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ÖZET 
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PAKLiTAKSEL, KERSETiN VE BERBERiNiN, A549, HeLa, HT-29, MCF-7 

VE NIH3T3 HÜCRE KÜL TÜRLERiNDE SiTOTOKSiK ETKiLERiNiN 

DEGERLENDiRILMESi 

SEV AL KORKMAZ 

Anadolu Üniversitesi 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Farmakoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Yusuf ÖZTÜRK 

2002 

Görülme sıklığı ve ölüm oranları açısından akciğer, meme, kolon ve 
genital kanserler tüm kanser türleri açısından ilk sırayı almaktadır. Bu tez 
çalışmasında, kersetin, berberin ve aspirin'in etkileri A549 küçük hücreli olmayan 
akciğer kanseri, HeLa serviks adenokarsinomu, HT -29 kolon adenokarsinomu, 
MCF-7 meme adenokarsinomu ve normal hücrelere örnek olarak Nlli3T3 
fibroblast hücrelerinde test edilmiştir. Deneylerimizde standart sitotoksik madde 
olarak Paklitaksel kullanılmıştır. Yöntem olarak MTT ölçümü, nötral kırmızısı 
ölçümü, kristal viyole ölçümü, tripan mavisi hücre sayımı, yumuşak agar koloni 
formasyonu ve akridin turuncusu testleri uygulanmıştır. 

İncelenen bütün hücrelerde, paklitakselin sitotoksik ve apoptotik etkileri 
gözlenmiştir. Kersetin östrojen ( +) meme kanseri MCF-7 ve östrojen ( +) serviks 
adenokarsinom hücreleri HeLa üzerine muhtemelen antiöstrojenik etki ile 
antikanser etki göstermiştir. Berberin HT -29 kolon kanseri ve MCF-7 meme 
adenokarsinom hücreleri üzerine antikanser etkili bulunmuş ve normal hücreler 
(Nlli3T3) üzerine düşük sitotoksisite göstermiştir. Tez kapsamında gözlenen tüm 
etkilerin muhtemel mekanizmalan literatür bilgileri ışığında tartışılmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Kanser, paklitaksel, kersetin, berberin 



ABSTRACT 

Ph.D. Thesis 

EV ALUATION OF CYTOTOXIC EFFECTS OF PACLIT AXEL, QUERCETIN 

AND BEREERINE ON A549, HeLa, HT-29, MCF-7 AND NIH3T3 CELL 

CULTURES 

Anadolu University 

Graduate School of Health Sciences 

Pharmacology Program 

Supervisor: Prof. Dr. Yusuf ÖZTÜRK 

Regarding to incidences and mortality rates, cancers of lungs, mammary, 
colon and genital organs have primary importance among all cancer types. In this 
thesis, effects of quercetin, berberine and aspirin were tested on A549 non-small 
cell lung cancer, HeLa cervix adenocarcinoma, HT-29 colon adenocarcinoma, 
MCF-7 mammary adenocarcinoma, and, as an example of normal cells, NIH3T3 
fibroblast cells. In our experiments, paclitaxel was used as a standart cytotoxic 
agent. Measurements of MTT, neutral red and crystal violet and trypan blue cell 
counts along with soft agar colony formatian and acridine orange tests were 
applied as methods. 

Cytotoxic and Apoptotic effects of paclitaxel were observed in all cells examined. 
Quercetin exhibited anticancer activities on estrogen( +) MCF-7 mammary 
adenocarcinoma and estrogen( +) HeLa cervix adenocercinoma cells possibly 
through its antiestrogenic action. Berberine was found to have an anticancer 
activity on HT-29 colon cancer and MCF-7 mammary adenocarcinoma cells and 
to exhibit lower cyctotoxicity on normal (Nlli3T3) cells. 

