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1. Proje Özeti (Proje Tanımı) 

Oksidatif stresin neden olduğu hücre hasarı, hem yaşlanmanın fizyolojik sürecinde hem de 

Parkinson ve Alzheimer hastalıkları gibi çeşitli nörodejeneratif bozukluklarda etkili 

mekanizmalardandır(Markesbery, 1997; Finkel ve Holbrook, 2000; Choi ve ark., 2006). Ana 

reaktif oksijen türlerinden biri olan hidrojen peroksit (H2O2) redoks işlemi sırasında üretilir ve 

hücre içi sinyalleşme kaskadlarında bir haberci olarak kabul edilir (Rhee, 1999). Ayrıca, H2O2'nin 

lipid peroksidasyonuna ve DNA hasarına neden olabileceği ve böylece birçok farklı hücre tipinde 

apoptozu indükleyebileceği bilinmektedir (Halliwell ve Aruoma, 1991; Yoshikawa ve ark., 2006). 

Çalışmada dopaminerjik nöron özelliği gösteren SH-SY5Y hücrelerinde olarak H2O2 toksisitesine 

karşı Karabaş otu (Lavandula Stoechas) ekstrelerinin nöroprotektif etkilerinin olup olmadığı ve bu 

ekstrelerin apoptoz üzerine etkileri araştırılmıştır. Çalışmada ilk olarak SH-SY5Y hücrelerinde 

H2O2’nin IC50 dozu araştırıldı ve bu dozun 250µM olduğu belirlendi. L. Stoechas’nun farklı 

çözücüler kullanılarak sıralı ekstraksiyon ve total ekstraksiyon metodları ile elde edilen  farklı 

ekstrelerinin karşılaştırmalı olarak SH-SY5Y hücrelerinde H2O2 toksisitesine karşı hücre canlılık, 

çoğalma, enfeksiyon testleri yapıldı. Hücrelerin H2O2 ile tedavi edilmesinin doza bağlı bir canlılık 

kaybı olduğu, farklı konsantrasyonlarda (1 ve 10 ppm) L. stoechas ekstreleri ile hücreler ön 

tedaviye tabi tutulduğunda hücre canlılığı kaybında büyük ölçüde azaltma görülmüştür. Bu 

çalışma ile literatürde ilk kez SH-SY5Y hücrelerinde H2O2 nörotoksisitesine karşı L. stoechas farklı 

ekstrelerinin hücre canlılığında, koloni formasyon kapasitesinde koruma sağlayarak bu ekstrelerin 

nöroprotektif etkiler ortaya koyabileceği gösterilmiştir. H2O2’ye bağlı gelişen hücre ölümü 

(apoptoz) ile ilişkili olarak da etkin rol oynayan Bax düzeylerini düşürüp, Bcl-2’yi arttırarak 

Bax/Bcl-2 protein oranını düşürerek anti-apoptotik etkiler ortaya koyabildikleri tespit edilmiştir. 

Yapılan çalışma sıralı ekstraksiyon, total metanol ekstresi, su infüzyonu ekstresi ve uçucu yağ gibi 

farklı türlerdeki ekstrelerinin etkilerinin bir arada değerlendirildiği özgün bir çalışmadır. 

 

2. Problem/Sorun (5 puan) 

Oksidatif stresin neden olduğu hücre hasarı hem yaşlanmanın fizyolojik sürecinde hem de 

Parkinson ve Alzheimer hastalıkları gibi çeşitli nörodejeneratif bozukluklarda uzun süredir 

suçlanan mekanizmalardan birisidir (Markesbery, 1997; Finkel ve Holbrook, 2000; Choi ve ark., 

2006;). Hücre lizisi, oksidatif patlama veya aşırı serbest geçiş metallerinin mevcudiyetini takiben 

üretilebilen reaktif oksijen türlerinin aracılık ettiği oksidatif hasar, proteinlere, deoksinükleik asit 

ve lipid membranlara saldırabilir, böylece hücresel fonksiyon ve bütünlüğü bozabilmektedir 

