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ÖNSÖZ 

 

 Bu çalışmada Ziraat Fakültesi yakınlarındaki özel bir keçi çiftliğinde aynı yetiştirme 

koşullarına tabi tutulan klinik olarak sağlıklı farklı yaşlarda 30 keçiden alınan kanlar kullanıldı. 

Bu kanlardan RNA izolasyonu ve ardından cDNA elde edip, HSP 60 ve HSP 70’in mRNA 

ekspresyon düzeyleri karşılaştırıldı. HSP 60 ve HSP 70 ekspresyonları değerlendirilerek, 

keçilerde yaşa bağlı HSP 60 ve HSP 70 ekspresyon değişiklikleri incelendi. 

 

 Deney grubumuz; grup I (4-6 yaşlı anaç keçiler) ve grup II (1-8 aylık çepiçler) olarak iki 

gruba ayrılmaktadır ve 15’er keçiden oluşmaktadır. Bu iki grup arasında ya da grupların kendi 

aralarındaki HSP 60 ve HSP 70 mRNA ekspresyon düzeyindeki değişimleri Light Cycler Nano 

Real Time PCR (Roche) cihazı kullanılarak, eş zamanlı olarak ekspresyon düzeyleri izlendi ve 

sonuçlar kantitatif olarak değerlendirildi. 

 

 Araştırma, “Saanen keçilerinde HSP 60 ve HSP 70 genlerinin kantitatif analizi” isimli ve 

VTF-14026 kodlu proje olarak, Adnan Menderes Üniversitesi BAP komisyonu tarafından 

desteklenerek gerçekleştirilmiştir. 
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1.GİRİŞ 

 

1.1. Isı Şok Proteinleri 

 

Artan çevre sıcaklığıyla oluşan ısı şoku yanıtının varlığı, ilk kez Ritossa (1962) tarafından 

bulunmuştur. İnkübatörde tutulan Drosophila melanogaster olarak adlandırılan meyve sineği 

larvalarının tükürük bezi hücrelerinin politen kromozomlarında artan gen ifadesi sonucu 

meydana gelen ve puff (şişkinlik) adı verilen yapılar gözlemlenmiş, uygulanan bu kısa süreli 

yüksek sıcaklığa bağlı olarak normal koşullarda hücre çekirdeğinde bulunan bazı aktif 

transkripsiyon alanlarının kaybolduğu, buna karşın yeni transkripsiyon alanlarının ortaya çıktığı 

gözlemlenmiştir. 

Drosophila kromozomlarının puff bölgelerinde kodlanan proteinler, ilk kez Tissieres ve 

arkadaşları (1974) tarafından tanımlanmış ve çevre sıcaklığındaki ani artışa bağlı olarak 

sentezlerinin artması nedeniyle “ısı şok proteinleri” olarak adlandırılmıştır. Sonraki çalışmalar 

ısı şok proteininin tüm türlerde varlığını göstermiştir. 

Daha sonraki yıllarda bu protein grubunun sadece yüksek ateşe bağlı olarak değil anoksi, 

viral enfeksiyonlar, ağır metaller, kimyasal maddeler, pestisitler, oksijen yetersizliği, glukoz 

yetersizliği gibi stres faktörlerinde de arttığı saptanmıştır. Bu nedenle bu protein  grubu genel 

olarak stres proteinleri olarak adlandırılmaktadır (Morimoto ve Santoro 1998, Petrof ve ark 2004, 

Aufricht 2005). 

Proteinlerin 3 boyutlu yapısının nasıl olacağı bilgisi temel olarak proteinlerin aminoasit 

diziliminde gizlidir. Proteinleri oluşturan aminoasitler protein katlanmaları ile kendi aralarında 

ve kendilerini çevreleyen ortamla etkileşim halindedir ve bu etkileşimlerin denge halinde olması 

gerekir (Liberek ve ark 2008). Fizyolojik koşullarda, ısı şok proteinleri protein katlanmasının 

doğru yürütülmesinden sorumludurlar (Mayer ve Bukau 2005, Bukau ve ark 2006). Hücrede yeni 

üretilen proteinlerin doğru bir şekilde katlanmasına yardımcı olan maddelere “moleküler 

şaperon” denilmektedir ( Ellis ve van der Vies 1991, Deocaris ve ark 2006). 
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Şaperonlar tüm canlı organizmalarda bulunur. Protein sentezi sırasında ya da sentezden 

hemen sonra proteinlerin işlevsel 3 boyutlu yapılarını almalarını sağlarlar. Ancak şaperonların 

görevi sadece protein senteziyle sınırlı değildir. Çünkü proteinler sentezlendikten sonra 3 boyutlu 

yapılarını kaybetme riski taşıyabilirler (Voisine ve ark 2010). 

Proteinlerin 3 boyutlu yapıları değişen olumsuz çevre koşullarına karşı esneklik 

gösterebilir. Bu esnekliğin amacı proteinlerin farklı ortamlarda görevlerini en üst düzeyde 

gösterebilmelerini sağlamaktır. Sıcaklık artışı gibi çok sayıda olumsuz çevresel faktör 

proteinlerin 3 boyutlu yapısını bozar ve proteinin bulunduğu ortamda çökmesine (agresyonuna) 

neden olur. Çöken proteinler şaperon gruplarının yardımıyla tekrar eski haline dönüştürülebilir. 

Bunun için farklı şaperon grupları ortak bir çalışma içinde çalışır. Proteinler önce çözünür 

duruma getirilir, daha sonra istenilen üç boyutlu yapıya dönüştürülür (Liberek ve ark 2008, 

Luheshi ve ark 2008, Jellinger 2009) (Şekil 1.1). 

 

 

Şekil 1.1. Isı şok proteinlerinin protein katlanmasını düzenlemesi (William ve ark 2002). 
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Proteinlerin normal biyolojik faaliyetlerini sürdürürken şaperonlara ihtiyaç duymadığı 

ancak stres faktörleri ile karşılaştıklarında kendilerini bu stres faktörüne karşı koruyarak 

faaliyetlerini sürdürmelerinde şaperonların yardımcı olduğu bildirilmektedir (Liberek ve ark 

2008). 

 

1.2. Isı Şok Proteinlerinin Görevleri 

 

Isı şok proteinleri hücre içi veya hücre dışında bulunabilir. 

 

1.2.1. Isı Şok Proteinlerin Hücre Dışı Görevleri 

 

Isı şok proteinleri normal olarak hücre içerisinde bulunurlar. Hücrelerin öldüğü ve içeriği 

dışarı atıldığı durumlarda ise hücre dışında bulunurlar. Bu dağınık hücrelerin planlanmamış 

ölümü nekroz olarak adlandırılır ve hücrede sadece hatalı olaylar meydana getirir (Pockley 

2001). Hücre dışındaki ısı şok proteinleri hastalık veya enfeksiyona karşı bağışıklık sistemini 

uyarmada çok önemli rol üstlenirler (Laad ve ark 1999). 

 

1.2.2. Isı Şok Proteinlerin Hücre İçi Görevleri  

 

Isı şok proteinlerinin normal görevleri hücre içerisinde (proteinlerin katlanmasına yardım 

ederek ve proteinlerin hazırlanmasını düzenleyerek) her proteinin bağlayıcı olmasını 

sağlamaktadır. Isı şok proteinleri hücre içerisindeki peptidleri kuşatarak sınırlandırılmalarını 

sağlar. Peptitler hücre içine ısı şok proteinleri ile alınır. Bu proteinler hücresel şaperonlar gibi 

işlev görürler, protein sentezinde ve taşınmasında görev alırlar. Çünkü bu proteinler benzersiz 

hücresel yerleşime sahiptir (Pockley 2001). 

Stres sırasında çok sayıdaki enzim ve yapısal proteinde zararlı yapısal ve fonksiyonel 

değişim meydana gelmektedir. Bu nedenle stres altında bulunan hücrelerin yaşamlarını 
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sürdürebilmesinde, proteinlerin kendi fonksiyonel konformasyonlarını sürdürmek, doğal 

olmayan proteinlerin toplanmasını önlemek, denatüre proteinlerin yeniden yapılanması ile tekrar 

fonksiyonel yapılarına dönmeleri ve fonksiyonel olmayan ama zararlı olabilecek peptidlerin 

ortadan kaldırılması önemlidir. Böylece, ısı şok proteinleri/şaperonlar hücresel korumada 

tamamlayıcı rol oynarlar ve bazen de bir arada çalışarak proteinleri stresten korurlar (Wang ve 

ark 2004). 
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1.3. Isı Şok Proteinlerinin Sınıflandırılması ve Fizyolojik Özellikleri 

 

Farklı araştırmacılar farklı sınıflandırmalar yapsa da ısı şok proteinleri fonksiyonları 

yapıları ve molekül ağırlıklarına göre; HSP 100, HSP 90, HSP 70, HSP 60, küçük ısı şok 

proteinleri ve ubikuitin olarak 6 sınıfa ayrılır (Henle ve ark 1998). 

 

Çizelge 1.1. Isı şok proteinlerinin sınıflandırılması (Öztürk ve ark 2009) 

 HSP Molekül 

ağırlığı 

Fizyolojik 

yerleşim 

Streste 

yerleşim 

Fonksiyon 

 

HSP 90 

HSP100 100 Endoplazmik 

Retikulum 

Endoplazmik 

Retikulum 

Glukoz 

metabolizması 

HSP90α 86 Sitoplazma Sitoplazma Steroid reseptör 

HSP90β 84 Sitoplazma Sitoplazma Aktin koruyucu 

etki 

 

HSP 70 

HSP80 80 Endoplazmik 

Retikulum 

Endoplazmik 

Retikulum 

İmmunoglobulin 

HSP75 75 Mitokondri Mitokondri Glukoz 

metabolizması 

HSP73 73 Sitoplazma Çekirdek Protein 

katlanması 

HSP72 72 Sitoplazma, 

Çekirdek 

Çekirdek Protein 

katlanması 

HSP 60 HSP60 58,60 Sitoplazma, 

mitokondri 

Mitokondri Protein 

katlanması 

 

HSPs 

HSP47 47 Mitokondri, 

Sitoplazma 

Mitokondri, 

Sitoplazma 

Kollajene özgü 

HSP32 32 Sitoplazma Sitoplazma, 

Nucleus 

Heme oksijenaz-1 

HSP25 25 Sitoplazma Sitoplazma α kristallin 

HSP8 8 Sitoplazma, 

Membran 

Sitoplazma, 

Membran 

PDGF 
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1.3.1. HSP 100 

 

Ağırlığı 100-110 kDa arası değişen en büyük molekül ağırlığına sahip ısı şok proteinidir. 

Canlı, stres durumunda bulunsun yada bulunmasın, hücrelerinde sürekli olarak HSP 100 

sentezlenir. Fizyolojik koşullarda proteinlerin düzenlenmesinde rol alan şaperonlar gibi rol alırlar 

(Feder ve Hofmann, 1999, Aşkar ark 2007). Özellikle bu aile içinde bulunan HSP 104 yeni 

denatüre olmuş proteinleri kurtarma yeteneğindedir. Ayrıca vücudun ısı düzenlenmesi, ısı 

toleransı kazanılması, hücresel düzeyde hipertermiye toleransın geliştirilmesi gibi görevleri 

olduğu da düşünülmektedir (Feder ve Hofmann 1999,  Pockley 2001). 

 

1.3.2. HSP 90 

 

Moleküler şaperon olan HSP 90, stres altında olmayan hücrelerde özellikle mitokondri ve 

endoplazmik retikulumda yaygın bulunan proteinlerden biridir (Saibil 2008). Sinyal yollarında, 

proteinlerin katlanmasında ve tümör yayılımının engellenmesinde görev almaktadır. HSP 90’nın 

DNA dizi analizleri bu proteinin evrim sürecinde en yüksek oranda korunmuş bir gen dizisine 

sahip olduğunu göstermiştir (Lindquist ve Craig 1988). 

Bu ailedeki HSP90α’nın bugün en iyi bilinen özelliği tümörogenez ile olan ilişkisidir 

(Neckers ve Percy 2003). HSP 90 genellikle HSP70, HSP 40 ve HSP organize edici protein ile 

birlikte çoklu şaperon yapısı şeklinde bulunur (Pearl ve Prodromou 2000). Hücrelerin iletişimi ve 

normal morfolojik yapılarının korunmasında önemli görevler üstlenir. HSF 1 ile transkripsiyonu 

düzenlenir (Westerheide ve Morimoto 2005). Isı artışı ve hipoksi tümöral hücrelerde HSP 90 

artışına bağlı olarak tümör direncini arttırır. Bloklanması hücre ölümünü hızlandırır (Fukuyo ve 

ark 2010). 

HSP 90β’nın HSP100 ile benzer etkiler gösterdiği hatta beraber etkinlik gösterdiklerine 

dair çalışmalar mevcuttur. En iyi bilinen etkileri kalsiyum haberci siteminde görevli kalmodulini 

bağlayıcılıklarıdır (Koyasu ve ark 1989). Yüksek konsantrasyonda ise aktin filamentleri ile 

etkileşime girerler. Etkilerini gösterebilmeleri için Ca
+2

 ihtiyaç duyarlar. Ayrıca HSP 90β’nın 

glukoz metabolizmasında rol aldığı düşünülmekte ve bununla ilgili çalışmalar yapılmaktadır. 
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Yapılan bir çalışmada diyabetiklerde HSF 1 ve HSP 72’nin azaldığı fakat HSP 90β’da bir artış 

olduğu gözlemlenmiştir (Atalay ve ark 2004). 

Son çalışmalar HSP 90’ın hücresel taşıma, hücre döngüsü ve hücre bölünmesinde de rol 

oynadığını göstermiştir (Saibil 2008). 

HSP 90 kanser hücrelerinde normal hücrelere göre 2-10 kat fazla eksprese olur. HSP 90 

ile ilişkili proteinler arasında büyüme uyarıcılı proteinler kötü huylu değişimi destekleyen 

kinazlar da bulunmaktadır. HSP inhibisyonu kansere sebep olan çeşitli proteinleri baskılayabilir. 

