştürülmektedir. Sonuç olarak, karsinojenlerin bu şekilde 

detoksifikasyonunda rol alan sitokrom P450 enzimlerinin ve/veya diğer Faz I ve Faz II 

enzimlerinin indüksiyonu, karsinojenlerin etkilerine karşı bir koruma ve savunma 

sistemi oluşturabilir.  

 

Bütün P450 izoformlarının içinde CYP1A (CYP1A1 ve CY1A2) karsinojenlerin, 

mutajenlerin ve çevresel kirleticilerin metabolizmasında rol oynadığından öncelikli bir 

yer tutar. Bu iki üye potansiyel mutajenik olan benzo(a)piren, sigara dumanında ve 

mangalda pişirilmiş yiyeceklerde bulunan aromatik ve heterosiklik aminler ve 

poliaromatik hidrokarbonların metabolik aktivasyonunda rol oynarlar (Adamson, 

1996; Hümmeerich, 2004; Kim, 2005; Ma Lu, 2007). Bu çalışma ’in CYP1A2 

izoziminin o-kumarik asit uygulanması sonucu etkilediğini gösteren ilk çalışmadır 

(Şekil 3.32). Bu izozimin o-kumarik asit ile indüklenmesi sonucunda birçoğu 
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karsinojenik, mutajenik olan benzo(a)piren, aromatik ve heterosiklik aminler ve 

poliaromatik hidrokarbonların metabolik aktivasyonunu arttırarak reaktif ara ürünlerin 

oluşumunu arttırabilir. Bunun sonucunda o-kumarik asidi diyetle alan kişilerde 

karaciğeri ve diğer bazı organlarında toksisite, mutajenez ve kanser riski artabilir.  

Bunların yanı sıra,  bu çalışma ile CYP1A2’nin o-kumarik asit sonucunda nasıl regüle 

edildiği hakkında da bilgiler elde edilmiştir. Aril hidrokarbon reseptörü (AhR) CYP1A 

ailesi dahil birçok genin transkripsiyonel olarak düzenlenmesinden sorumlu 

reseptördür.  Bu yüzden, CYP1A2 mRNA seviyelerinde o-kumarik asit sonucunda 

meydana gelen artış AhR reseptörünün artışından dolayı olabilir.  

 

Bu çalışmada elde edilen bulgular ilk defa CYP2E1’in o-kumarik asit 

uygulanması sonucunda insan karaciğer kanser hücrelerinde (HepG2) arttığını 

açıkça göstermektedir (Şekil 3.33). P4502E1 birçok düşük moleküler ağırlıklı toksik 

kimyasalın metabolizmasında rol aldığından son yıllarda çok önem kazanmış bir 

sitokrom P450 izoformudur. Bu izoformun benzen, karbon tetraklorür, ve 

nitrozaminler gibi birçok ksenobiyotiği elektrofilik, mutajenik ve tümör oluşumuna 

neden olan metabolitlere dönüştürdüğü bilinmektedir (Yoo, 1988; Guengerich, 1991; 

Melhman, 1991; Nakajima, 1992; Yamazaki, 1992).  o-Kumarik asid’in kullanımı 

sonucunda CYP2E1’i artırması bu kimyasalın kendi metabolik aktivasyonunun yanı 

sıra benzen, nitrozaminler, p-nitrofenol, piridin vb. toksik kimyasallarında metabolik 

aktivasyonunu artırabilir. Bunun sonucunda bu fenolik asidi diyetle alan kişilerde 

CYP2E1 tarafından metabolize edilen bu kimyasallardan kaynaklı kanser oluşma ve 

hepatotoksisite riski artabilir. Ayrıca, diğer sitokrom P450 izozimleri ile 

karşılaştırıldığında, CYP2E1‘in regülasyonu çok daha karmaşık olup, 

transkripsiyonel, post-transkripsiyonel ve post-translasyonel olaylar ile polimorfizm bu 

enzimin düzenlenmesinde rol oynamaktadır (Song, 1995). o-Kumarik asit uygulaması 

sonucunda artan CYP2E1 mRNA seviyesi mRNA sentezinin artışından 

(transkripsiyonel) ya da mRNA stabilizasyonundan (post-transkripsiyonel) dolayı 

olması muhtemeldir. Bu iki mekanizmada CYP2E1 regülasyonunda rol oynamaktadır.  