(Gorman ve diğerleri, 1996; Gardner ve ark., 1997). Ana reaktif oksijen türlerinden biri olan 

hidrojen peroksit (H2O2) redoks işlemi sırasında üretilir ve hücre içi sinyalleşme kaskadlarında bir 

haberci olarak kabul edilir (Rhee, 1999).  Ayrıca, H2O2'nin lipid peroksidasyonuna ve DNA 

hasarına neden olabileceği ve böylece birçok farklı hücre tipinde apoptozu indükleyebileceği iyi 

bilinmektedir.  (Halliwell ve Aruoma, 1991; Yoshikawa ve ark., 2006). Bu nedenle, reaktif oksijen 

türlerinin neden olduğu apoptozu önlemeye veya geciktirmeye yönelik terapötik stratejiler, bu 

hastalıkların tedavisi için uygun bir yöntem olabilmektedir. Fenolik bileşikler gibi birçok sentetik 

kimyasalın güçlü radikal süpürücüler olduğu kanıtlanmıştır, ancak genellikle bazı ciddi yan etkileri 

bulunmaktadır (Heilmann ve ark., 1995).  

 

3. Çözüm (20 puan) 

Son yıllarda, nöroprotektif potansiyele sahip doğal maddelerin araştırılmasına odaklanılmıştır. 
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Lavandula stoechas L., başta kardiyovasküler ve nörodejeneratif bozukluklar olmak üzere 

çeşitli hastalıkların tedavisinde Avrupa ve İran geleneksel tıbbında kullanılmıştır (Javadi ve ark., 

2017; Sobhani ve ark., 2017). Anti-inflamatuar, anti-oksidan, anti-alzheimer ve anti-epileptik 

özellikleri gibi nöroprotektif etkilerini ortaya koyan bazı çalışmalar vardır (Büyükokuroglu ve ark., 

2003; Rabiei ve ark., 2014; Sinaei ve ark., 2017). Lavandula Stoechas örneklerinden farklı 

ekstraksiyon yöntemleri ile elde edilen ekstrelerin SH-SY5Y hücrelerinde oluşturulan hidrojen 

peroksit toksisitesine karşı hücre canlılığı, koloni şekillendirme yeteneği ve programlı hücre ölümü 

(apoptoz) ile ilişkili Bcl-2 ve Bax proteinleri üzerine olan etkilerin in vitro yöntemler ile araştırdık. 

 

4. Yöntem (20 puan) 

Hücre Kültürü İşlemleri 

Hücre kültürü işlemleri steril laminar hava akımlı çalışma kabinlerinde gerçekleştirildi. -80°C‘de 

saklanan hücreler, 37°C’lik su banyosunda çözüldü ve 75 cm2’lik filtreli hücre kültür flasklarına 

aktarıldı. 

SH-SY5Y hücre hattı DMEM/F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium, High 

glucose, L-Glutamin, Sodium Pyruvate, Phenol Red) besiyerine %15 ısı ile inaktive edilmiş fetal 

sığır serumu eklenerek çoğaltıldı. Kelly hücre hattı ise RPMI 1640 besiyerine %10 ısı ile inaktive 

edilmiş fetal sığır serumu eklenerek, 37°C sıcaklıkta, %5 CO2 ve nem içeren inkübatörde 

çoğaltıldı. Tüm besiyerlerine penisilin ve streptomisin eklendi (100 ünite/ml). 

Hücre hatları canlılık, çoğalma ve enfeksiyon açısından inverted mikroskopta günlük olarak 

izlendi. Flasklarda %80’in üzerinde hücre yoğunluğu gözlendiğinde hücreler pasajlanarak 

çoğaltıldı (Loubidi ve ark., 2018). 

 

MTS Hücre Canlılığı Testi ve L.Stoechas Uygulaması 

Hücre canlılığını ve proliferasyonunu tayin etmek için kullanılan MTS testi (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium salt), 

37°C’de yaşayan hücrelerin mitokondriyal aktiviteleri sonucu, tetrazolium tuzunun (suda 

çözünebilen formazan ürünü), renkli bir yapıya dönüştürülmesi ve bunun ölçülmesi temeline 

dayanır. Dehidrogenaz enzimlerinin ürettiği formazan miktarı, kültürdeki canlı hücre sayısıyla 

doğrudan orantılıdır ve 490 nm’de ölçülebilir. 

SH-SY5Y hücreleri için reaksiyonlar kuruldu ve her reaksiyon üç kere tekrarlandı. Hücreler, 100 

μl’de ortalama 5 x103 hücre/kuyucuk olacak şekilde 96-kuyucuklu plakalara ekildi. 24 saat sonra, 

hücrelere L. stoechas ekstrelerinin farklı dozlardaki uygulamaları gerçekleştirildi. 