Bu yüzden HSP 90 önemli bir tedavi edici hedef kabul edilir (Fukuyo ve ark 2010). 

HSP 90 kanserli hücrelerde mutasyona uğramış proteinlerin kararlı hale gelmesine olanak 

sağlayarak ikili rol oynayabilir. Ayrıca HSP 90’ın mutasyona uğrayan proteinleri tamponlaması 

tümör gelişimini destekleyebileceği bildirilmiştir (Sherman ve Multhoff 2007). 

 

1.3.3. HSP 70 

 

HSP 70 evrim süresince korunmuş ve üzerinde en çok çalışma yapılmış  en önemli ısı şok 

proteinidir (Petrof  ve ark 2004, Aufricht 2005,  Mayer ve Bukau 2005, Ojima 2005, Otaka ve 

ark  2006). Yapılan çalışmalar HSP 70’in hücrede ısı stresi uyarımlı (HSP70) ve kognat (HSC70) 

olmak üzere iki çeşit protein ailesi üyesi bulunduğu bildirilmiştir (Clark ve Peck, 2009). 

Sitoplazmada iki temel formu bulunur. HSP 70 olarak bilinen HSP 72 stres durumunda artarken, 

HSP 73 sürekli üretilir (Otaka ve ark  2006). Yine bu aile içinde yer alan HSP 75 mitokondride, 

HSP 78 endoplazmik retikulumda bulunur. 

Stresin olumsuz etkilerine karşı hücreyi koruyan ve protein katlanmasında rol alan ısı şok 

proteinidir (Ojima 2005). Stres esnasında hücrelerde ısı şok proteinlerinin görevleri yaygın 

olarak araştırılması sonucu, HSP 70 proteininin moleküler şaperon göreviyle denatüre 

proteinlerin çökmesini engellediği ve bu proteinlerin yeniden düzgün bir biçimde katlanmasında 

yardımcı olduğu saptanmıştır (Georgopoulos ve Welch 1993, Baler ve ark 1996). Yapılan 

çalışmalarda çöken proteinlerin HSP 70-HSP 100 işbirliği ile çözülebilir hale getirildiği ve daha 

sonra tekrar katlanmaya uğradıkları görülmüştür (Petrof ve ark 2004). 
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Yapılan son çalışmalar HSP 70’in  ökaryotlarda düzenleyici proteinlerinin biyolojik 

aktivitelerinin  düzenlenmesinde de rol aldığını göstermiştir. Bunlar arasında steroid hormon 

reseptörleri gibi nükleer reseptörler, kinazlar ve transkripsiyon faktörleri bulunur. Bu 

görevlerinde HSP 70’lere HSP 90, Cdc37 ve p23 gibi proteinler eşlik etmektedirler (Mayer ve 

Bukau 2005). Bu sayede HSP 70’ler sinyal iletimi, hücre siklusu regülasyonu, differensiasyon ve 

apopitozda önemli roller üstlenerek onkogenez, nörodejeneratif ve otoimmün hastalıklar, viral 

infeksiyonlar ve yaşlanma gibi konularda önemli görev üstlenirler (Jäättelä 1999, Kregel 2002). 

HSP 70 özellikle HSP 90 ile birlikte hücre ölümü, differensiasyon,  proliferasyon ve 

hücre homeostasisinin korunmasında görev alır (Mayer ve Bukau 2005). HSP 70 apoptoziste 

önemli rol oynayan sistein-proteaz grubu bir enzim olan kaspaz üzerinden apopitozu inaktive 

eder. HSP 70 düzeyinin artmasıyla TNFα gibi apopitotik faktörlerin işlevleri azalır (Jäättelä 

1999). Tersine HSP 70 azalması da apopitozu kolaylaştırır. 

Gastrointestinal sistemde strese bağlı olarak HSP 70 artışı gözlemlenmesine rağmen 

koruyucu bir etki sağlamadığı görülmüştür (Otaka ve ark 2006). Başka bir çalışmada (Sakamoto 

ve ark 2005) gastrointestinal sistemde koruyucu bir etki için HSP 70’in HSP 32’yi ko-şaperon 

olarak kullandığı öne sürülmüş HSP 70’in kolonda koruyucu etkisi bildirilmiştir (Otaka ve ark 

2006). 

HSP 70’in renal iskemide olumlu etkileri olduğu ve böbrek nakilleri sonrası iyileşme 

sürecine olumlu katkı sağladığı bilinmektedir (Aufricht 2005). Bu etkinin detayları tam olarak 

aydınlatılamamış olsa da bu etkide hücre iskelet yapısının korunmasının önemli görev oynadığı 

düşünülmektedir (Vicencio ve ark 2003). 

HSP 70 ekspresyonu ağız hastalıklarıyla ilgili durumlarda sadece biyolojik stresin bir 

belirteci olarak değil, aynı zamanda ağız kanserlerinin patogenezinde de önemli rol oynar. Son 

zamanlarda iskemi reperfüzyona bağlı olarak HSF 1’in inhibe edilmesinin HSP 70 ve HSP 90 

birikimini uyardığı gösterilmiştir. Serbest oksijen radikallerinin iskemik-reperfüze kalpte       

HSF 1inaktivasyonu ve HSP 70 ve HSP 90 birikimini de uyardığı gösterilmiştir. Bu aktivasyon 

allopurinol ve katalaz verilmesiyle önlenebilir (Kaufman 1998). 

Yaşla ilgili yapılan bir çalışmada HSP 70 üretiminin yaş artışıyla azaldığı fakat ilginç 

olarak 100 yaş üzerinde HSP 70 üretiminin tekrar arttığı görülmüştür (Mayer ve Bukau 2005). 

HSP 70 ailesi konusunda kesin olarak bilinen farklı ko-şaperonlarla etkileşerek farklı etkiler 
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gösterdikleridir. Fakat hangi ko-şaperonların hangi HSP 70 üyesini nasıl seçtikleri ve sonuçta 

hangi etkilere neden oldukları henüz net olarak aydınlatılamamıştır. 

Birkaç hücre türünde HSP70’in fazla üretilmesi ile ilgili çalışmalar, tümör gelişimine 

doğru giden hücrelerde HSP 70’in arttığı fikrini desteklemektedir (Volloch ve Sherman 1999). 

İnsan meme kanseri MCF-7 hücre kültürlerinde HSP 70’in aşırı ekpresyonunun G0/G1 fazının 

kısalması ile hücre çoğalmasının hızlanmasına neden olduğu bildirilmektedir (Barnes ve ark 

2001). Bu etki, HSP 70’in fazla üretimi ile hücre siklus regülatörü olan D1 siklinin 

stabilizasyonunun sağlanmasına bağlı olabilir (Diehl ve ark 2003, Sherman ve Multhoff 2007). 

Tümörlerde HSP 70 ile yapılan çalışmalarda HSP 70’deki azalma çeşitli tümörlerde 

apoptoz benzeri hücre ölümüne neden olduğu bildirilmiştir (Kaur ve Ralhan 2000). HSP 70’deki 

azalma kanser hücre kültürlerinde hızlı erken yaşlanmaya neden olmaktadır (Yaglom ve ark 

2007). 

 

1.3.4. HSP 60 

 

En önemli özelliği mitokondride yer alması ve buradaki en önemli protein katlayıcı 

molekül olmasıdır (Möbius ve ark 1997, Parcellier ve ark2003, Deocaris ve ark 2006, Otaka ve 

ark 2006). Bunun dışında hücre zarında da saptanmıştır. HSP 70’e benzer etkiler göstererek bir 

çok hücrede koruyucu etki gösterir. Ama bu özelliklerini farklı mekanizmalarla gerçekleştirirler 

(Deocaris ve ark 2006). 

Çevre koşullarındaki değişikliğe bağlı olarak HSP 60 sentezi artar ve protein 

agregasyonlarını önlenerek biyolojik aktivitenin devamlılığı sağlanır. Bu işlevi gören  proteinler 

HSP 60 ailesine aittir ve moleküler şaperonlar olarak adlandırılırlar (Choi ark 2008). 

Mitokondrial şaperon olarak da isimlendirilen bu ısı şok proteininin temel görevi proteinlerin 

sitoplazmadan mitokondrial matrikse taşınmasını ve amino asit zincirlerinin doğru bir şekilde 

işlevsel formlarına katlanmasını sağlamaktır (Johnson ve ark 2003). Bunların dışında hücrede 

sıcaklık şoku sırasında HSP 60 ekspresyonunda artış gözlemlenmiştir. Bu da HSP 60’ın  sadece 

moleküler şaperon olarak değil, stres yanıtında da görev aldığının göstergesidir (Gonzalez-

Riopedre 2007). 
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Genetik mutasyonlar ciddi mitokondriyal hastalıklara yol açar (Deocaris ve ark 2006). 

Mitokondrinin hücresel strese tolerans göstermesi HSP 60 ile olur (Zhao ve ark 2002). 

HSP 60’ın prokaryotlardaki homoloğu GroES proteinidir ve bu protein ile yapılan 

çalışmalar mitokondrial proteinlerin sentezi ve mitokondrial matrikse taşınmasında HSP 60’ın 

önemli rolü olduğunu göstermiştir. Yapılan çalışmalar HSP 60’ın apoptozisi önlemede de önemli 

görevleri olduğunu ortaya koymuştur. HSP 60 apoptoziste görevli proteinlerle kompleks bir yapı 

oluşturarak bu proteinlerin fonksiyonlarının düzenlenmesinde rol oynamaktadır (Itoh ve ark 

2002). 

HSP 60 mitokondri yanı sıra, hücre zarından sitosole kadar diğer alt-hücresel 

kompartımanlarda bulunabilir (Cechetto ve ark 2000, Soltys ve Gupta 1996, Merendino ve ark 

2010). Bu bağlamda araştırma için en ilginç konulardan biri de genel olarak kabul edilen 

mitokondri içi yerlerden farklı yerlerde bu şaperonin yapısı ve fonksiyonudur. Örneğin bazı 

veriler monomerik ve heptamerik formları (Levy-Rimler ve ark 2001) arasındaki dengeyi işaret 

ederken, diğer sonuçlar sitosolik HSP 60’ın apoptozis aktivasyonuna katıldığını (Chandra ve ark 

2007), bazen de monomerik formda olduğunu (Taguchi ve ark 1994) göstermektedir. Her iki 

durumunda birbirini dışlamadığı görülmektedir.  

HSP 60 tümörlü hücrelerin veya normal hücrelerin membranında da bulunur. Buradaki 

HSP 60’ların fazla miktarda bulunması immünosistem için bir tehlike sinyali oluşturduğu ve 

böylece dendritik hücrelerin aktivasyonu ve anti-tümör T hücrelerin cevabının oluşmasında 

önemlidir (Thomas ve ark 2005). 

HSP 60’ları bazı büyüyen tümör hücreler için esansiyel olduğu bile düşünülmektedir. 

Ayrıca in vitro araştırmalar göstermiş ki HSP 60 eksikliği osteosarkoma büyümesini 

engellemektedir (Thomas ve ark 2005). 

Kalp yetmezliğinde, HSP 60 durumun izlenmesi için klinik bir belirteç olarak önem 

kazanmaktadır (Gupta ve Knowlton 2007, Lin ve ark 2007, Latif ve ark 1999). HSP 60 sitozol 

içinde aşırı şekilde eksprese edilir, hücre zarında lokalize olur ve aynı zamanda stres 

miyokardiositleri tarafından salgılanabilir (Gupta ve Knowlton 2007, Lin ve ark 2007). 

Deneysel olarak subaraknoid hemoroji oluşturulan ratlarda muhtemelen koruyucu bir 

mekanizma olarak HSP 60’ın aşırı ekspresyonu gözlenmiştir (Satoh ve ark 2003).  
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1.3.5. Küçük Isı Şok Proteinleri (sHSP) 

 

Ağırlığı 15-40 kDa arası değişen en küçük molekül ağırlığına sahip ısı şok proteinidir. 

Birçok molekül bu gruba dahil edilse de ortak olarak 100 aminoasitlik bir yapı içerirler (Sun ve 

McRae 2005). Sitoplazma ve çekirdekte bulunur. HSP 60 ve HSP 70 den farklı olarak protein 

katlanmasında görevleri yoktur. Bunun yerine hücresel denge, hücre hasarına karşı cevap ve 

çeşitli hastalıklarda önemli görevleri vardır (Wang 2004, Pantzartzi ve ark 2009). 

Hücre zarını ve hücre yapısını koruyucu etki yaparlar (Sun ve McRae 2005).  HSP 60, 

HSP 70, HSP 90 ve HSP 110 ile birlikte çalışarak yeni üretilen proteinlerin çökmesini engellerler 

(MacRae 2000). Yüksek yapılı organizmalarda (ökaryotlarda) hücre iskelet sistemi yapılarını 

oksidatif stres, ısı ve kimyasal ajanlara karşı korur (Mounier ve Arrigo 2002, Sun ve Mcrae 

2005). 

Büyük molekül ağırlıklı HSP’ler çok sayıda organizmada bulunurken kristal yapıdaki 

sHSP’ler türlere spresifik olarak bulunur ve tanı amacıyla kullanılmaktadır. Örneğin 

sHSP’lerden olan HSP 40 balıklarda, midye ve salyangoz gibi deniz canlılarında tespit edilmiştir 

(Lyons ve ark 2003, Tomanek 2005). 

HSP 27 küçük HSP’lerin majör üyesidir. Kanser hücrelerinde fazla miktarda bulunurlar 

ve tümör oluşumunda majör olarak görev alırlar. HSP 27’nin yüksek ifadelenişi apoptozu 

engeller. Diğer yandan HSP 27’nin yüksek ekspresyonu gen toksik ilaçlar ve oksidanlarca 

senesensin (yaşlanmanın) baskılanmasıyla sonuçlanır. Burada HSP 27’ nin rolü HSP 70’e 

benzemektedir. HSP 27’nin antiapoptotik ve antisenesentik etkilerinin yanında bu şaperon 

metastaz ve hücre göçünde de majör olarak görev alır. HSP 27’ nin hücre göçündeki görevi aktin 

hücre iskeletiyle etkileşimiyle açıklanır. HSP 27 fosforlayıcısının yeni bir inhibitörü tümör hücre 

göçünü ve invazyonu baskılar. Diğer taraftan HSP 27 metastaz için esansiyel metalloproteazlar 

MMP 2 ve MMP 9’un ifadelenmesi için kritiktir. Ayrıca HSP 27’nin yakın homoloğu 

αβcrystallinin çok ifadelenmesi memeli epitelyum hücrelerini ölümsüzleştirir (Sherman ve 

Multhoff  2007). 
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1.3.6. Ubikuitin 

 

Isı şok proteinleri içinde yer alan ve HSP 8 olarak adlandırılan bir protein daha vardır. 