Key words: Cancer, paclitaxel, quercetin, berberine 
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ı. GiRiş 

Yazı h tarihin başlangıcından beri bilinen kanser, uzun yıllardır en yoğun 

biçimde araştınlan hastalık olmasına karşın radikal tedavisi bulunamamış olan 

ölümcül bir hastalıktır. 19. Yüzyılın ortalarından itibaren kanserin görülme sıklığı 

artmıştır ve günümüzde her üç insandan birinde kanser geliştiği ve kansere 

yakalanan her dört erkekten birinin ve kansere yakalanan her beş kadından birinin 

hastalıktan öldüğü bilinmektedir (Franks, 1998). Kanser vaka sayısı son on yılda 

10 milyondan 20 milyona tırmanmıştır, yani insidensi dünya çapında on yılda iki 

kat artmıştır ve ve ölüm oranının da gelecek 20 yılda 6 milyondan 10 milyona 

artması beklenmektedir (World Health Report, 1998). Görülme sıklığı ve ölüm 

oranları göz önüne alındığında, ülkeden ülkeye % oranlar değişmekle beraber, 

erkeklerde ilk sıraları akciğer, prostat ve kolon, kanseri, kadınlarda ise meme, 

akciğer, kolon ve over-serviks kanserleri almaktadır (Hart, 1998). Bunların 

ötesinde kanserin epidemik boyutta ortaya çıkması ve gerek hastanın, gerekse 

yakın çevresinin morali ve davranışı üzerinde yıkıcı yansımalar yapması 

nedeniyle çağımızın en önemli ve dramatik mediko-sosyal sorunlanndan biridir. 

Gelişmiş ülkelerde kanser ölüm istatistiklerinde kalp-damar hastalıklanndan 

sonra ikinci sırayı almaktadır. Türkiye'de yıllık kanser insidensi yüzbinde 150 

olarak tahmin edilmiş ve her yıl 90,000-100,000 dolayında yeni kanser olgusunun 

görüleceği bildirilmiştir (Kayaalp, 1998). 

Kanser, insidensinin yüksek olması dışında terapisinde görülen 

problemlerle de önem kazanmaktadır. Kemoterapide amaç hastanın normal 

hücrelerine zarar vermeksizin tümör hücresinin büyümesini ve çoğalmasını 

durdurmak ve mümkünse onları yok etmektir. Ancak, kanser hücrelerinin de 

insanın kendi hücresi olması ve kalitatif açıdan normal hücreler ile aralannda fark 

olmaması ve sadece kantitatif farkların bulunması sebebi ile antineoplastik 

ilaçların kanser hücresine karşı selektiviteleri düşüktür, bu da tedaviyi güçleştiren 

önemli bir faktördür. Antikanser etkili bir ilaç kanser hücresi üzerine toksik etki 

gösterirken aynı mekanizma ile normal hücreler üzerine de toksik etki 

göstermekte ve etkilenen normal hücrelerin bulunduğu organın çalışmasını 

bozmaktadır ve bu sebeple kürler sırasında hastalar ilaçlann bu istenmeyen yan 

etkilerine tolerans gösteremeyerek, enfeksiyonlar başta olmak üzere başka 



hastalıklada mücadele etmek zorunda kalmakta veya mücadele ederneyerek 

çabalar ölümle sonuçlanabilmektedir. Kanserin sosyal boyutlan ve özellikleri ile 

antikanser ilaçlann normal hücreler üzerine gösterdikleri istenmeyen etkiler, 

kanser tedavisinde yeni ilaçlar bulma ve kanser ile ilgili bilinmeyenleri 

aydınlatma çabalannı hızlandırmaktadır. Kanser ile ilgili gelişmelerde amaç, 

kanserin normal hücrelere göre farklı özelliklerinin aydınlatılması ve bu 

özelliklere yönelik, normal hücrelerde istenmeyen etkiler göstermeyecek yani 

kanser dokusuna selektif olacak terapilerin geliştirilmesidir. Özetle kanser tedavisi 

için daha iyi ilaçlara şiddetle gereksinim vardır, çünkü kanser hastalığı radikal 

tedavisi henüz bulunamamış progresif bir hastalıktır. Bu tezin amacı, çeşitli 

yöntemler kullanılarak antikanser özellikleri daha önceden bildirilmiş olan çeşitli 

maddelerin etkilerinin tek başianna ve kombinasyonlar halinde çeşitli kanser 

hücre tipleri üzerinde araştınlmasıdır. 