 

CYP2E1 ve CYP1A2 izozimlerinin yanı sıra, o-kumarik asidin CYP3A4 protein 

ve mRNA seviyelerine olan etkisi HepG2 hücre hattında belirlenmiştir (Şekil 3.34). Bu 

çalışma, o-kumarik asidin CYP3A4’e olan etkisinin belirlendiği literatürdeki ilk 

çalışmadır. Karaciğerde ve ince bağırsakta en fazla bulunan izozim olduğundan ve 

çok çeşitli ksenobiyotiklerin metabolizmasında rol aldığından dolayı, CYP3A4 önemli 
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bir P450 izoformudur. Bu protein, antibiyotikler, yatıştırıcılar, kalsiyum kanal 

blokörleri, HMG KoA redüktaz inhibitörleri AIDS ilaçları ve analjezikler gibi piyasadaki 

ilaçların %50’sinden fazlasını metabolize eder (Martin, 2003; Arayne, 2005; Van 

Herwaarden, 2005; Sica, 2006; Sugimoto, 2006; De Wildt, 2007; Klotz, 2007). o-

Kumarik asit uygulanması sonucunda CYP3A4 protein ve mRNA seviyesi anlamlı 

şekilde azalmıştır. Bu yüzden, o-kumarik asit uygulaması sonucunda CYP3A4’ün 

değişmesi ilaç metabolizmasında bozukluklara ve klinik ilaç toksisitesine neden 

olabilir. Ayrıca, Pregnane X reseptörü (PXR) CYP3A4’ün gen ekspresyonunun 

regülasyonunu düzenleyen anahtar moleküldür (Waxman, 1999). o-Kumarik asit 

uygulanması sonucunda PXR miktarında azalış, CYP3A4’ün mRNA seviyesindeki 

azalışa neden olabilir. 

 

Tün bu Sitokrom P450 izozimlerin yanı sıra, CYP2C9’un protein ve mRNA 

seviyelerinin o-kumarik asit sonucunda nasıl değiştiği HepG2 hücre hattında 

belirlenmiştir (Şekil 3.35). CYP2C9 kanser ilaçları, antibiyotik gibi piyasadaki ilaçların 

%20’sinden fazlasını metabolize eden bir izozimdir (DeLisle ve ark., 2011). o-

Kumarik asit uygulanması sonucunda CYP2C9’un protein ve mRNA seviyesi anlamlı 

şekilde artmıştır (Şekil 3.35). Bu yüzden, o-kumarik asit uygulaması sonucunda 

CYP2C9’un değişmesi ilaç metabolizmasında bozukluklara ve klinik ilaç toksisitesine 

neden olabilir.  

 

Tüm bu sonuçlar, o-kumarik asit, kanser oluşumunu ve gelişimini birçok 

noktadan engelleyerek antikarsinojenik etki gösterdiğini ortaya koymuştur. Fakat 

kimyasal karsinojenezde rol alan CYP1A2 ve CYP2E1 gibi proteinlerin o-kumarik asit 

uygulaması sonucunda indüklenmesi, kullanımdan önce bir doz ayarlanması 

yapılması gerçeğinide ortaya koymaktadır. 
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5. SONUÇ 

 

Sonuç olarak yapılan çalışmada o-kumarik asidin apoptoz yolağını, hücre 

döngüsü ve tümör baskılayıcı proteinlerin ekspresyonlarını değiştirdiği ortaya 

konmuştur. Ayrıca, ilaçlar ve karsinojenler gibi birçok ksenobiyotiğin 

metabolizmasında rol alan P450 izozimlerinden CYP1A2, CYP2E1, CYP2C9 ve 

CYP3A4 olan etkisi belirlenmiştir. o-kumarik asit, kanser oluşumunu ve gelişimini 

birçok noktadan engelleyerek antikarsinojenik etki gösterdiği saptanmıştır. Fakat, 

CYP1A2, CYP2E1, CYP2C9 ve CYP3A4 gibi proteinlerin o-kumarik asit uygulaması 

sonucunda değişmesi birçok önemli problemi de yanında getirebileceği gerçeğini 

ortaya çıkarmaktadır. o-kumarik asidin ilaçları ve diğer ksenobiyotiklerin 

metabolizmasında önemli rol oynayan bu enzimlerin üzerine etkisi göz önünde 

bulundurulduğunda bu maddenin alımının düzenlenmesi önem arz etmektedir. Bu 

sayede o-kumarik asidin insanlarda sebep olabileceği organ toksisitesi, mutajenite ve 