HSP 8 evrim sürecinde yüksek oranda korunmuştur ve tüm ökaryotlarda yaygın olarak bulunur. 

Bu ısı şok proteini, proteolizis adı verilen protein yıkımlanması (degradasyonu) işleminde rol 

almaktadır. Protein yıkımlanmasındaki görevi nedeniyle hücre stres yanıtı mekanizmasının bir 

parçası olan bu proteinin ısı şoku karşısında hücre içerisindeki düzeyinin arttığı belirlenmiştir. 

Hem maya hem de tavuklarda ubikuitin proteininin ısı şoku uyarımlı olduğu saptanmıştır 

(Lindquist 1986). 

 

1.4. Isı Şok Faktörleri ve Isı Şok Yanıtın Gen Düzenlemesi 

 

Strese karşı hücresel yanıt mekanizmasında ısı şok faktörleri (HSF) görev almaktadır 

(Pirkkala ve ark 2001). Omurgalılarda saptanan HSF’lerden HSF 1, HSF 2 ve HSF 4 yaygın 

iken, HSF 3 yalnızca kanatlılarda görülmektedir. HSF 1 ve HSF 2 genlerinin memeli genleriyle 

homolog oldukları ancak HSF 3 geninin yeni bir ısı şok faktör geni olduğu saptanmıştır (Nakai 

ve Morimoto 1993). Stres uyarımlı genlerin transkripsiyonun başlaması ve diğer hücresel 

proteinlerin sentezinin durdurulması için HSF’lerin aktivasyonu gerekmektedir. HSF’ler, ısı şok 

genlerinin karakteristik pentanükleotid 5'-nGAAn-3' dizisini taşıyan ısı şok elementi (HSE) 

bölgesine bağlanarak stres uyarımlı gen ekspresyonunu başlatmaktadırlar. Isı şok faktörlerinin 

yapısının, helix-turn-helix DNA bağlanma domaini, trimer yapısının oluşturulması için gerekli 

bitişik 80 rezidülük hidrofobik tekrar bölgesi ve C- karboksil ucu transaktivasyon domaininden 

oluştuğu saptanmıştır (Wishniewski ve ark 1996, Morimoto1998).  

HSF 1’in çalışması; ısı şoku, oksidatif stres ya da amino asit analogları gibi doğal 

olmayan proteinlerin, hücrede sentezine izin veren tüm stres durumlarında uyarılmaktadır. Isı 

şoku, protein sentezinin engellenmesine, yeni oluşan polipeptid zincirlerinin yanlış katlanmasına 

sebeb olmaktadır. HSF 1, doğal olmayan proteinlerin varlığında gösterilen hücresel tepkide 

önemli görevi olan bir transkripsiyon faktörüdür (Morimoto 1998).  
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HSF 1 ve HSF 3 kanatlı hücrelerinde kimyasal ve fiziksel stres altında aktive olmaktadır. 

Yalnızca kanatlı hücrelerinde bulunan HSF 3’ün stres altında HSF 1 ile beraber eksprese 

olmasına rağmen düzenleme mekanizmasının bağımsız olduğu saptanmıştır (Nakai ve Morimoto, 

1993, Nakai ve ark 1997). Tanabe ve ark (1998) HSF 3 faktörünce eksik hücrelerde HSF 1’in 

DNA’ya bağlanma işlevini gerçekleştirmesine rağmen ısı şoku yanıtının belirgin şekilde azaldığı 

saptamıştır. Hücrelere yeniden HSF 3 geni yerleştirildiğinde ısı şoku yanıtının düzeldiğini 

bildirmişlerdir. Bu da HSF 3’ün kanatlı ısı şoku mekanizmasında önemli görevinin olduğunu 

göstermektedir. Isı şok yanıtı,  doğal olmayan proteinlerin hücrede belirmesi ve HSF 1 

proteininin aktivasyonu ile bağlantılıdır ve proteinlerin yanlış katlanmalarının önlenmesi 

amacıyla moleküler şaperon özelliği gösteren ısı şok proteinlerine ihtiyaç duymaktadır (HSP 90, 

HSP 70 vb.). Isı şoku gibi stres durumlarında HSF 1 üzerindeki baskı ortadan kalkmakta ve 

transkripsiyonel olarak aktif trimerler oluşturmaktadır. HSP 70 geninin transkripsiyonu, genin 

kodlama bölgesinin upstream kısmında yer alanısı şok elementi (HSE) dizisine ısı şokfaktörünün 

(HSF) bağlanmasıyla başlamaktadır. HSP genlerinin transkripsiyonu adım adım ilerleyen bir 

süreçtir (Morimoto 1998). Bu aşamalar aşağıdaki gibi sıralanabilir. 

 

1. HSF monomerlerinin sitoplazmadan çekirdeğe taşınır. 

2. Monomerik HSF ünitelerinin trimerik forma dönüşür. 

3. HSF trimerinin ısı şok genlerinin promoter bölgesindeki HSE’ye (heat shock element) 

bağlanır. 

4. HSF trimerinin fosforilasyonu ile genin transkripsiyonel aktivasyonunun başlar ve ısı 

şok proteini miktarının artar. 
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Şekil 1.2. Isı şok proteini genlerinin ısı şok faktörü ile transkripsiyonun düzenlenmesi 

(Aşkar ve ark 2007) 

 

HSF hidrofobik bölgeleriyle etkileşime giren ve düzenlemede görev alan HSBP1 (ısı şok 

faktörü bağlanma proteini) Satyal ve ark (1998) tarafından saptanmıştır. Bu protein HSF1 

proteininin trimerik yapısıyla ve HSP70 geni ile etkileşime girerek stres yanıtı mekanizmasında 

rol almaktadır. Isı şoku yanıtı azalmaya başladığında ise HSF1’in transkripsiyonel aktivitesi 

doğrudan HSP 70’in bağlanmasıyla azalıp,HSBP1 aracılığıyla negatif olarak düzenlenmektedir. 

HSBP1 hem HSF1 hem de HSP70 proteininin hidrofobik altılı tekrar bölgelerine bağlanarak 

kontrol edilmektedir. Bu şekilde trimerik formun yeniden monomerik inert forma çözülmesi 

aşaması tetiklenmektedir. 
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1.5. Isı Şok Proteinleri ve Apoptozis 

 

Isı şok proteinleri kaspaz aktivasyonunu engelleyerek apoptozisi bloke edebilirler. HSP 

27, HSP 60, HSP 70 ve HSP 90’ın aşırı sentezlenmesi apoptozisi inhibe edebilir (Arrigo 1998). 

Farklı hücre modellerinde HSP’lerin yanlış katlanmış proteinlerin birikmesini engellediği ve 

serbest radikaller ile DNA hasarına neden olan hücresel stres durumlarında apoptozisi inhibe 

ettikleri gösterilmiştir (Csermely 2001, Soti ve ark 2003). Bunun karşın HSP 27, HSP 60, HSP 

70 ve HSP 90’ın yeterli düzeyde sentezlenmemesi hücrelerin apoptotik uyaranlara duyarlılığını 

artırır. Bazı hücrelerde HSP 70 kaybı başka herhangi bir stres faktörü olmaksızın kaspaz-3 

aktivasyonu ile başlatılan apoptotik süreç için yeterlidir (Yamagishi ve ark 2002). Böylece 

HSP’ler doğrudan ya da dolaylı olarak kaspaz aktivasyonunun modülasyonu ile apoptozisde 

görev almaktadır. HSP’ler üç noktada önemli proteinlerle tepkimeye girerek intrinsik ve 

ekstrinsik apoptotik yolları bloke edebilir. Bu noktalar; 

1. Mitokondriden önceki süreçte sinyal yollarının düzenlenmesi, 

2. Mitokondride gerçekleşen apoptojenik moleküllerin salınmasının kontrolü, 

3. Post mitokondriyal süreçte apoptozom oluşumunun kontrolüdür (Lanneau ve ark 

2008). 

 

1.6. Mitokondriyal Düzeyde Isı Şok Proteinin Hedefleri 

 

Hücre kültürlerinde HSP 27’nin sitokalasin D ya da staurosporin etkisinde hücre 

iskeletinin bozulmasını ve mitokondriden sitokrom c salınımını engellediği belirlenmiştir (Paul 

ve ark 2002). HSP 27 aynı zamanda mitokondriden Smac (apoptozisi aktive eden protein) 

salınımını da inhibe edebilir (Chauhan ve ark 2003). HSP 70 HSP 40 ile eşleşerek Bax gibi 

apoptotik proteinlerin mitokondri dış membranına lokalizasyonunu engeller ve mitokondri dış 

membran geçirgenliğini korur (Stankiewicz ve ark 2005). HSP 60 ile Bax proteinleri kompleks 

oluşturarak apoptozisi inhibe edebilmektedir (Ruchalski ve ark 2006). HSP 60’ın Bax’dan 

ayrılması bu proteinin mitokondriye bağlanmasına neden olur ve apoptozis indüklenebilir 

(Kirchhoff ve ark 2002). Tümör hücrelerinde HSP 90 mitokondride TRAP molekülü ile birlikte 
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bulunur. Mitokondride bulunan HSP 90 mitokondri membran geçirgenliğini ve sitokrom c 

salınımını kontrol eder. HSP 90’ın çeşitli ajanlarla inhibisyonu mitokondri membranında 

depolarizasyona neden olur ve doza bağımlı sitokrom c salınımı gözlenir. Bu durum HSP 90’ın 

normal hücre mitokodrilerinde değil de tümör hücrelerindeki mitokondrilerde şaperon 

işlevlerinin kanser tedavisinde kullanılması açısından önemli olabilir (Kang ve ark 2007). Bazı 

araştırmalar mast hücrelerinde Bcl2/HSP 90 kompleksinin mitokondrilerden sitokrom c 

salınımını inhibe ederek kaspaz-3 aktivasyonunu engellediğini göstermiştir (Cohen-Saidon ve 

ark 2006). 

 

1.7. Post Mitokondriyal Düzeyde Isı Şok Proteinleri Hedefleri 

 

HSP 27’nin mitokondriden sitosole sitokrom c salınımını engelleyerek kaspaz 

aktivasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir (Bruey ve ark 2000). İnsan monositlerinde apoptozis 

sırasında HSP 27’nin aktif kaspaz-3’ü bloke ettiği belirtilmiştir (Voss ve ark 2007). HSP 27 aynı 

zamanda hücrede serbest radikal miktarını azaltarak ve okside proteinlerin toksik etkilerini 

nötralize ederek antioksidan savunmayı artırır (Rogalla ve ark 1999). HSP 27 apoptozisin son 

aşamalarında meydana gelen membran şişmesi gibi morfolojik değişimleri de etkileyebilir 

(Coleman ve ark 2001). Aktin-miyozin sistemi membran şişmesinde kontraktil gücü sağlar, 

burada HSP 27 f-aktin’nin reorganizasyonunda görev alır (Pivovarova ve ark 2007). 

HSP 70’in sitokrom c salınımını inhibe ederek kaspaz-3 aktivasyonunu engellediği ve 

böylece apoptozisi inhibe ettiği belirlenmiştir (Li ve ark 2000). Buna ek olarak HSP 70’in Apaf-

1 molekülüne doğrudan bağlanarak prokaspaz-9 ile apoptozom oluşumunu engellediği 

belirtilmiştir (Beere ve ark 2000). HSP 70’in ATPaz bağlanan bölgesi bu etkileşim için gereklidir 

(Saleh ve ark 2000). TNF indüklü apoptozisde HSP 70 kaspaz-3 aktivasyonuna engel olmaz, 

fakat fosfolipaz A2’nin aktivasyonu gibi hücre ölümünün karakteristiği olan morfolojik 

değişimlerden korur (Jäättelä ve ark 1998). Apoptozisin yıkım fazında kaspaz-3 aktivasyonunu 

takiben kromozomal DNA, DNAaz CAD tarafından (Kaspaz ile aktive olan DNAaz) parçalanır. 

Enzimatik aktivite ve CAD’ın katlanması HSP 70 tarafından HSP 40 ve ICAD’ın ko-şaperon 

etkisiyle düzenlenir. ICAD CAD’ın inhibitörüdür (Sakahira ve Nagata 2002). 
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HSP 90 Apaf-1’in işlevini negatif yönde etkiler. HSP 90 Apaf-1’e doğrudan bağlanır ve 

prokaspaz-9 ile oligomerizasyonunu engeller (Pandey ve ark 2000). Ara filamentlerin en önemli 

bileşeni olan vimentin apoptotik uyartılara yanıt olarak parçalanır. HSP 90 vimentine bağlanır ve 

apoptotik parçalanmayı engeller (Zhang ve ark 2006). HSP 60 ve HSP 10’un proapoptotik 

rollerinin olduğu gösterilmiştir. HeLa ve Jurkat hücrelerinde camptothecin ya da staurosporin ile 

kaspaz-3 aktivasyonu mitokondriden HSP 60 ve HSP 10’un salınımı ile birlikte meydana gelir. 

Çalışmalar in vivo ve in vitro ATP bağımlı süreçte prokaspaz-3’ün sitokrom c ile 

aktivasyonunun HSP 60 ve HSP 10 ile ilişkili olduğunu göstermiştir (Samali ve ark 1999). 