2 



2. NORMAL VE KANSERLİ DOKU ARASINDAKİ FARKLAR 

2.1. Normal Hücreler ve Dokular 

Vücutta dokular; bağ dokusunu da içeren destek dokulann tamamı 

mezenşim, dokuya spesifik hücreler-epitel, defans hücreleri retikülo-endotelial ve 

sinir sistemi olarak dört temel gruba aynlır. Mezenşim bağ doku, kollajen 

fibrillerini ve ilişkili proteinleri sentezleyen fibroblastlar, kemik, kartilaj, kas, kan 

damarlan ve lenfatikleri içerir. Epiteliyat hücreler deri, barsak, karaciğer, salgı 

bezleri gibi farklı organıara spesifik hücrelerdir. Retikülo-endotelial sistem büyük 

çoğunluğu kemik iliğinden kök alan kırmızı ve beyaz kan hücrelerini oluşturan 

prekürsör hücreler, bunlara ilaveten vücudun her yerinde serbest veya karaciğer 

gibi temel organlarda ya da dalak ve lenf nodlan gibi özel organlarda sabit olarak 

bulunan bazı hücreleri (lenfosit ve makrofajlar) içerir. Lenf nodlan, vücuda 

tamamen dağılmış bakteri ve diğer yabancı cisimlere karşı filtre görevi gören özel 

lenfoid hücre nodülleridir. Sinir sistemi; beyin ve omurilik ile koruyucu kısımlann 

yer aldığı santral sinir sistemi ve bu santral yapıdan başlayan sinirleri içeren 

periferik sinir sisteminden oluşur. Bu nedenle, her bir doku kendine has, dokuya 

özel fonksiyon ve yapıya sahip bir kaç farklı tipte hücrelere sahiptir. 

Standart düzene sahip spesifik hücreler organlan oluşturur. Dokuya 

spesifik hücrelerin oluşturduğu epitelyum temel (basement) membranla dokuyu 

destekleyici mezenşimden ayınr. Destekleyici dokular (stroma) kas ve kemiklerin 

üzerinde destekleyici tabaka oluşturan, bağ dokusu ve fibroblastlardan oluşur. 

Kan damarlan lenfatik damarlar ve sinirler bağ dokuyu geçer ve spesifik doku 

hücreleri için besin, sinirsel kontrol sağlarlar (Franks, 1998). 

2.2.Kanserli Hücreler 

2.2.1. Kanser Tiplerinin Sınıflandırılması 

Kanseri iki karekteristik özelliği açıklar; ekstemal sinyaller (örn: otonom) 

ile düzenlenemeyen hücre büyümesi ile dokulan istila etmesi ve metastaz ile 

farklı bölgelerde kolonize olması. Bu karekterlerden ilki, bütün neoplazmalann 

bir özelliği olan anormal hücrelerin kontrolsüz büyümesi ya da yeni 

·çoğalmalandır. Neoplazma beniyn ya da maliyn olabilir. Beniyn tümörler tek bir 
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kütle halinde kalır, orijini olan dokuya benzer, sınırları dokudan yükselir ancak 

dokuyu istila etmez, kenarları düzenlidir ve genelde bir bağ dokusu kapsülü ile 

etrafındaki dokudan aynlır, cerrahi girişimlerle çıkartılabilir ve tamamen tedavi 

edilebilirler. Eğer istila kanserin ikinci temel özelliği ise bu durumda neoplazma 

maliyndiL Tümör eğer maliynant neoplazma ise kanser olarak sayılır. Maliyn 

tümörler etraflarındaki dokuları istila etme yeteneğine sahiptirler, bu yetenek 

genellikle hücrelerin kan dolaşımına veya lenfatik sisteme girerek taşınması ve 

dokuda ikincil bir tümör oluşturması veya vücudun diğer bölgelerinde metastaz 

yapmasıdır, metastaz yapan kanserierin de tamamen yok edilmesi çok zordur. 

Kanser köken aldığı doku ve hücre tipine göre isimlendirilir; epiteliyat 

dokuların kanserleri karsinoma, nonepitelial olan bağ dokusu ve kas (mezenşimal) 

dokuların kanserleri sarkoma olarak adlandınlır. Bu iki gruba girmeyen, 

lösemiterin de içinde olduğu uç kategorilerdeki kanserler hemopoietik hücrelerden 

veya sinir sistemi hücrelerinden kaynaklanır. insanda oluşan kanserierin %90'ı 

epiteliyat hücrelerin fiziksel ve kimyasal hasariara uğraması sonucu meydana 

gelmektedir (Franks, 1998, Alberts ve ark., 1994). 