L. stoechas ekstreleri olarak Total Metanol, Etanol-Heksan-Metanol sıralı ekstreleri ve Su 

İnfüzyon ekstresi ile Uçucu Yağ ekstreleri elde edildi ve hücre çalışmalarında uygulandı. 

Uygulanan dozlar olarak Uçucu Yağ için 10-100-1000 µg/ml ve diğer ekstreler için 1,10 ve 100 

ppm dozlar seçildi. 

Bu dozlar için inkübasyon süresi 2 ve 24 saat olarak belirlendi ve uygulandı. Ekstreler ile 2 ve 24 

saatlik ön tedavi süresi sonrasında hücreler, 1 saat boyunca 250 μM hidrojen peroksite maruz 

bırakıldı. 1 saatin sonunda kuyucuklardan hidrojen peroksit çekilerek ve yerlerine tekrar taze 

DMEM/FBS koyularak 1 günlük inkübasyona bırakıldı. Ertesi gün CellTiter 96 Aqueous One 

Solution Cell Proliferasyon Assay kiti (Promega) kullanılarak MTS deneyi yapıldı. 

MTS ve PMS (phenazine methosulfate) içeren solüsyondan (20:1 v/v) 20 μl alınarak 100 μl 

besiyeri içeren her bir kuyuya eklendi, 37°C’de 2-3 saat inkübasyondan sonra spektrofotometrede 

490 nm dalga boyunda okuma yapıldı. Ortalamalar hesaplandı ve Microsoft Excel programı 
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yardımıyla ortalama absorbsiyon ± standart sapma baz alınarak grafikler çizildi (Loubidi ve ark., 

2018). 

 

 
Koloni Formasyon Testi  

SH-SY5Y hücreleri, 6 kuyucuklu plakalara her 2 ml'de ortalama 2000-2500 hücre/kuyucuk olacak 

şekilde ekildi. 24 saat inkübasyon sonrası hücrelerin yüzeye tutunduklarından emin olunduktan 

sonra L. stoechas ekstrelerinin ön tedavi uygulamaları gerçekleştirildi. Bu kez uygulanan dozlar 

olarak Uçucu Yağ için 1-10 µg/ml ve diğer ekstreler için 1 ve 10 ppm dozlar seçildi. Bu dozlar için 

inkübasyon süresi 24 saat olarak belirlendi ve uygulandı. Ekstreler ile 24 saatlik ön tedavi süresi 

sonunda hücreler 1 saat boyunca 250 μM hidrojen peroksite maruz bırakıldı. 1 saatin sonunda 

kuyucuklardan hidrojen peroksit çekilerek yerlerine 2’şer ml taze DMEM besiyeri koyularak 

hücreler inkübasyona bırakıldı. 2. hafta sonunda tedavi uygulanmamış kontrol kuyusundaki koloni 

sayısı ve yoğunluğu dikkate alınarak deney sonlandırıldı. Besiyeri uzaklaştırıldıktan sonra kuyular 

bir kez PBS (Phosphate Buffer Saline) ile yıkandı. 40 ml metanol içinde 0.2 g kristal viyole 

eklenerek hazırlanmış stok solüsyon distile su ile 1/10 oranında dilüe edilerek çalışma solüsyonu 

elde edildi. Bu solüsyondan kuyucuklara 1 ml eklendi ve 5 dk beklendi. Bu şekilde hücre 

kolonileri Kristal Viyole ile boyandı. Sonrasında kuyucuklar 3 kez distile su ile birer dakika 

süreyle yıkandı. Ardından plakalar kapakları açık vaziyette kurumaya bırakıldı. Son olarak da 

plakalardan resimler çekilerek kuyucuklardaki koloni sayıları karşılaştırılarak sonuçlar 

değerlendirildi (Erdogan ve Taşkıran, 2019).  
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Protein analizi 

SH-SY5Y hücreleri 25 x 104 sayıda 25 cm2’lik T25 flasklara ekildi ve 24 saat inkübe edildi. 24 saat 

sonra hücreler, L. stoechas ekstrelerinin 1 ve 10 ppm dozları ile 24 saat süreyle ön tedavi 

prosedürüne tabi tutuldu. 24 saat sonra ortam aspire edildi ve hücreler iki kez steril PBS ile yıkandı 

ve ardından 1 saat boyunca 250 μM hidrojen peroksite maruz bırakıldı. H2O2 indüksiyonunu 

takiben, hücreler soğuk 1X PBS solüsyonu ile yıkandı ve hücre peletleri ayrı ayrı ependorf tüplere 

toplandı. Her bir örneğe 1X hücre lizis tamponu (fosfataz ve proteaz inhibitörleri eklenmiş) 

eklendi ve hücreler buz üzerinde vortekslenerek parçalandı. Bu hücre lizatlarındaki toplam protein 

miktarları, BCA protein tayin yöntemi kullanılarak ölçüldü. Daha sonra hücre lizatları kullanılarak 

Western Blot analizleri yapıldı (Loubidi ve ark., 2018). 