 

1.8. Isı Şok Proteinleri ve Homeostazis 

 

Isı şok proteinleri yalnızca proteinlerin tekrar katlanması ya da yanlış katlanmış, denatüre 

olmuş proteinlerin uzaklaştırılmasına yardımcı olmaz, aynı zamanda birçok açıdan hücresel 

yaşamda kritik rolü olan çok sayıda hücresel proteinin sentezlenmesini sağlar. Hücresel 

homeostazın sağlanmasında HSP’lerin çok sayıda rolü bulunmaktadır (Sreedhar ve Csermely, 

2004). Oksidatif stres apoptotik süreç için önemli bir sinyaldir. Hücresel redoks durumunda 

meydana gelen değişimler farklı apoptotik yolları düzenlemek için etkili bir yoldur. HSF 1 geni 

çıkarılan farelerin oksidatif strese daha duyarlı oldukları belirlenmiştir (Yan ve ark 2002). 

HSP’ler hücresel redoks durumunun korunmasında antioksidan olarak görev yaparlar. 

Hem oksijenaz, bilirubin ve biliverdin antioksidantların üretiminden sorumlu bir HSP’dir. HSP 

70’in oksidatif stres koşullarında peptid kompleks stabilitesi ve peptid bağlanma yeteneğinin 

artırılmasını sağladığı bilinmektedir. Hücrede redoks durumu HSP 70 sentezini etkiler. Böylece 

azalmış GSH düzeyi HSF 1’in doğrudan aktivasyonuna neden olabilir. Bunun aksine güçlü 

oksitleyici ajanlar DNA’ya bağlanma yeteneğini engelleyerek HSF 1’in trimerizasyonunu inhibe 

ederler. Sonuç olarak redoks homeostazında orta düzeydeki bir değişim HSF 1’inaktivasyonuna 

neden olurken, redoks homeostazında büyük değişimler HSF 1’i inhibe etmektedir (Sreedhar ve 

Csermely 2004). 
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1.9. Isı Şok Proteinleri ve Hastalıklardaki Rolü 

 

Stres yanıtlarının önemi açıklanmasına rağmen, son zamanlarda yapılan araştırmalar 

sadece ısı şok proteinlerinin hücrenin hayatta kalması ve patojenik hastalıkların kontrolü 

üzerindeki rolüne odaklanmıştır (Clark ve Muchowski 2000). 

 

Çizelge 1.2. Isı şok proteinlerinin artışına sebep olanfaktörler (Aşkar ve ark 2007) 

Çevresel faktörler  Hastalık durumu Normal hücre etkileşimi 

Yüksek ve düşük sıcaklık 

gibi ısı şoku 

Ateş Normal hücre döngüsü 

Ağır metal geçişleri Yangı Büyüme faktörleri 

Enerji metabolizması 

inhibitörleri 

İskemi Gelişme ve farklılaşma 

Kemoterapötik ajanlar Hipertrofi  

 Hücresel Hasar 

 Malignensi 

 

1.9.1. İmmun Sistem Hastalıklarında Isı Şok Proteinleri 

 

Isı şok proteinleri, pek çok patojenik ajanın konakta immün yanıta sebep olan başlıca 

antijenlerdendir (Andersen ve ark 1990, Young 1990). Isı şok proteinlerine karşı gelişen immün 

yanıtlar ileri derecede kros-reaktif olup anti-self reaksiyona bile neden olabilir. Bir tür T hücre 

tipinin hem yabancı hem kendi HSP’lerini tanıyabildiği gösterilmiştir. Sağlıklı bireylerin, 

enfekte, transforme veya bir şekilde strese maruz kalmış kendi hücrelerini uzaklaştırmak için self 

stres protein determinantlarına karşı immün cevap oluşturma kapasitelerini kullanabilecekleri 

ileri sürülmektedir. (Lydyard ve van Eden 1990, Young  1990). İşte bu anti-self kapasiteyi 

düzenlemedeki bozuklukların, bazı otoimmün hastalıklara neden olabileceği düşünülmektedir. 
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Stress proteinleri immun cevap hedefi olmak yanısıra antijen sunulmasında da önemli rol 

üstlenebilirler (Young 1990, Margulis ve ark 1991). 

Bazı otoimmün hastalıklarda, ısı şok proteinlerine karşı yüksek düzeyde oto antikorlar 

saptanmışsa da önemleri henüz net olarak ortaya konamamıştır. (Bahr ve ark 1990, Win row ve 

ark 1990, Young 1990). Isı şok proteinlerinin genel olarak hücre içinde bulunduğu düşünülse de, 

stres altında kalan bazı hücrelerin zarlarında da ısı şok proteinlerinin olabileceğine dair kanıtlar 

vardır. Bu hücreler, anti-stres protein antikorları için hedef teşkil ederek diğer otoimmün 

reaksiyonları tetikleyebilirler (Gill ve ark 1998). Isı şok proteinlerinin hem eksojen patojenlerde, 

hem de endojen memeli organizmasında bulunması ve inflamasyon gibi stres hallerinde 

düzeyinin artması ısı şok proteinlerinin otoimmünitenin tetiklenmesinde görevi olabileceğini 

düşündürmektedir (Kuroda ve ark 1998). 

 

1.9.2. İskemi ve Kalp Hastalıklarında Isı Şok Proteinleri 

 

İskemiyi  uyarılabilir HSP 70 yanıtı takip eder.  Kısa bir süre önce yapılan çalışmalarda 

köpek kalbindeki iskemiye bağlı olarak mRNA ve protein düzeyinde HSP 70’te belirgin bir artış 

görülmüştür (Dillmann ve ark 1986, Mchta ve ark 1988). Bu bulgular iskemik yaralanmalarda 

HSP 70 ekspresyonunun koruyucu etkisinin olup olamayacağı sorusunu gündeme getirmiştir.   

Bu konun araştırması için rat kalbinden üretilmiş H9C2 hücre kültürü ile yapılan çalışmada HSP 

70’in aşırı ekspresyonuyla iskemik strese karşı dirençte önemli bir artış bulunuştur (Mestril ve 

ark 1994). 

Daha sonra bu koruyucu etki in vivo ortamda da gösterilmek istendi. Bunun için ilk 

çalışmalarda HSP 70’in koruyucu etkisini araştırmak için izole fare periosteum kalp modeli 

kullanılmıştır. Çalışma sonunda belirgin şekilde iskemik yaralanmalara karşı koruyucu etkinin 

varlığı görülmiştir (Marber ve ark 1995). 

Çalışmalar daha sonra genişletilerek Kaliforniya San Francisco Üniversitesinden Dr 

Wolfe’nin de katılımıyla in vivo ortamda farelerde enfarktüs üzerinde çalışılmıştır (Huter ve ark 

1996).  Farelerin sol coroner arteri 30 dakika süre ile kapatılıp ardından 120 dakika reparfüzyon 

sağlanarak enfarktüs oluşturulmuştur. Enfarktüsün boyutu farelerin ötenazisinden sonra 

belirlenmiş ve HSP 70 pozitif transgenik farelerde  enfarktüste % 50 oranında azalma 

bulunmuştur. 
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HSP 60 ve HSP 10’in koruyucu etkisi ile ilgili yapılan çalışmalarda izole neonatal 

miyositler virus ile enfekte edilerek iskemi oluşturulmuştur. Bu çalışmanın sonunda ilginç 

sonuclar elde edilmiştir. HSP 60 ve HSP 10’in sadece ko-ekspresyonu iskemiye karşı koruyucu 

etki gösterdiği, bunun aksine ayrı ayrı HSP 60 ve HSP 10’in koruyucu etkilerinin olmadığı  

görülmüştür (Mestril ve ark 1996). 

 

1.9.3. Oksidatif Streste Isı Şok Proteinleri 

 

Isı şoku, oksidatif stres, ozmotik stres, ağır metaller gibi birçok stres faktörü normal 

hücresel faaliyetler için olumsuz etki yaratırlar. Canlılar bu ve diğer çevresel ve psikolojik strese 

karşı hayatta kalabilmek için özel savuna mekanizmalarına sahiptirler. Aerobic canlılar sürekli 

olarak oksijenden türetilen serbest radikallerin etkisine maruz kalmaktadır.  Oksidatif strese 

büyük ölçüde redox reaksiyonları, kimyasallar, enfenksiyonlar ve normal fizyolojik 

faatliyelerinin ara ürünü olan süperoksit anyon (O
2-

), hidrojen peroksit (H202) ve radikal 

hidroksil (OH
.
) aracılık eder (Halliwell ve Gutteridge 1984).  Bu serbest radikaller yağlar, 

nükleik asitler, proteinler gibi önemli hücresel makromoleküllere zarar verebilir. Süperoksit 

dismutazlar ve katalazlar oluşan serbest radikalleri daha zararsız ürünlere dönüşmesine aracılık 

etmesi bakımından oksidatif stresten korunmada önemli rol oynarlar (Halliwell 1994). 

Oksidatif stres HSP ekspresyonuna sebep olur. Stres altında ratlarda vasküler endotelyal 

hücrelerde HSP düzeylerinin arttığı görülmüştür. Kan basıncındaki ani artış bu yanıtlara 

bağlanmıştır (Landry 1998). Isı şok proteinlerin hücre döngüsü ve hücre ölüm düzenleyicileri 

gibi çok sayıda sinyal molekülleri ile ilişkili olarak, hücresel sinyal ağında anahtar rol oynadığı 

belirlenmiştir. Bu konuda yapılan çok sayıda çalışma, bitkiler ve diğer canlılarda etkileşim 

mekanizmalarının benzer olduğunu ortaya koymuştur (Wang ve ark 2004). Memeli hücrelerinde, 

sHSP’ler antioksidan özellikleri ile sadece oksidatif strese karşı korunmada değil , aynı zamanda 

diğer hücresel fonksiyonların (apoptozis ve farklılaşma gibi) modülasyonunda görev aldığı 

bilinmektedir (Arrigo 1998). 
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1.9.4. Viral enfeksiyonlarda Isı Şok Proteinleri 

 

Isı şok proteinlerinin ekspresyon düzeyi yüksek ateş gibi fizyolojik uyarıcılarla yüksek 

ölçüde değişiklik gösterir (Su ve ark 1999). Ateşli hastalıklarda beyin de dahil olmak üzere 

birçok doku ve organda HSP 70 düzeyi artar (Morrison-Bogorad 1995). 

Virus enfeksiyonlarında virusa karşı ateşli tepkinin bir sonucu olarak HSP 70’in direkt ya 

da indirekt ekspresyonunda da artış olur. Örneğin vücut sıcaklığını yüksek seyrettiği kızamık 

virusu enfeksiyonunda HSP 70 düzeyinde artış görülmektedir (Oglesbee ve Krakowka 1993, 

Morrison-Bogorad 1995, Hutchins ve ark 2004, Mayer 2005). 

Virüs kaynaklı enflamatuvar sitokinler indirekt HSP 70 uyarımına aracılık etmektedirler.  

HSP 70 indüksiyonu viral antijen (-) astrositlerin yanısıra viral antijen (+) astrositlerde de 

gözlenmiş ve bu bulgular köpek gençlik hastalığında beyindeki bulgularla desteklenmiştir 

(Oglesbee ve Krakowka 1993). 

HSP 70’in direkt virus uyarımı yanlış katlanmış proteinlere yanıt olarak gerçekleşebilir. 

Yanlış katlanma sonucu hücre homeostazisi bozulur ve HSP üretimi artar. HSP 70, proteinlerin 

doğru bir şekilde katlanabilmesine aracılık eder ve hücre homeostazisinin korunmasına yardımcı 

olur. Oluşan viral proteinler ya da yanlış katlanmış proteinler, HSF’lere bağlanmak için HSP 70 

ile yarış içine girerler. Böylece hücrede serbest ve aktif  HSF seviyesi artar (Morimoto ve ark 

1994). 

Proteinlerin yanlış katlanmasına sadece HSP 70 yanıtı gerçekleşmez. Hepatit C 

enfeksiyonunda endoplazmik retikulumda bulunan Grp78/Bip (HSP 70-5) ve Grp94 (HSP 90) ile 

viral yanlış katlanmış proteinler golgi cisimciğinde tutulur (Liberman ve ark 1999). 

HSP 70 ailesine bir bütün olarak bakıldığında hücrede protein katlanmalarına aracılık 

etmek yanında virus replikasyonuna da destek olmaktadır (Erbse ve ark 2004).  Destek 

mekanizması her bir HSP 70 üyesi için faklılık göstermektedir ve mekanizma en iyi DNA 

viruslarında anlaşılmaktadır (Mayer 2005). 
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1.9.5. Kanserde Isı Şok Proteinleri 

 

Tümör hücreleri bir hücrenin şekil değiştirmesiyle oluşur. Bu tümör hücrelerinde; 

büyüme sinyallerinde yeterlilik, büyüme inhibisyonuna duyarsızlık, programlı hücre ölümünden 

kaçınma, sınırsız replikatif potansiyeli, devamlı damar büyümesi (anjiyogenezis), doku istilası ve 

metastaz gibi değişimler görülür (Sherman ve Multhoff 2007). 

Isı şok proteinlerinin kanser gelişimindeki etkilerini apoptoz, hücre yaşlanması gibi 

antikanser mekanizmaların baskılanması, immun sistem aktivasyonu ve metastatik genlerin 

ekspresyonlarının hızlandırılması gibi mekanizmalarla sağlanmaktadır. Isı şok protein 

inhibitörleri kansere özgü proteinleri hedef alması ve otonom büyümeyi inhibe etmesi nedeni ile 

kanser tedavisinde önemli bir yer tutmaya başlamıştır (Öncel 2012). 

Kanserde HSP genlerinin artmış transkripsiyonu birkaç mekanizma ile açıklanabilir. 

Normal hücrelerde HSP regülasyonu için temel mekanizma; tümör hücrelerindeki supresör p53 

ve bununla ilişkili p63 proteinleri, HSP geninin protomer bölgelerinde bulunan NF-Y transkrip-

siyon faktörüne bağlanarak HSP genlerinin transkripsiyonunu baskılar (Taira ve ark 1998, Sen 

ve ark 2011). p53 mutasyonu, transformasyon boyunca genetik değişikliğe neden olur. Bu 

değişiklikler HSP 70’in artmış transkripsiyonuna neden olur (Agoff ve ark 1993, Tsutsumi-Ishii 

ve ark 1995). 