2.2.2. Hücreyi Kanserleştiren Nedenler 

Yapılan çalışmalar, kanserin çeşitli çevresel faktörlerin etkisiyle olduğunu 

göstermekle birlikte, oluşumunda genetik yatkınlığın önemli olduğunu ve aslında 

genetik temellere dayandığını göstermektedir. 

Kanser, tek bir somatik hücrede ortaya çıkan bir hücre hastalığıdır, DNA 

düzeyinde intirinsik hatalar nedeniyle ortaya çıkar veya karsinojene maruz kalma 

ile indükleniL Tek hücrede genetik lezyon genellikle bir hücrenin neoplastik 

transformasyonunu indüklemeye yeterli değildir. İnsan hayatın boyunca 1016 

hücre bölünmesi gerçekleşir, yaşam süresi daha kısa olan ve daha az sayıda 

hücreye sahip farede bu rakam 1012
' dir. Eğer çevrede hiç mutajen olmasaydı, 

hücrede DNA replikasyonu ve onanın için bir hücrede bir gene düşen mutasyon 

sayısı yaklaşık 10-6 olurdu. Ancak günümüz şartlarında maliynant fenotip için 

aynı hücre üzerine aynı gen ya da çeşitli gen ürünlerinde düzensizliklerin önderlik 
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ettiği, yıllar süren, 5-10 mutasyon gerekir. Her bir genetik değişim epiteliyal 

dokularda gelişen hiperplazi, adenoma, displazi, in sitü karsinoma, invazif 

karsinoma ile sonuçlanabilir. Neoplastik formasyana direnç hücre 

fonksiyonlannın her fazında kontrol ile gerçekleşir. 

Vücutta 200 üzerinde hücre tipinde kanser gelişme riski eşit düzeyde 

değildir. Kalp kası hücreleri, ışığa ve sese duyarlı reseptör hücreleri, lens fiberleri 

gibi hücreler yaşam boyunca bölünmeden ve yenilenmeden kalırlar ve bu 

dokularda neoplazi son derece nadirdir. Y enilenebilen dokularda hücre ölümü ve 

yeni hücrelerin üretimi (tumover) söz konusudur. "Tumover" oranı düşük olan 

(hepatosit gibi) hücrelerde proliferasyon yaralanma, hasar ya da cerrahi girişimler 

sonucu atılan karaciğer dokusunun yerine yenisini koymak için gerçekleşir. Hızlı 

"tumover'a" sahip hücrelerde (kemik iliği, deri, barsak gibi) farklılaşma ve yerine 

koyma fonksiyonlan farklı hücre tipleri tarafından denetlenir. Normal koşullarda 

tek bir hücre bölünme ve farklılaşma olaylannın birine maruz kalır. Bölünme 

yeteneğine sahip hücreler, stern (kök) hücreleri farklılaşma yeteneğine, 

farklılaşmış hücreler de bölünme yeteneğine sahip değildir. Stern hücreleri, her 

ikisi de yeni stern hücresi olacak iki kardeş hücreye bölünebilir ya da duruma ve 

çevreden gelen uyanlara göre terminal farklılaşmaya uğrayabilirler. Stern 

hücrelerinin gen ekspresyon kalıplan, farklılaşan hücrelerin gen 

ekspresyonlanndan farklıdır. Gen ekspresyonu, hücre-hücre, hücre-ekstraselüler 

matriks ilişkisi gibi, endokrin hormonlar, parakrin büyüme faktörleri ve 

farklılaşma faktörleri, sıcaklık, oksidasyon, ışınlar, fiziksel stresler gibi faktörlerin 

dokuya spesifik olan etkilerinin bir ürünüdür. 

Kanser en çok proliferasyonlan hormonlada düzenlenen ve çevresel 

kanserojenlere maruz kalan hızlı tumover'lı dokularda yaygındır. Çevresel 

faktörlerin hedef hücrelerde gen ekspresyonu üzerine güçlü etkileri vardır. Belirli 

hücreler tarafından alınan sinyaller transkripsiyon faktörleri tarafından 

düzenlenen aktivasyonlara yol açar. Transkripsiyon faktörlerinin ekspresyon 

kalıplan hücrenin bölünmesi, farklılaşması ya da ölüp ölmeyeceğini belirler. En 
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yaygın genetik değişimler protoonkogenlerin aktivasyonu ya da tümör supresör 

genlerininaktivasyonu ile gerçekleşir. 