 

Western blotlama 

Western blot analizi, %10’luk tris-glisin denatüre edici jellerdeki kuyucuklara 30 µg protein 

örnekleri yüklenerek ve sonrasında proteinler elektroforez ile ayrılarak, ardından da PVDF 

membrana transfer edilerek gerçekleştirildi. Membran sonrasında %5’lik yapsız süt tozu ile bloke 

edildi. Ardından membran, primer antikorlar olarak, anti-Bax tavşan monoklonal antikoru (1:1000, 

Cell Signaling Technology) veya anti-Bcl-2 tavşan monoklonal antikoru (1:1000, Cell Signaling 

Technology) ile sırasıyla, bir gece boyunca +4 C'de inkübe edildi. Yıkandıktan sonra membran, bu 

primer antikorlara bağlanan HRP konjuge anti-rabbit sekonder antikorlar (Odyssey Western 

Blotting kit, LI-COR Biosciences) ile oda sıcaklığında 1 saat kadar inkübe edildi. Membran, 

reaktifleri 1:1 oranında karıştırılan ChemiGlow West Chemiluminescence Substrate Kit (Protein 

Simple, Cat.No:60-12596-00) materyali ile kaplandı ve 1-2 dakika kadar bekletildi. Son olarak 

optimal ayarlarda membranın görüntüsü tif formatında kaydedildi. Membran stripping işlemi ile 

üzerindeki antikorlar soyularak sonrasında anti-β-aktin fare monoklonal antikoru (1:1000, Cell 

Signaling Technology) ile oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. Benzer şekilde bu antikora 

spesifik sekonder antikorlar ile de işaretlemeler yapıldı ve bant görüntüleri alındı. Protein bantların 

görselleştirilmesi ve dansitometrik analizleri bir Odyssey Görüntüleme Sistemi (LI-COR 

Biosciences, ABD) üzerinde membran taranarak değerlendirildi (Loubidi ve ark., 2018). 

 

5. Yenilikçi (İnovatif) Yönü (15 puan) 

Her ne kadar insan SH-SY5Y nöroblastoma hücreleri, oksidatif stresin neden olduğu nöronal hücre 

ölümünü incelemek için model hücre sistemi olarak yaygın şekilde kullanılsa da (Zhang ve ark., 
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1997; Gao ve ark., 2001; Uberti ve ark., 2002) bu anlamda her şey yeterince açıklığa 

kavuşturulamamıştır. Bu anlamda L. stoechas ekstreleri ile yapılan hücre çalışmalarına 

bakıldığında SH-SY5Y hücrelerinde H2O2 toksisitesi modelinde herhangi bir değerlendirmeye 

rastlanılmamıştır. Ayrıca çalışmalarda kullanılan ekstrelerin genellikle metanol ve etanol ekstreleri 

olduğu görülmektedir. Bu kapsamda da çalışmamız sıralı ekstraksiyon, total metanol ekstresi, halk 

arasında kullanımına paralel şekilde su infüzyonu ekstresi ve uçucu yağ gibi farklı türlerdeki 

ekstrelerinin etkilerinin bir arada değerlendirildiği özgün bir çalışmadır. Çalışmamızla L. stoechas 

farklı ekstrelerinin karşılaştırmalı olarak SH-SY5Y hücrelerinde H2O2 toksisitesine karşı hücre 

canlılığına olan etkileri ilk kez literatüre kazandırılmış olacaktır. 

 

 

6. Uygulanabilirlik (10 puan) 

 
Tablodan da anlaşıldığı gibi su infüzyonu diğer ekstrelere göre hücre canlılığının korunmasında 

daha etkili olmuştur. Bu durum bitkinin çay olarak tüketilmesinin hem sağlık  hem de  kullanım 

kolaylığı açısından en etkili yöntem olmasını sağlamaktadır. 