 

1.9.5.1. Kanser Tedavisinde Isı Şok Proteinleri 

 

Başlangıçta HSP’lerinin kanser tedavisi için hedef alınması pek mümkün görünmüyordu. 

Yakın zamanlarda HSP 90’ın ATPaz domaininin antikanser tedavisi için kullanılan oldukça 

etkili ve benzersiz bir hedef olduğu tesbit edildi (Workman, 2004). HSP 90’ı hedef alan ilaçların 

hem normal hem de kanser hücrelerini hedef alması beklenirken, özellikle kanser hücrelerini 

etkilediği görüldü ve ilginç olarak bu antikanser ilaçlar normal hücreleri koruyucu özellik 

gösterdiği fark edildi. (Vishal ve ark 2011) 

HSP 90’ı hedef alan inhibitör ilaçlar, onkogenler ve kanserden üretilen mutant 

proteinlerin gen ifadesinin artmasına sebep olurlar. Bu inhibitörler kanserin özgün proteinlerini 

hedef almaları ve kanserin otonom büyümesini inhibe etmesi dolayısı ile kanser tedavisinde ümit 



23 
 

verici gözükmektedirler (Neckers 2002, Smith ve Workman 2007, Marissa ve ark 2008). Bu 

ilaçlara karşı muhtemel yan etki dirençli vakaların ortaya çıkması ile oluşur (Calderwood 2010). 

Kanserde HSP’lerinin artması, bunların biyolojik adjuvan özelliğinden dolayı kanser 

immunterapisinde kullanılmasına olanak sağlamıştır (Calderwood 2005). Örneğin HSP  70 ve 

HSP 110 tümör antijenleri ile ilişkili olup, kolayca ekstrakte edilerek otolog aşı olarak 

kullanılabilir (Srivastava 2002, Manjili ve ark 2003). HSP’leri kanser hücrelerinde nekrotik 

mekanizmalar aracılığı ile yıkıma uğratılırken uzak bölgedeki hücreler, primer hücreden salınan 

HSP’lerinin artmasına bağlı olarak spesifik immun yanıt tarafından yıkıma uğratılırlar 

(Calderwood 2005). 

 

1.10. Isı Şok Proteinlerinin Teşhis Yöntemleri 

 

 Elektroforez 

 PCR (özellikle küçük ısı şok proteinlerininteşhisinde tercih edilmektedir) 

 ELİSA 

 Western Blotting 

 

1.10.1. ELİSA 

 

Protein düzeyinde HSP tayini ELİSA ile yapılabilir. Anti-HSP monoklonal antikor ile 

HSP’nin oluşturduğu immun komplekse sekonder antikor olarak kullanılan ve peroksidaz bağlı 

bulunan anti-mouse IgM bağlanır. Antikor mouse IgM’ye bağlı peoksidazın o-fenilendiamin 

dihidroklorid (OPD) ile tepkisi sonucu ortaya çıkan sarı renkli ürün ile stop solüsyonun 

tepkimesi sonucu oluşan turuncu renkli ürünün absorbansının 492 nm’de ölçülmesi esasına 

dayanır (Piner 2009). 
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1.10.2. Western Blotting ve Elektroforez 

Isı şok proteinlerinin belirlenmesi amacıyla en yaygın kullanılan metot blotlama 

metodudur (Hodinka 1998, Kricka, 1999). Bu metot elektriksel ortamda jel üzerinde yürütülen 

ve fraksiyonlarına ayrılan proteinlerin bir destek tabakaya aktarıldıktan sonra özgül olarak 

belirlenmelerini ifade etmektedir (Stoler ve ark 1995). 

Blotlama metotları üç teknikle gerçekleştirilir. Bunlardan ilk geliştirileni DNA’ nın 

tespitinde kullanılan Southern Blotlama’dır. Sonraki yıllarda geliştirilen ve RNA’ nın tespitinde 

kullanılan metot, ilkinin ismine gönderme yapılarak, Northern Blotlama olarak isimlendirilmiştir 

(Alwine ve ark 1979). Proteinlerin belirlenmesinde en son geliştirilen blotlama metodu ise 

Western Blotlama olarak adlandırılmıştır (Towbin 1979, Burnette 1981). 

Southern Blot herhangi bir kaynaktan elde edilen DNA’nın analizi için kullanılan 

membran blotlama ve görüntüleme tekniğidir (Burleson ve ark 1992, Stoler ve ark 1995). 

Öncelikle çalışılan DNA’nın izolasyonu ve restriksiyon enzimleri tarafından kesimi 

gerçekleştirilmektedir. Bu işlemi takiben, oluşan DNA parçaları, elektriksel ortamda agaroz jel 

üzerinde yürütülür. Bu işleme elektroforez denir. Bir sonraki adımda jeldeki DNA’ nın destek 

membrana aktarılması gerçekleştirilir (Sambrook ve ark 1989). 

Northern Blot ise; RNA parçalarının elektroforezle jelde yürütülmesini, destek membrana 

aktarılmalarını ve bu membrandaki özgül RNA dizilimlerinin belirlenmesini ifade etmektedir 

(Stoler ve ark 1995). RNA yapısının değişken olması ve toplam RNA içinde özgül RNA 

miktarının azlığı gibi sebeplerden dolayı bu metodun duyarlılığı Southern Blotlama’ya göre daha 

düşüktür (Sambrook ve ark 1989, Stoler ve ark 1995, Novak ve ark 1996). Bu metot dört 

aşamada gerçekleşir. Bunlar: RNA’ nın izolasyonu, elektroforezi, membrana aktarılması ve 

saptanmasıdır (Sambrook ve ark 1989, Stoler ve ark 1995). 

Protein blotlama yöntemi olan Western Blot; elektroforez işlemi ile poliakrilamid jelde 

yürütülen proteinlerin, destek membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immünolojik 

metotlarla gösterilmesidir. Western Blot tekniği, denatüre edilen DNA’ nın nitroselüloz 

membrana transfer edildikten sonra hibridizasyonla tespit edildiği Southern Blot tekniğinin 

modifikasyonudur (Burnette 1981, Harlow ve ark 1988). Blotlamadan önce çalışılan numunedeki 

proteinler elektroforezde yürütülür ve bu işlemle proteinler moleküler ağırlıklarıyla orantılı 

olarak (+) kutba doğru göç etmekte ve jelde bulundukları yerde bantlar halinde yığılım 
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göstermektedir (Harlow ve ark 1988). Elektroforez işleminden sonra, jeldeki proteinlerin 

nitroselüloz membrana aktarılır ve proteinlerin görüntülenmesiyle işlem tamamlanır (Burnette 

1981, Harlow ve ark 1988, Harper ve ark 1996). 

 

1.10.3. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)  

 

1980’li yılların ortalarında Cetus firması araştırıcıları tarafından geliştirilen  Polimeraz 

zincir reaksiyonu spesifik bir DNA parçasının kopyalarının primerler tarafından yönlendirilerek, 

enzimatik olarak sentelenmesi şeklinde tanımlanan in vitro bir yöntemdir. PCR ile kompleks 

DNA kalıplarından spesifik DNA parçalarının sentezinin birkaç saat içinde gerçekleşebilir hale 

gelmesi bu teknolojinin yaygınlaşmasında başlıca neden olmuştur. Temel bileşenleri kalıp olarak 

kullanılan DNA molekülü, DNA polimeraz enzimi, primerler, dNTP karışımı, tampon ve MgCl2 

olan polimeraz zincir reaksiyonu çift iplikli bir DNA molekülünde hedef dizilere iki 

oligonükleotid primerin bağlanması ve uzaması esasına dayanır. Oligonükletid primerler, kalıp 

DNA molekülü yüksek sıcaklık derecesinde  denatüre edildikten sonra, tek iplikli DNA 

molekülleri üzerinde kendilerine tamamlayıcı olan bölgelerle melezlenir. Primerlerin spesifik 

olarak hedef dizilere bağlanması düşük sıcaklık derecelerinde gerçekleşir. DNA polimeraz 

enzimi uygun tampon ve dört çeşit deoksiribonükleozid trifosfat (dNTP) varlığında 3’ hidroksik 

ucundan uzamasını sağlar. Böylece kalıp DNA ipliğine tamamlayıcı olan yeni DNA molekülü 

sentezlenmiş olur. PCR’da kalıp olarak tek ya da çift iplikli DNA’nın yanı sıra RNA’da 

kullanılabilir. Kalıp olarak RNA kullanılacaksa total RNA yada poli (A)
+
 RNA’dan önce klasik 

yolla cDNA elde edilir (Arı 2008). 

 

 

 

 

 

 



26 
 

1.11. Keçi yetiştiriciliği 

 

Keçi yetiştiriciliği, dünyada az gelişmiş ve gelişmekte olan ülkelerde önemli yeri olan bir 

yetiştiricilik türüdür (Koyuncu ve ark 2005). Özellikle ekonomik seviyesi düşük aileler için 

önemli bir besin ve geçim kaynağı olan keçi yetiştiriciliği ülkemizde orman kenarları ve dağ 

köylerinde yaygın olarak yapılmaktadır (Şengonca ve Kaymakçı 1982, Kaymakçı ve ark 

2005a,b, Paksoy ve Özçelik 2008). Keçi, diğer çiftlik hayvanlarına göre kötü bakım ve beslenme 

koşullarına karşı daha dayanıklı olması, doğal kaynakları daha iyi değerlendirmesi, bunların 

yanında canlı ağırlığına oranla diğer çiftlik hayvanlarına göre süt veriminin yüksek olması 

nedeniyle önemli hayvansal ürün kaynaklarından biridir (Arslanbaş ve Bodur 2010). 

Dünya Gıda ve Tarım Örgütü (FAO) verilerine göre 1980’de dünyada  yaklaşık 464 

milyon baş olan keçi varlığı 2012’de yaklaşık 997 milyon başa yükselmiştir. Türkiye’de 2009 

yılına kadar azalma eğilimi gösteren keçi varlığı son yıllarda artışa geçmiştir. TUİK verilerine 

göre 2012 yılında Türkiye’deki keçi varlığı  8.357.286 baştır.  

Türkiye keçi varlığının %96’sı kıl keçisinden oluşur. Bunu, Ankara, Malta / Malta 

melezleri ve Kilis keçileri takip eder. Bunların yanında Batı Anadoluda Ziraat Fakültelerinin 

çalışmaları sonucu yaygınlaştırılan Saanen/Saanen melezlerinin varlığı da söz konusudur 

(Kaymakçı ve ark 2005a). 

Ülkemize 1960’lı yıllarda yurtdışından Saanen süt keçilerinin getirilmesi ile birlikte  süt 

keçisi yetiştiriciliği hareketlilik kazanmıştır. Fakat, ülkemizde keçi yetiştiriciliği ile uğraşan 

yetiştiricilerin ekonomik seviyelerinin genellikle düşük olması, süt keçiciliğinde beklenen 

şekilde hızlı bir ilerleme sağlayamamıştır. Ancak son yıllarda keçi sütü ve ürünlerine ilgi artmış 

bu da süt keçiciliğine olan talebi arttırarak damızlıkçı nitelikte işletmelerin kurulmasını teşvik 

etmiştir (Şengonca ve ark 1998). 

Son yıllarda keçi yetiştiriciliğine olan ilginin artmasıyla ilgili bir çok neden 

gösterilmektedir. Bunların başında keçi sütünün inek sütüne olan üstünlükleri gelmektedir. Keçi 

sütü ve inek sütünün protein yapısı birbirlerine benzerlik göstermesine rağmen, keçi sütünde α-

S1 kazeinin daha az bulunması β-laktoglobulinin daha etkin sindirilmesine yardımcı olmaktadır. 

Keçi sütünde yağ damlacıklarının daha küçük olması sindiriminin daha kolay olmasını sağlar. 
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Keçi sütünde inek sütüne göre daha fazla kalsiyum, potasyum, magnezyum, fosfor, klor ve 

manganez bulunur. Ayrıca vitamin A bakımından da zengindir (Coşkun ve Öndül 2004). 

Bunların yanında keçi sütü, bazı  ülkelerde özel peynirlerin yapımında da 

kullanılmaktadır. Örneğin iklim özellikleri bakımından Türkiye ile benzerlik gösteren Fransa, 

İtalya, Portekiz, Yunanistan gibi ülkelerde özel keçi peynirlerinin üretimi önemli bir yere sahiptir 

(İşleten ve Yüceer 2005). Ülkemizde ise küçük çiftçi aileleri tarafından elde edilen keçi sütleri 

peynir, yoğurt, tereyağı yapımında kullanılmakta ve bu ürünler halk pazarlarında satılmaktadır 

(Yetişmeyen 2009). Yine  Bolu’da kurulan özel bir çiftlikte Saanen keçi yetiştiriciliği yapılmakta 

ve keçilerden elde edilen sütler, pastörize içme sütü olarak emziren anneler için 

pazarlanmaktadır. Aynı şekilde Kahramanmaraş’ta da bir dondurma fabrikası, ürünlerinde keçi 

sütü kullanma fikrini yatırım planları arasında yer vermiştir (Yetişmeyen 2009). 