karsinojenite, ilaç metabolizmasında bozukluklar ve klinik ilaç toksisitesi 

engellenebilir. 
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Özet: Günümüzde birçok insan,  kimyasal maddelerin toksik, mutajenik ve karsinojenik etkilerinin 
giderilmesi ve çeşitli hastalık etmenlerine karşı koruyucu ajanlar olarak bitkisel preparatları ya da 
normal diyetlerin bileşenleri olan fitokimyasalları sıklıkla tüketmektedirler. Bu çalışma insanların 
diyetle birlikte sıklıkla aldıkları ve geleneksel tedavi amaçlı tıbbi bitkilerin yapısında yaygın bir 
şekilde bulunan o-kumarik asitin  anti-karsinojenik, apoptotik etkilerinin etki mekanizmaları ile 
olası diyet-ilaç potansiyelinin belirlenmesini kapsamaktadır. Bu amaçla, o-kumarik asit insan 
meme kanseri hücre hattına (MCF 7), insan karaciğer kanseri hücre hattına (HepG2) ve iinsan 
fibroblast hücre hattında (3T3) uygulandı ve sitotoksik etkileri ve etkin dozları saptandı. Anti-
karsinojenik etki mekanizmalarında rol oynayan hücre döngüsü düzenliyici genler (siklin2, CDK4, 
p21 ve p16)  ile onkogen ve tümör baskılayıcı genlerin (pRb, p53, PTEN) ekspresyon düzeyleri 
tespit (mRNA ve protein düzeyleri) edilerek transkripsiyonel ve translasyonel etki mekanizmaları 
tanımlandı. Ayrıca apoptoz yolaklarında çalışan Bcl-2, bax, Kaspaz 3 ve 9, ve APAF-1 gibi 
proteinlerin gen ekspresyon ve protein düzeyleri tespit edildi. Tüm bunlara ek olarak, ilaç ve 
prokarsinojen/karsinojen metabolizmasında önem arz eden spesifik sitokrom P450 izozimlerinin 
gen ekpresyon ve protein düzeyleri üzerine etkileri belirlendi. 

Sitotoksisite sonuçlarına göre, LD50 değerleri, MCF-7 HepG2 ve 3T3 hücreleri için sırasıyla 7,39 
mM, 4.95 mM ve 7.96 mM olarak hesaplanmıştır. 3T3 hücrelerine MCF-7 ile karşılaştırma 
yapabilmek için MCF-7 hücrelerine uygulanan 4.95 mM o-kumarik asit dozu uygulandı. o-kumarik 
asit  apoptoz yolağında görev alan  Kaspaz 3 ve bax proteinlerinin mRNA ve protein seviyelerini  
artırırken (1.59-2.52-kat,p<0.05), bu proteinlerin seviyeleri T3 hattında istatistiksel olarak anlamlı 
değişmemiştir. Mcf-7 hücre hattında Bcl-2’in mRNA ve protein seviyesi  sırasıyla 35% ve 48% 
azalmıştır (p<0.05).  3T3 hücre hattında ise  bcl-2’nin  protein ve mRNA seviyesi yaklaşık 1.25-kat 
artmasına rağmen bu artış anlamlı bulunmamıştır. Apoptoz yolağında görev alan Apaf-1 ve 
kaspaz 9 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri 2 hücre hattında da değişmemiştir. O-kumarik 
uygulaması sonucunda hücre döngüsünde görev alan siklin D1, D2 ve siklin bağımlı kinaz 2’nin 
protein ve mRNA seviyeleri her iki hücre hattında da azalış göstermektedir (10-65%). O-kumarik 
asit tümör baskılayıcı proteinlerden olan p53 ve PTEN’in mRNA ve protein seviyesini her iki hücre 
hattında artmasına neden olmuştur (1.55-3.43-kat, p<0.05). Retinblastomanın (Rb) mRNA ve 
protein seviyesinde anlamlı değişimlere yol açmamıştır. Tüm bunlara ek olarak, o-kumarik asit 
HepG2 hücre hattında CYP1A2, CYP2E1 ve CYP2C92un mRNA ve protein seviyelerin artmasına 
sebep olmuştur (1.4-5.24-kat, p<0.05). CYP3A4’ün mRNA ve protein seviyesi ise azalmıştır (52 % 
ve 60%, p<0.05). 

Tüm bu sonuçlar, o-kumarik asit, kanser oluşumunu ve gelişimini birçok noktadan engelleyerek 
antikarsinojenik etki gösterdiğini ortaya koymuştur. Fakat, kimyasal karsinojenezde rol alan 
CYP1A2 ve CYP2E1 gibi proteinlerin o-kumarik asit uygulaması sonucunda indüklenmesi, 
kullanımdan önce bir doz ayarlanması yapılması gerçeğinide ortaya koymaktadır. 

 

Anahtar Kelimeler: : o-kumarik asit,  anti-karsinojen etki, apoptotik etki, Sitokrom P450 
izozimleri, fitokimyasal-ilaç etkileşimleri, moleküler mekanizma  

 

 