L. stoechas ekstrelerinin tıbbi çay, metanol ekstresi ve aromaterapik yağlar şeklinde kullanılmak 

üzere ilaç ve gıda sanayi tarafından değerlendirilebileceğini düşünmekteyiz. Potansiyel 

kullanımına yönelik olarak ıslah çalışmaları ile içerik açısından zenginleştirilmiş ve potansiyel 

kimyasal bileşimi standart hale getirilmiş bitkinin, ekolojik kültür bakış açısıyla üretilerek ülke 

ekonomisine ve ilaç sanayine faydalı olabileceği kanısındayız. 

 

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlaması (5 puan) 

Reaktifler: Analitik saflıkta n-hekzan (Carlo Erba), etil asetat (Carlo Erba) ve metanol (Carlo 

Erba).  

Cihazlar: Rotavapor (Heidolph Hei-VAP-Value), Speed vac (Christ RVC 2-25), Soğutucu (Christ 

LT-105), Vakum pompası (Vacuubrand RZ 2.5), Ultrasonik su banyosu (Bandelin Sonorex RK 

514, 860W-35kHz), Clevenger apareyi, NUVE MK 418 (600W/1200rpm). 

Bitki Materyali: Taze bitkilerin topraküstü kısımları (Çiçek durumları), Nisan-Mayıs 2021 tarihleri 

arasında Koçarlı'da (Aydın-Türkiye) (600-700 m) doğal yayılış alanından toplanmıştır. Ham droglar 

gölgede kurutulmuş ve kaba toz halinde öğütülmüştür. 
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Projemizin bir sonraki aşamalarında ürün olarak bir ilaç ortaya koymayı planlıyoruz. Ancak insanlar veya 

hayvanlar üzerinde herhangi bir deney yapamadığımız için optimum miktarı net bir şekilde 

belirleyemiyoruz. Bu da net bir bütçe belirleyememize sebep oluyor.  

8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanıcılar) (5 puan) 

Projemiz canlılarda rastlanılan Alzheimer ve Parkinson gibi nörodejeneratif hastalıkların karabaş otu ön 

tedavisi ile engellenmesi üzerine geliştirilecek çalışmalara ve farmakolojik uygulamalara öncü olmayı 

amaçlamaktadır. Bu yüzden çalışmamız nörodejeneratif hastalığı olan bireyler ve bu alanda çalışan 

uzmanlara hitap etmektedir. Yazdığımız makale bu konuyla alakalı yapılmış en ayrıntılı çalışmadır. Bunun 

sebebi ise kullandığımız ekstrelerin, kimyasalların ve uygulanan yöntemlerin çeşitliliğidir. Yapılan çalışma 

konuyla ilgili gerçekleştirilecek araştırmalar ve tedaviler için literatür olmuştur. 

 

9. Riskler (10 puan) 

Projemizdeki deneyler hayvanlar ve insanlar üzerinde yapılan çalışmaları kapsamadığı için 

doğrudan ilaç tedavisinde oluşabilecek riskler bilinmemektedir. 

Karabaş otunun uçucu yağ ekstrelerinin yüksek dozlarda kullanılması toksik etki yapabilir bu 

yüzden kullanım miktarına dikkat edilmelidir. 
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RAPOR TASLAKLARI İLE İLGİLİ NOT: 

- Yukarıda yer alan 10 madde en fazla 16 (on altı) sayfada anlatılacaktır. 

 

- Kapak ve içerik olmak üzere en fazla 17 sayfa olacaktır. 

 

- Tüm raporlar akademik rapor standartlarına uygun olarak yazılmalıdır. 

 

- Her rapor bir kapak sayfası içermelidir. 

 

- Yazı tipi: Times New Roman, Punto: 12, Satır Aralıkları: 1,15, iki tarafa yaslı, sayfa 

kenar boşlukları üst-alt-sağ-sol 2,5 cm olmalıdır. Cilt payı bırakılması gerekmemektedir. 

- Rapor içindeki cümleler birbirinin aynı ve tekrarı niteliğinde olmamalıdır. 

 

- Kaynaklardan alınan cümleler ve ifadeler proje rapor yazarının uyarlamalarına sahip 

olmalı kopyala – yapıştır ile doğrudan alınan cümlelere yer verilmemelidir.  

 

- Raporunda, Web sitemizde yer alan Geçmiş yıl Raporlarından yararlanmış olan 

takımlarımız alıntı yaptığını ilgili sayfada belirtmesi gerekmektedir. Açıklamayı alıntı 
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