 

1.11.1. Saanen keçisi 

 

Tüm dünyada olduğu gibi ülkemizde de süt verimi denildiğinde akla ilk olarak Saanen 

keçisi gelmektedir. Saanen keçisinin ana vatanı İsviçre’nin Saanen vadisidir. Saanen keçileri 

yüksek adaptasyon kabiliyetine sahiplerdir, bu özellikleri sayesinde bugün dünyanın birçok 

bölgesinde Saanen keçilerini görebilmekteyiz. Süt ve döl verimi yüksek olan bu ırkın fiziksel 

özelliklerine bakıldığında Saanen keçisi erkeklerinin boynuzlu, dişilerinin boynuzsuz, beyaz 

renkli ve kısa kıllı, bazen boyunlarının altında küpesi olan, sağlam kondüsyonlu bir ırktır 

(Şengonca 1989, Özder 2006 ). 
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Resim 1.1. Saanen keçisi-erkek (A), saanen keçisi-dişi (B) 

 

Keçi sütü diğer türlerin sütleriyle karşılaştırıldığında bileşimi ve içeriğinin farklı olduğu 

görülmektedir (Arslanbaş ve Bodur 2010). Saanen keçileriyle yapılan çalışmalarda sütteki kuru 

madde oranı %11.87 ile %14.99 arasında değişkenlik gösterdiği görülmüştür (Fehr ve Flamant 

1983, Kesenkaş ve ark 2010). Süte tat, lezzet, dayanıklılık kazandırması yanında esansiyel yağ 

astileri ve yağda eriyen vitaminler için de önemli bir kaynak olan süt yağı keçilerde yapılan 

çalışmalarda %3.60 ile  %5.5 arasında değişen değerler bulunurken Saanen keçilerinde yapılan 

bir çalışmada süt yağı oranı ortalama %3.24 olarak bulmuştur (Konar ve Akın 1992, Kesenkaş ve 

ark 2010, Vázquez ve ark 1999). Çiğ Süt ve Isıl İşlem Görmüş İçme Sütleri Tebliği’ne göre 

(2006/38) keçi sütlerinde protein oranı en az %2.8 düzeyinde olması gerektiği bildirilmiştir. 

Doğada sadece sütte bulunan ve süt ürünleri üretimi ile insan beslenmesi için önemli bir yeri 

olan laktoz  süt çesidine göre farklı düzeylerde olabilir. Yapılan çalışmalarda keçi sütlerinde 

laktoz oranı yaklaşık %4.32 olarak bulunmuştur. Keçi sütünün insan sağlığı ve beslenmesi 

üzerine olumlu etkileri düşünüldüğünde Saanen keçisi sütünden üretilen süt ürünlerinin de 

değerli olduğu açıktır (Kesenkaş ve ark 2010). 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

2.1. Gereç 

 

Çalışma Ziraat Fakültesi yakınlarındaki özel bir Saanen keçi işletmesinde, aynı yetiştirme 

koşullarına tabi tutulan, sağlıklı 15 çepiç (1-8 aylık) ve 15 anaç (4-6 yaş) olmak üzere 30 Saanen 

keçisi ile yapıldı. Çepişler grup I, anaçlar grup II olarak adlandırıldı. Aydın ilinde yaz aylarında 

görülen yüksek sıcaklıklar (36 
o
C) havanın nispi nemi (ortalama % 62) ile de birleştiğinde keçiler 

üzerinde olumsuz etkilere neden olabileceği düşünülerek çalışma Ağustos ayında gerçekleştirildi. 

Çalışmaya başlamadan önce Adnan Menderes Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

kurulundan 23/07/2013 tarih ve 2013/041 sayılı etik kurul kararı ile onay alınmıştır. 

Kan örnekleri çalışmaya dahil edilen keçilerin boyun bölgesinde seyreden Vena 

Jugularis’den EDTA’lı tüplere alındı. Analizler Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Biyokimya Anabilim dalı laboratuvarlarında gerçekleştirildi. 

. 

2.1.1. Kullanılan Cihazlar 

 

Analizler sırasında Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Biyokimya 

Anabilim dalı laboratuvarlarında bulunan PCR kabini, Mikrodalga fırın (Altes), Elektroforez 

tankları (Biorad) ve güç kaynağı (Biorad), Lightcycler Nano Real Time PCR (Roche) cihazı, 

analitik terazi (Denver Instrument), distile su cihazı (Nüve), spektrofotometre (Thermo scientific 

multiscan go microdrop), etüv (Memmert), pH metre (Hanna Instrument), soğutmalı santrifüj 

(Nüve), mini santrifüj (VWR mini star silverline), manyetik karıştırıcı (Velp Scientifica), su 

banyosu (Nüve),  -80◦C derin dondurucu (Nuaire),4
◦
C buzdolabı (Indesit), görüntüleme sistemi 

(UVP EC3 Imaging System Chemi HR 410),  otomatik pipetler ve çeşitli cam malzemeler 

kullanıldı. 
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 2.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

Analizler sırasında kimyasal madde olarak; Glasiyel asetik asit (Merck, K41429056), 

agaroz (Sigma, A5093), tris base (Sigma, T1503), etilendiamintetraasetik asit (EDTA, Merck, 

K43782018), fosfat tamponu (Invitrogen, 003002), etanol absolute (Sigma, 32221), hücre lizis 

tamponu (Red Blood Cell Lysis buffer, Roche, Version 8, 11814389 001), RNA izolasyon kiti 

(High Pure RNA Isolation Kit, Roche, Version 12, 11828 665001), cDNA sentez kiti 

(Transcriptor High Fidelity cDNA Synthese kit, Roche, Version 8, 05091284 001), PCR kiti 

(Fast Start Essential DNA Green Master kit, Roche, version 2, 06402712 001), DNA Ladder 

25bp (Invitrogen, 10597-011), 6x Loading Dye solution (Intron Biotechnology, 21161), SYBR 

Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, S33102), RNase-ZAP (Ambion, AM9782) kullanıldı. 

 

 2.1.3. Primerler 

 

Gen materyali olarak RNA,  primer olarak ise keçi HSP 60,  HSP 70 genleri ve keçi β 

actin spesifik primerleri kullanıldı. İnternet ortamındaki gen bankasından 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) keçilere ait HSP60, HSP70 ve β actin genlerine ait sırasıyla 

NM_001166609.1,  FJ975769.1 ve NM_001009784.1 kod numaralı mRNA verileri ışığında baz 

dizilimleri değerlendirmeye alındı ve oluşturulan primerlerin ilgili bölgeye spesifiklikleri 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) kullanılarak kontrol edildi. 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Çizelge 2.1. Primer dizilimi tablo 

HSP60-F 5′-ACTGGCTCCTCATCTCACTC -3′ 

HSP60-R 5′-TGTTCAATAATCACTGTCCTTCC-3′ 

HSP70-F 5′-GACGACGGCATCTTCAAG -3′ 

HSP70-R 5′-GTTCTGGCTGATGTCCTTC-3’ 

Β actin-F 5′-AGTTCGCCATGGATGATGA-3 

Β actin-R 5′-TGCCGGAGCCGTTGT-3’ 

 

 2.2. Yöntem 

 

 2.2.1. Total Kan RNA İzolasyonu 

 

Nükleotidlerin heterosiklik halkaları 260 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon 

özelliği gösterir. Bu nedenle 260 nm’de ölçülen absorbsiyon değerleri oldukça saf olarak izole 

edilen nükleik asitlerin ng/μL veya μg/mL düzeyinde miktarlarının belirlenmesinde kullanılır. 

RNA’nın konsantrasyonunun saptanmasında kullanılan spektrofotometrik yöntemler DNA’nın 

spektral analizi ile tamamen aynıdır. Sadece tek zincirli RNA’nın miktarının belirlenmesinde 

kullanılan formül farklıdır. 

 

Total RNA (ng/μl)=260 nm’deki absorbans x 40 x Dilüsyon Faktörü 

 

RNA molekülleri için 1 optik dansitenin 40 μg/mL’ye karşılık geldiği bilinmektedir. 

Yukardaki formülde 40 sayısıda buradan gelmektedir. Bununla beraber 260 ve 280 nm dalga 

boylarında okunan değerler arasındaki oran nükleik asitlerin saflığı hakkında bilgi vermektedir. 

Proteinler bilindiği gibi 280 nm’de absorbsiyon özelliği gösterirler. Bu nedenle 280 nm’de 

ölçülen bir değerdeki artış A260/A280 oranında düşmeye neden olur. İzole edilen total RNA 
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örneklerinin saflığından bahsetmek için bu oran 1.8-2.00 arasında olmalıdır. Ölçümlerde 

kesinlikle UV geçirgen küvet kullanılmalıdır.  

Bu amaçla üretilmiş olan UV geçirgen 96’lık plak kullanılarak 5 μl total RNA 95 μl 

elüsyon tamponu kullanılarak 20 kat seyreltildi. UV microdrop spektrofotometrede 260 ve 280 

nm dalga boylarında absorbansları ölçüldü. Örneklerin RNA konsantrasyonu yukarda bahsedilen 

formüle göre hesaplandı. Ayrıca A260/A280 oranının 1,8-2,00 olup olmadığı kontrol edildi. 

EDTA’lı tüplere alınan kan örnekleri Red Blood Cell Lysis Buffer kullanılarak santrifüj 

edildi. Santrifüj işleminden sonra, tam kan RNA izolasyon ticari kiti (High Pure RNA Isolation 

Kit) kullanılarak RNA izolasyonları yapıldı ve elde edilen RNA’lar -80ºC’de saklandı.  

Total RNA izolasyonu PCR için özel yapılmış kabinde yapıldı. İzolasyon işlemine 

başlamadan önce pudrasız eldiven giyildi. Tek kullanımlık filtreli RNAsefreepipet uçları 

kullanıldı.Deneye başlamadan önce RNA’yı kesen enzimleri inhibe etmek için RNA izolasyon 

aşamasında kullanılacak ependorf tüpler otoklavlandı yada ticari olarak satılan DNase/RNase 

free olan tüpler kullanıldı. 

 

 Analiz prosedürü: 

 

Ependorf tüplere 500 µl kan örneklerinden ve 1ml Red Blood Cell Lysis Buffer eklendi 

ve iyice pipetaj yapıldı. 10 dakika karıştırldı (vorteks yapılmamalı), süpernatant kısmı atıldı. 

Aynı işlemler bir set daha gerçekleştirildi. Pellete 200 µl PBS eklenerek, pelletin tamponda 

çözünmesi sağlandı. Daha sonra 400 µl Lysis-Binding Buffer eklendi ve 15 saniye vorteks 

yapıldı ve örnekler filtreli tüplere aktarılarak 9230 rpm’de 15 s santrifüj edildi. Daha sonra 90 µl 

DNase inkübasyon buffer + 10 µl DNase karışımı eklendikten sonra 15 dk. inkübe edildi. 

Üzerine 500 µl 1. yıkama solüsyonu eklendi ve 9230 rpm’de 15 s santrifüjlendi. Santrifüj sonrası 

tüpteki sıvı atıldı ve filtreye 500 µl 2. yıkama solüsyonu eklenerek 9230 rpm’de 15s 

santrifüjlendi. Tüpteki sıvıyı attık ve filtreli tüpün üzerine tekrar 200 µl 2. yıkama solüsyonu 

eklendi ve 11770 rpm’de 2 dk santrifüj edildi. Filtreler steril ependorf tüplere alındı ve 50 µl 

elüsyon buffer eklenerek 9230 rpm’de 1 dk santrifüjlendi. Elüsyon buffer da çözünmüş RNA 

örnekleri -80
o
C’de saklandı.  
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 2.2.2. cDNA Kütüphanesinin Oluşturulması 

 

Genler etkilerini mRNA üretimi ile ortaya çıkarırlar. RNAz enzimlerinin aktivitesi ile 

normal koşullarda çok çabuk parçalandıklarından, mRNA’lar ile laboratuvar şartlarında 

çalışılması oldukça güçtür. Bu nedenle, mRNA örnekleri mRNA’nın DNA karşılığı olan 

cDNA’ya çevrilirler ve bu halde kullanılır. Elde edilen RNA’ları kullanarak cDNA sentez kiti 

(Transcriptor High Fidelity cDNA Synthese kit, Roche) prosedürüne uygun olarak Light Cycler 

Nano Real Time PCR cihazında cDNA’lar elde edildi.  

 

 Analiz prosedürü: 

 

9,4 µl RNA ve 2 µl random hekzamer 65 ºC’de 10 dakika qRT-PCR cihazında inkübe 

edildi. Reaksiyon tamponu (8mM) 4 µl, Protector RNase Inhibitor (20U) 0,5 µl, dNTP (1mM) 2 

µl, DTT (5mM) 1 µl, Revers Transkriptaz enzim (10U) 1.1 µl kullanılarak bir karışım hazırlandı. 

10 dakika RT’de inkube edildi. Daha sonra qRT-PCR; 60 dakika 55 ºC’de,5 dakika 85 ºC olacak 

şekilde programlandı. Elde edilen cDNA’lar 4ºC’de saklandı.  

 

 2.2.3. Real Time PCR ile Telomeraz mRNA Ekspresyonunun Kantitatif Olarak 

Belirlenmesi 

 

H2O, PCR Primer (10x), master mix (2x), cDNA karışımı (Çizelge 2.2) hazırlandı. PCR 

ürünleri çizelge 2.3.teki prosedüre uygun olarak qRT-PCR kullanılarak elde edildi. HSP60 ve 

HSP70 genlerinin ekspresyon analizinde kantifikasyon yapabilmek için referans gen olarak β 

actin geni seçildi.   
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Çizelge 2.2.PCR karışımı ( Fast Start Essential DNA Green Master) 

 

 Konsantrasyon Hacim 

H2O - 6 µl  

Pcr Primer (10x) 10x 2 µl 

Master Mix (2x) 2x 10 µl 

cDNA - 2 µl 

 

 

Çizelge 2.3 Real Time PCR döngü koşulları 

 

Sıcaklık (ºC) Ramp Oranı( ºC/s) Süre(s) 

Hold   

95 5 600 

3-Adım Amplifikasyon   

95 5 10 

60 4 10 

72 5 10 

Erime   

58 4 20 

99 0,1 20 
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 2.2.4. PCR Ürününün Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrolü 

 

PCR ürününün kontrolünde % 1.5’lik agaroz jeli hazırlandı. Bu amaçla 0,525 g agaroz ve 

35 ml 1x Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tamponu (10x TAE; 24.2 g Tris Baz, 5.7 ml asetik asit 

ve 1.85 g EDTA 1 litre saf suda çözdürülerek hazırlandı.) mikrodalga fırında kaynatıldıktan 

sonra biraz soğutuldu ve görüntüleme amaçlı olarak 1 µl SYBR Safe DNA Gel Stain (10 mg/ml) 

eklendi.  Daha sonra elektroforez küveti içerisine döküldü. Agaroz donduktan sonra tarak 

çıkarılarak örnekler kuyucuklara eklendi. DNA işaretleyiciden 5 μL ilk kuyucuğa yüklendi. Her 

bir örneğe ait PCR ürününe 5 µl yükleme boya solüsyonu eklendi ve PCR ürünleri her bir 

kuyucuğa 20’şer µl olacak şekilde yüklendi. 100V’da ~90 dakika yürütüldü. UV görüntüleme 

sistemi kullanarak jel elektroforez görüntülendi. 
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3. BULGULAR 

 

3.1. Grupların ΔΔCq Değerleri 

 

Grupların ΔΔCq sonuçları kendi içlerinde değerlendirildiğinde HSP 60 ve HSP 70 

mRNA ekspresyonlarında 1.5-2 kat arasında değişen farklılıklar belirlendi.  