2.2.3. Hücre Bölünmesinin Kontrolü ve Kanser 

Günümüzde kullanılan antineoplastik ilaçlann kullanılış amaçlannı tam 

olarak anlayabilmek için hücre siklusu kinetiğini bilmek gereklidir. Sitotoksik 

ajaniann çoğu hücre siklusunun spesifik bir fazında etkilidir ve bu nedenle 

yalnızca bu fazdaki hücreleri etkileyerek bölünmeyi engellerler. Neoplazmalann 

büyüme fraksiyonlan ve bölünme yüzdesi yüksektir ve bu yüzden ilacın etkisini 

göstermesi kolaydır. Benzer şekilde, hızlı prolifere olan normal dokular (kemik 

iliği, saç folikülleri ve intestinal epitelyum), kullanılan terapötik dozlarda 

antineoplastik ilaçlar tarafından hasara uğratılırlar. Diğer taraftan, yavaş büyüme 

fraksiyonuna sahip yavaş büyüyen tümörler (kolon veya akciğer karsinomu gibi) 

sitotoksik ilaçlara cevapsız kalır. 

İnsan vücudunda yaklaşık olarak lxl014 üzerinde hücre olduğu tahmin 

edilmektedir. Tabii ki tüm bu hücrelerin aslında bir tek fertilize hücreden 

çoğaldığı da gözardı edilmemelidir. Benzer şekilde kültürde, teorik olarak gerekli 

besin ortamı sağlanan hücreler de tek bir hücreden milyonlarca hücreye 

çoğalabilirler. Kültürdeki hücrelerin çoğu yüzeye tutunarak çoğalırlar, ancak bazı 

transform ya da neoplastik hücreler kültürde süspansiye halde de yaşamlannı 

devam ettirebilirler. Kültürdeki tek bir hücreyi ele aldığımızda, teorik olarak hücre 

belli bir zaman periyodu içinde iki kardeş hücre oluşturacak şekilde bölünür, 

oluşan iki hücre tekrar ikiye bölünür ve bu olay 2n formülü ile sonsuza dek devam 

edecektir, ancak teorikte böyle olan bu olay, pratikte farklıdır; kültürdeki tüm 

hücreler aynı anda bölünmez, bir kısmı bölünürken diğerleri bölünmesini 

tamamlamış, durgun hücreler olabilir, hücrelerin de bir bölünme kapasiteleri 

vardır ve bu kapasiteyi tamamlanan veya farklı etki altında kalan hücreler ölebilir, 

kontakt inhibisyon gerçekleşebilir ve bu sebeple kültürdeki popülasyonun 

büyümesi idealden farklı olur. Bu olay, eksponensiyel büyüme olarak tanımlanır. 
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Kültürde eksponensiyel olarak çoğalan hücrelerin iki katına çıkmalan, 

başka bir değişle bir siklusu tamamlamalan için geçen süre iki katına çıkma 

zamanı (doubling time) olarak kabul edilir. Bu süre ve bununla ters orantılı olan 

çoğalma fraksiyonu kanser kinetiği açısından klinik anlamda da oldukça önemli 

parametrelerdir. ikiye katıanma zamanı hücre siklusu .süresi veya jenerasyon 

süresi olarak da bilinmektedir. Kültürde belirli aralıklarla sayımlan yapılan 

hücrelerin iki katına çıkma zamanlan aşağıdaki formüller kullanılarak yapılır. 

Sağlıklı bir sayım için hücreler yüzeyi kaplayıncaya kadar 3-4 siklus süresi kadar 

(yaklaşık 96 saat boyunca) takibe alınmalıdır. 