Çalışmaya dahil edilen grup I ve grup II’deki bazı keçilere ait HSP 60 mRNA ekspresyon 

değerleri Şekil 3.1’de, HSP 70 mRNA ekspresyon değerleri Şekil 3.2’de grafiksel olarak 

gösterilmiştir. 
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Şekil 3.1. Grup I (1-8 aylık çepiçler) ve grup II (4-6 yaşlı anaç keçiler)’deki bazı keçilere 

ait qRT-PCR’den alınan HSP 60 ekspresyon değerlerinin grafiği 

 

 

Şekil 3.2. Grup I (1-8 aylık çepiçler) ve grup II (4-6 yaşlı anaç keçiler)’deki bazı keçilere 

ait qRT-PCR’den alınan HSP 70 ekspresyon değerlerinin grafiği 
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3.2. HSP 60 ve HSP 70 genlerinin mRNA Ekspresyonu 

 

Çalışmada HSP 60 ve HSP 70 genlerinin mRNA ekspresyonunun kantifikasyonu Light 

Cycler Real Time cihazıyla yapıldı. 

Referans gen olan β actin’e göre HSP 60 ve HSP 70 genlerinin ekspresyonu Cq değerleri 

kullanılarak 2
-ΔΔCq

 değeri hesaplandı. Çalışmadaki tüm keçilere ait HSP 60 için ekspresyon 

değerleri Şekil 3.3’de ve çalışmadaki tüm keçilere ait HSP 70 için ekspresyon değerleri Şekil 

3.4’de grafiksel olarak gösterilmiştir. Elde edilen sonuçlar gruplar arasında değerlendirilip 

ortalamaları birbirlerine oranlandığında grup I’deki keçilerin HSP 60 mRNA ekspresyonlarının, 

grup II’deki keçilerin HSP 60 ekspresyonlarının yaklaşık 2 katı olduğu (Şekil 3.5), yine grup 

I’deki keçilerin HSP 70 mRNA ekspresyonlarının, grup II’deki keçilerin HSP 70 

ekspresyonlarının yaklaşık 1.7 katı olduğu görüldü (Şekil 3.6). 

Grup I ve grup II’deki bazı keçilere ait HSP 60 ve HSP 70 mRNA ekspresyonlarının eş 

zamanlı grafiği Şekil 3.7 ve Şekil 3.8’te gösterildi. 
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Şekil 3.3. HSP 60 için grup I (1-15)  ve grup II (16-30)’deki keçilere ait 2
-ΔΔCq

 değerleri 

 

 

 

Şekil 3.4. HSP 70 için grup I (1-15) ve grup II (16-30)’deki keçilere ait 2
-ΔΔCq

 değerleri 
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Şekil 3.5. Grup I (1-8 aylık çepiçler) ve grup II (4-6 yaşlı anaç keçiler)’deki keçilere ait 

HSP 60 ekspresyon düzeylerinin grafiksel karşılaştırılması 

 

 

 

Şekil 3.6. Grup I (1-8 aylık çepiçler) ve grup II (4-6 yaşlı anaç keçiler)’deki keçilere ait 

HSP 70 ekspresyon düzeylerinin grafiksel karşılaştırılması 
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Şekil 3.7. Grup I (1-8 aylık çepiçler) ve grup II (4-6 yaşlı anaç keçiler)’deki bazı keçilere  

ait HSP 60, HSP 70 ve β actin’in qRT-PCR’de elde edilen amplifikasyonun eş zamanlı 

ekspresyon görüntüsü 

 

 

Şekil 3.8. Grup I (1-8 aylık çepiçler) ve grup II (4-6 yaşlı anaç keçiler)’deki bazı keçilere  

ait HSP 60, HSP 70 ve β actin’in qRT-PCR’de elde edilen amplifikasyonun eş zamanlı 

ekspresyon görüntüsü 
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3.3. Melting Point (Tm) Analizi 

 

Melting point analizi ile eksprese edilen örneklerin saflıklarını, girişim yapan maddelerin 

olup olmadığı, farklı örneklerde aynı gen bölgesinin analiz edilip edilmediği, primer dimeri 

oluşturup oluşturmadığı saptanmaktadır. Şekil 3.9 ve Şekil 3.10’da görüldüğü gibi piklerin aynı 

yerde üst üste çıkmaları örneklerde herhangi bir girişim, primer dimeri olmadığını 

göstermektedir. Sadece bazı piklerin daha küçük olması o örnekte HSP 60 ve ya HSP 70 mRNA 

ekspresyonlarının diğerlerine göre daha az olduğunu göstermektedir.  

Aynı durum referans gen olarak kullanılan β actin için de geçerlidir. Yine Şekil 3.11’de 

görüldüğü gibi referans gende herhangi bir girişim, primer dimeri söz konusu değildir. 

 

 

Şekil 3.9. Grup I (1-8 aylık çepiçler) ve grup II (4-6 yaşlı anaç keçiler)’deki bazı keçilere 

ait HSP 60 mRNA ekspresyonunun melting point (Tm) grafikleri 
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Şekil 3.10. Grup I (1-8 aylık çepiçler) ve grup II (4-6 yaşlı anaç keçiler)’deki bazı 

keçilere ait HSP 70 mRNA ekspresyonunun melting point (Tm) grafikleri 

 

 

Şekil 3.11. Grup I (1-8 aylık çepiçler) ve grup II (4-6 yaşlı anaç keçiler)’deki bazı 

keçilere ait β actin mRNA ekspresyonunun melting point (Tm) grafikleri 
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3.4. PCR Ürünlerinin Agaroz Jelinde Kontrolü 

 

PCR ürününün %1.5’lik agaroz jel elektroforezdeki görüntüleri Resim 3.1, Resim 3.2 ve 

Resim 3.3’te  verildi. 

 

 

Resim 3.1. Grup I (1-8 aylık çepiçler) ve grup II (4-6 yaşlı anaç keçiler)’den rastgele 

seçilmiş HSP 60 PCR ürünlerinin %1,5’lik agaroz jel görüntüleri. 
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Resim 3.2. Grup I (1-8 aylık çepiçler) ve grup II (4-6 yaşlı anaç keçiler)’den rastgele 

seçilmiş HSP 70 PCR ürünlerinin %1,5’lik agaroz jel görüntüleri. 
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Resim 3.3. Grup I (1-8 aylık çepiçler) ve grup II (4-6 yaşlı anaç keçiler)’den rastgele 

seçilmiş β actin, HSP 60 ve HSP 70 PCR ürünlerinin %1,5’lik agaroz jel görüntüleri. 
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3.5. RNA’nın Kantitatif Tayini 

 

İzole edilen RNA’ların yoğunlukları spektrofotometre (Thermo microdrop) ile 3 kez 

tekrar edilerek ölçülmüştür. Bu üç tekrardan elde edilen değerlerin ortalaması alınarak seyreltme 

faktörü ile çarpıldı ve her grup için tek tek RNA yoğunluğu hesaplandı (Çizelge 3.1). 

 

Çizelge 3.1. RNA’nın kantitatif tayini 

Absorbans/yaş Grup 1 Grup 2 

260 0.165253 0.11448 

280 0.141667 0.093953 

260/280 1,166489 1,218481 

 

 

 

Şekil 3.12. Grup I (1-8 aylık çepiçler) ve grup II (4-6 yaşlı anaç keçiler)’deki 

keçilerdeRNA’nın kantitatif ölçümünün grafiksel gösterimi 
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Çizelge 3.2. Grup I (1-8 aylık çepiçler) ve grup II (4-6 yaşlı anaç keçiler)’deki keçilerin 

RNA yoğunluklarının ortalamaları 

RNA Kalitesi (µg/ml)   

 Grup I Grup II 

Ort. 132.2024 91.584 
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4. TARTIŞMA 

 

Isı şok proteinleri (HSP), hücrelerin yüksek ısıya (42-46°C) maruz kalmasıyla üretimi 

artan bir protein grubudur (Aufricht 2005).  HSP’lerin dramatik artışına yol açan olay çoğunlukla 

ısı şok faktörü (HSF) tarafından düzenlenir ve ısı şok cevabı olarak adlandırılır (Morimoto ve 

Santoro  1998, Christians ve ark 2002, Sarge ve ark 2009). HSP artışına ısı dışında yol açan 

başka faktörlerde vardır (Zulkifli ve ark 2010). Bunlar infeksiyon, inflamasyon, etanol, arsenik, 

eser metaller ve ultraviyole ışık gibi birçok toksin, açlık, hipoksi, nitrojensizlik (bitkilerde) ve 

dehidratasyondur (Liu ve ark 1994). Bu stres proteinlerinin ekspresyonu birçok psikolojik, 

patolojik ve yaş gibi faktörlerle değişim gösterebilmektedir (Murtha ve ark 2003). 

Yaşlanma,  bir  sistemin  fiziksel,  kimyasal  veya biyolojik ajanlardan kaynaklanan 

eksojen ve endojen streslere  karşı  cevap  verme  yetisinde ve homeostasinin korunmasında 

organizmanın yeteneğinin azalması ile karakterize çok yönlü ve zamana bağımlı kompleks bir 

olaydır (Toussaint ve ark 1995, Pawelec ve ark 1997). 

Genel olarak hücreler homeostazisin bozulması durumunda hücreyi normal yaşam 

koşullarına tekrar döndürebilmek için stres proteinlerinin ekspresyonlarını arttırır. Ancak her 

hücresel stres durumunda aynı stres proteinleri aynı düzeyde aktif olmamaktadır. Farklı patolojik 

durumlar kendine özgül farklı sinyal yolaklarının tetiklenmesini sağlamaktadır. Bu durum 

özellikle hücrelerin varlığını sürdürebilmesi ve doku mimarinin korunabilmesinde son derece 

önemlidir (Gündeşli ve Dinçer 2008). 

Isı şok proteinleri kaspaz aktivasyonunu engelleyerek apoptozisi bloke edebilir. HSP 27, 

HSP 60, HSP 70 ve HSP 90’ın aşırı sentezlenmesi apoptozisi inhibe edebilir. Farklı hücre 

modellerinde HSP’lerin yanlış katlanmış proteinlerin birikmesini engellediği ve serbest 

radikaller ile DNA hasarına neden olan hücresel stres durumlarında apoptozisi inhibe ettikleri 

gösterilmiştir (Arrigo 1998). HSP 27, HSP 60, HSP 70 ve HSP 90’ın yeterli düzeyde 

sentezlenmemesi hücrelerin apoptotik uyarılara duyarlılığını arttırır (Sreedhar ve Csermely 

2004). 

 



50 
 

Yaşın ilerlemesiyle beraber çapraz bağlanan proteinler birikir ya da reaktif oksijen 

türlerinin neden olduğu hasarlar birikerek hücrelerin ve sonuç olarak organların fonksiyonu 

yavaşlar. Genetik mutasyonlar yaşla birlikte artar ve hücrelerin bozulmasına yol açar. Özellikle 

mitokondriyel DNA’da oluşan hasar mitokondriyel dış fonksiyona neden olur. 

Yaşlanma ile ilişkili hastalıkların başlangıcı ve ilerlemesne ilişkin HSP 60 seviyeleri ve 

anti-şaperonin oto-antikorların varlığının incelendiği çok sayıda çalışma vardır. Örneğin atriyal 

fibrilasyon (Schäfler ve ark 2002, Yang ve ark 2007, Cao ve ark 2011), glokom (Wax  ve ark 

1998, Wax  ve ark 2008), periodontit (Chung  ve ark 2003, Choi ve ark 2011), osteoporoz 

(Meghji ve ark 2003, Kim ve ark 2009), tip II diyabet (Mostafazadeh ve ark 2005), ve kronik 

obstrüktif akciğer hastalığı (Cappello ve ark 2006, Carter ve ark 2011). Bugüne kadar yapılan 

çalışmalar HSP 60’ın homeostaz ve hücrenin hayatta kalması için önemli bir faktör olduğunu ve 

bu şaperonin yaşlanma ile ilişkili hastalıkların başlangıcı ve ilerlemesinde çeşitli şekillerde dahil 

olduğunu ama kesin moleküler mekanizmasının henüz tam olarak aydınlatılamadığını 

göstermektedir.  

Dangi ve ark (2012) farklı mevsimlerde keçilere ait HSP gen profilini araştırdıkları 

çalışmalarında HSP 60 mRNA ekspresyonunu kış sezonunda farklı yaş gruplarında istatistiksel 

olarak anlamlı bulmazken yaz sezonunda yaş artışıyla birlikte HSP 60 ekspresyon seviyesinde 

artış tespit etmişlerdir. Benzer şekilde erkek Fischer 344 x Brown Norway ratlarda yaş artışıyla 

birlikte HSP 60 ekspresyonun arttığı gösterilmiştir. Yaşlı hücrelerde apoptozisin arttığı HSP 

60’ın anti-apoptotik bir rol oynayabileceği, bundan dolayı da yaşın artışıyla HSP 60 ekspresyonu 

artışının olabileceği sonucuna varılmıştır (Chung ve Ng 2006). 

Rea ve ark (2001) 20 ile 96 yaş arasındaki bireylerde serum HSP 60 ve HSP 70 

düzeylerini araştırdıkları çalışmalarında HSP 60 ve HSP 70 seviyelerinin yaşa bağlı olarak 

azaldığını göstermişler ve  strese karşı direnç kabiliyetinde yaşla ilişkili olarak bir azalma olduğu 

sonucuna varmışlardır. 

Çalışmamızda aynı yetiştirme şartlarına tabi tutulan farklı iki yaş grubundaki (1-8 aylık 

ve 4-6 yaşlı) Saanen keçilerinde periferik kandaki lökositlerden izole edilen HSP 60  mRNA 

ekspresyonunun yaş artıkça azaldığı görülmüştür (Şekil 3.3). Bu azalma yaşlanma süresince 

lenfosit proliferasyonu, lenfokin ekspresyonu, antikor üretimi gibi çeşitli immunolojik 

fonksiyonlarda değişimlere bağlı olabilir.  
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HSP 70 ekspresyonunun regülasyonu canlı organizmaları, hipertermi ve diğer streslerden 

koruyan hücresel proseslere en iyi örnektir. Genç ve yaşlı donörlerin lenfositlerinin kullanıldığı 

yaşla ilgili çalışmaların çoğu HSP’lerin transkripsiyonel kontrolü üzerinde yoğunlaşmış ve 

neredeyse sadece HSP 70 çalışılmıştır (Broome ve ark 2006, Gade ve ark 2010, Concha ve ark 

2012). HSP ekspresyonunda ısı şokuna cevapta yaş farklılıklarının olabileceği belirtilmiş 

(Murtha ve ark 2003) ve mevsimlerin de etkili olabileceği nitekim yaz ve kış aylarında 

karaciğerde HSP 70 seviyesinin yüksek, ilkbaharda (mayıs) ise bu seviyenin düştüğü 

belirtilmiştir. HSP 70 dışındaki diğer ısı şok proteinlerinin yaşlı organizmalarda strese bağlı 

olarak bir azalma olup olmadığı yada HSP 70 sentezindeki düşüşü kompanze etmek için  bir artış 

olup olmadığı henüz bilinmemektedir. 

DegucHi ve ark (1988) insanlar üzerine yaptıkları çalışmalarında yaşlı insanların periferik 

kan lenfositlerinin genç insanlardan elde edilen örneklerle karşılaştırıldığında ısı şoku ile HSP 70 

mRNA transkripsiyonunun uyarılmasının daha az olduğunu bildirmişlerdir.  

Faassen ve ark (1989) ise insanlardan elde edilen periferik kan lenfositlerinde mitojenler 

tarafından HSP 70 sentezinin uyarımının yaşa bağlı olarak azaldığını göstermişlerdir. Benzer 

şekilde, yaşlanmış T lenfositlerinde HSP 70 mRNA uyarımının azaldığı bildirilmiştir (Effros ve 

ark 1994). 

Muramatsu ve ark (1996) insan derisinin kronolojik yaşlanma üzerine HSP 72’nin 

etkisini araştırdıkları çalışmalarında 17 ile 86 yaş aralığında 30 bireyde deri dokularını sıcak 

stresine karşı maruz bırakmışlar ve HSP 72 ekpresyonunun yaşlı grupta gençlere oranla daha 

düşük olduğu sonucuna varmışlardır.  Bu da normal insan derisinde ısı şokuna karşı yaşa bağlı 

bir disfonksiyon oluştuğunu göstermiştir.  

Njemini ve ark (2011) insanlar üzeinde farklı yaş gruplarında yaptıkları çalışmada yaşa 

bağlı olarak serum HSP 70 düzeyinin azaldığını göstermişlerdir. Normal popülasyonda yaşla 

serum konsantrasyonu azaldığı sonucuna varmışlardır. 

Fargnoli ve ark (1990) genç (5 aylık) ve yaşlı (24 aylık) erkek Wistar ratlarda yaptıkları 

çalışmada deri ve akciğer hücrelerinde sıcak stresinden sonra HSP 70 ekspresyonunun yaşa bağlı 

olarak azaldığını göstermişlerdir. Yaşla beraber HSP 70 indüksiyonunun bozulduğu sonucuna 

varmışlardır. 
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Heydari ve ark (1993) 30 dakika boyunca 42.5 
o
C’de sıcaklık stresine maruz bıraktıkları 

genç (4-7 aylık) ve yaşlı (22-28 aylık) fareler üzerindeki çalışmalarında, HSP 70 mRNA 

ekspresyonunu yaşlılarda genç farelere göre %40-50 daha az bulmuşlardır. 

Isı şoku tarafından HSP 70 ekspresyonunun uyarılmasında  yaşa bağlı olarak diğer 

dokularda  da örneğin rat karaciğer (Wu ve ark 1993), beyin (Blake ve ark 1991, Pardue ve ark 

1992) azalma olduğu yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir. 

Pahlavani ve ark (1995)  ısı şokundan sonra farklı yaşlardaki rat va maymunların 

lenfositlerinde HSP 70 ekspresyonunu  araştırdıkları çalışmalarında yaşlı rat (24-26 aylık) ve 

maymundan izole edilen lenfositlerde genç hayvanlara (4-6 aylık) oranla HSP 70 uyarım 

seviyelerinde ciddi bir düşüş olduğunu göstermişlerdir.  

T hücreleri ve fibroblastlarda, replikatif yaşlanmada HSP 70 ekspresyonunda azalma 

saptanmıştır. Böylece yaşlı hücrelerde ısıya karşı hücre fonksiyonlarının devamlılığında azalma 

olduğu gösterilmiştir (Bree ve ark 2002). 

İnsan hücre hatlarının kültürlerinde, ısı şokunda son pasaj fibroblastlarda HSP 70 

mRNA’nın indüklenmesinin ilk pasaj fibroblastlara göre bir azalma olduğu bildirilmiştir (Liu ve 

ark 1989, Liu ve ark 1991, Luce ve Cristofalo 1992).  

Kristensen ve ark (2004) Holshein-Friesian süt  ineklerini Grup 1 (235 günlükten küçük ), 

Grup 2 (235-305 gün arası), Grup 3 (305-565 gün arası), Grup 4 (Erken laktasyon), ve Grup 5 

(Geç laktasyon) olmak üzere 5 gruba ayırmışlardır. Yaşlı süt ineklerinde (305-565 günlük) HSP 

72 düzeylerini en yüksek bulmuşlardır. Geç laktasyonda HSP 72 seviyeleri düşük bulunurken 

erken laktasyonda yüksek bulunmuştur.  

Gaughan ve ark (2013) 110 gün boyunca 60 angus sığırında barınma beslenme ve iklim 

koşulları gibi kronik stres kaynaklarının etkileri üzerine plazma HSP 70 konsantrasyonu 

araştırdıkları çalışmalarında 0. günde en düşükken 30. günde arttığını ve 110. güne kadar 

kademeli olarak azaldığını göstermişler ve sonuç olarak  HSP 70 konsantrasyonun tek başına 

çoklu kronik stres faktörlerine maruz kalan hayvanlarda yeterli bir stres indikatörü olamayacağı 

sonucuna varmışlardır. 
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Çalışmamızdan elde edilen veriler ışığında HSP 70 mRNA ekspresyonunda yaşa bağlı 

olarak transkripsiyon seviyesinde bir azalmanın gerçekleştiği gözlenmiştir (Şekil 3.4). 

Bulgularımız diğer literatürler ile uyumludur. HSP 70 transkripsiyonunun uyarılmasında yaşa 

bağlı azalmanın transkripsiyon faktörü HSF’nin HSE’ye bağlanmasındaki azalmaya bağlı paralel 

olduğu düşünülmektedir. HSP 70 transkripsiyonunun regülasyonu hakkında mevcut bilgiye 

dayanarak HSE’ye HSF’nin bağlanmasındaki düşüşün en az iki mekanizma ile gerçekleştiği 

tahmin edilmektedir: HSF’nin ekspresyonunda azalma yada ısı şoku ile HSF’nin post-

translasyonel aktivasyonunda azalma (oligomerizasyon). 

Heydari ve ark (1994) yaptıkları çalışmada ısı şoku ile HSF’nin HSE’ye bağlanma 

aktivitesinin uyarılmasında yaşlı rat hepatositlerinde genç rat hepatositlerine oranla önemli 

ölçüde azalma olduğu gösterilmiştir.  

Li ve ark (1991) HSF bağlanma aktivitesi üzerine hücresel yaşlanmanın etkilerini 

çalışmış ve hücresel yaşlanma ile HSP 70 transkripsiyonundaki azalmanın HSF bağlanma 

aktivitesindeki azalma ile kolerasyonlu olduğunu bulmuştur. 
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5. SONUÇ 

 

Yaşlanma multifaktöryel ve çok değişken bir süreçtir. Gen ekspresyonlarındaki 

değişikliklerin risk faktörü mü yoksa bir sonuç mu olduğuna dair çalışmaların artırılması 

gerekmektedir. Yaşlanma ve stres ile ilişkili çoğu genin bir anda çalışabildiği array sistemleri 

kullanılarak mekanizmalar daha net olarak aydınlatılabilir. 

Bu çalışmada klinik olarak sağlıklı aynı yetiştirme şartlarına tabi tutulan farklı iki yaş 

grubundaki (1-8 aylık ve 4-6 yaşlı) Saanen keçilerinde kan örnekleri alınarak kantitatif olarak 

HSP 60 ve HSP 70 mRNA gen ekspresyon düzeyleri qRT-PCR SYBR Green metodu 

kullanılarak ölçüldü. İki grup arasındaki mRNA ekspresyon düzeyleri karşılaştırıldığında 

nispeten daha yaşlı olan grupta daha genç olan gruba göre HSP 60 ekspresyon seviyeleri yaklaşık 

2 kat HSP70 ekspresyon seviyeleri yaklaşık 1.7 kat daha az olarak saptandı. 

Yetiştiricilikte strese girme durumlarının önüne geçilebilirse verilen yemin daha etkin 

değerlendirilmesi sağlanıp ekonomiklik yani minimum masrafla maksimum kar ilkesi korunmuş 

olur. Çalışmamız yaz aylarında sıcaklığın ve nemin yüksek olduğu  Aydın iklim koşullarında 

yetiştirilen Saanen keçisi verim özellikleri ve adaptasyon yeteneklerinin belirlenmesinde HSP 60 

ve HSP 70 gen ekspresyonlarının yaşa bağlı değişimlerinin de göz önünde bulundurularak 

yetiştiriciler için pratik öneriler geliştirilmesine katkı sağlayacaktır. 
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ÖZET 

 

Isı şok proteinleri (HSP) çeşitli fonksiyonları olan bir protein ailesi olup, ortak özellikleri 

ani sıcaklık değişiklikleri, anoksi, reaktif oksijen metabolitleri ve glukoz düzeylerinde değişiklik, 

yaşlanma daha bir çok stres durumunda üretilmeleridir. Bu ailedeki proteinler molekül 

ağırlıklarına göre HSP 100, HSP 90, HSP 70, HSP 60, küçük ısı şok proteinleri ve ubikuitin 

olmak üzere 6 genel aile olarak sınıflandırılır. 

HSP 60 mitokondri ve sitoplazmada, HSP 70 sitoplazma, çekirdek, endoplazmik 

retikulum ve mitokondride bulunur. Canlının stresten korunması ve protein katlanması için 

gerekli olan bu ısı şok proteinleri aynı zamanda katlanmamış ve yanlış katlanmış proteinler 

arasındaki dengeyi sağlar. 

Bu çalışmada HSP 60 ve HSP 70 mRNA ekspresyonunun kantitatif belirlenmesi, HSP 60 

ve HSP 70 mRNA ekspresyon seviyelerinin farklı yaşlardaki keçilerde, korelasyonlarının analiz 

edilmesi amaçlandı. Bunun  için farklı yaşlardaki 30 Saanen keçisi kullanarak HSP 60 ve HSP 70 

mRNA seviyelerini Light Cycler Real-Time PCR (qRT-PCR) ile analiz edildi.  

Sonuçta HSP 60 mRNA ekspresyonu grup I (1-8 aylık çepiçler)’de grup II (4-6 yaşlı anaç 

keçiler)’nin yaklaşık 2 katı, HSP 70 mRNA ekspresyonunun ise grup I (1-8 aylık çepiçler)’de 

grup II (4-6 yaşlı anaç keçiler)’nin yaklaşık 1.7 katı eksprese olduğu belirlendi. 

 İlerdeki çalışmalarda, daha fazla sayıda keçi kullanılması gerektiği, bulgular üzerine 

farklı stres parametrelerinin de etkilerinin olabileceği ve bunlarında göz önüne alınması gerektiği 

düşünülmektedir.  

 

Anahtar sözcükler: Isı şok proteinleri, HSP,  qRT-PCR, keçi. 
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ABSTRACT 

 

Heat shock proteins (HSPs) has various functions and their common features are that they 

are produced in sudden changes of temperature, anoxia, reactive oxygen metabolites and changes 

in glucose levels, aging, and lots of other stress events. According to their molecular weights 

these proteins are classiffied as HSP 100, HSP 90, HSP 70, HSP 60, sHSP and ubiquitin. 

HSP 60, is localized in mitochondria and cytosol, HSP 70, is localized in cytoplasm, 

nucleus, endoplasmic reticulum and mitochondria. These heat shock proteins which are needed 

for the protection of the organism from stress also provides the balance between the folded and 

misfolded proteins.  

In this study, we aimed to evaluate the quantitative determination of HSP 60 and HSP 70 

mRNA expressions and to analyze the correlation between the expression levels of HSP 60 and 

HSP 70 mRNA in different age Saanen goats. In order to pursue this study the levels of HSP 60 

and HSP 70 mRNA was analyzed in 30 different age Saanen goats by Real-Time quantative RT-

PCR.  

As a result, levels of HSP 60 and HSP 70 mRNA expressions in group I (1-8 months old) 

Saanen goats were significantly higher than group II (4-6 years old) Saanen goats.  

In conclusion, a further study with long-term follow up of larger goat populations by 

considering the effects of the different stress parameters is required to confirm the clinical 

application of this molecular marker.  

 

Key words: Heat shock proteins, HSP, qRT-PCR, goat. 
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