2,3 log 2 = kT (Formül I) 

0,693 = kT (Formül 2) 

T = 0.693 1 k (Formül 3) 

T = ( t2 - t1 ) = doubling time 

İlk formülde (Formül 4) log 2 hücrelerin iki katının logaritmasıdır. Yapılan 

deneylerde elde edilen sonuçlara göre, 2 yerine, sayılan hücre sayısının ( nz ) 

ekilen hücre sayısına (nı ) oranı kullanılır : 

2,3 log ( n2 - Dı ) = kT 

formülünden k sabiti bulunur ve 

T =0,693/k 

formülünden T yani hücrelerin ikiye katianma süreleri ayn ayn hesaplanır 

(Sheeler, 1987; Cos ve Sanchez-Barcelo, 1994; Pinard ve ark., 1996, Liebmann 

ve ark., 1994, Sato, 2001). 

Proliferasyon oranı aşağıdaki formülde verildiği gibi hesaplanır (Reddel, 

1995); 

Proliferasyon Oranı = Kontrol Grubundaki hücrelerin iki katına çıkma zamanı 1 

Deney grubundaki hücrelerin iki katına çıkma zamanı (Formül4) 
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Hücre bölünme mekanizması, bölünen hücrelerin tamamen aynı olması ve 

evrim boyunca hücrelerin genetik özelliklerinin korunması edilmesi esasına 

dayanır. Hücre bölünme süreci, hücrelerin içeriklerini ve özellikle de 

kromozomlarını doğru bir şekilde duplike etmeyi garanti eder. Hücre 

bölünmesinde, protein kinazlar tarafından regüle edilen nüklear DNA sentezinin 

ve ardından mitozun başlaması olayları kritik öneme sahiptir. Hücre siklusu dört 

faza aynlır: M (mitoz) fazı sırasında replike edilen koromozomlar aynlır ve mitoz 

ile aynlan iki yeni çekirdekte paketlenir ve sitoplazma sitokinler tarafından iki 

kardeş hücreye bölünür. Hücre siklusunun diğer üç fazı "interfaz" olarak bilinir; 

Gı (gap 1) fazı bölünme sonucu oluşan hücrenin tekrar DNA sentezine 

başlayacağı zaman için kullanılan fazdır. Bu fazda kalan ve bölünmeyen hücreler 

Go fazına geçerler, Go fazındaki hücreler "durgun (quiscent) hücre" olarak 

isimlendirilir. S (sentez) fazı sırasında DNA sentezi gerçekleşir, DNA replike olur 

ve bir daha replike olmasına izin verilmez. G2 (gap 2) fazına geçen hücrelerin 

DNA replikasyonunun doğruluğu onaylanır, hatalar düzeltilir ve iğ iplikçikleri ile 

yeni DNA yapısı oluşmaya başlar. Hücre bundan sonra M yani mitoz fazına 

geçer. Mitoz olayında sırasıyla dört faz gerçekleşir; profaz, metafaz, anafaz, 

telofaz. İki katına çıkmış olan DNA'nın iki kardeş hücreye eşit olarak bölündüğü 

fazdır. Mitozdan önce DNA zinciri sık sarmallar yaparak kalıniaşmaya başlar. Bu 

arada histon proteinlerle de kompleks yaparak kromozomlar oluşturulur. Bu fazda 

her kromozomun bir kopyası meydana gelmiştir (kardeş kromatidler). 2n 

kromozom sayısı 4n'e çıkar ve kardeş kromatidierden biri, bir hücre kutbuna, 

diğeri öteki kutba doğru hareket etmeye başlar. Telofaz safhasında kutuplara 

çekilen kromozomlar iki yavru hücre oluştururlar (Fenton ve Longo,1988; Alberts 

ve ark., 1994; Kayaalp, 1998; Bozkurt, 2000). 

2.2.4. Apoptoz ve Kanser 

Apoptoz ya da programlanmış hücre ölümü, embriyonik morfogenez, 

metamorfoz, hormona bağımlı doku atrofisi ve timusta lenfosit olgunlaşması gibi 

pek çok biyolojik süreçte önemli rol oynaması ile nekrozdan aynlır (Duvall ve 

Wyllie, 1986; Arends ve Wyllie, 1991; Meyn ve ark., 1994). Proliferasyon, 
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diferansiyasyon ve hücre ölümü oranlan sabittir ve bu sabit oranlar, büyüme 

faktörleri ya da sitokinler gibi faktörlerin salınımındaki oraniann oluşturduğu 

kombinasyonlara göre düzenlenir. Hücre-hücre teması da bu dengede önem taşır. 

Örnek olarak hücre bölünme oranı hücre ölüm oranından daha fazla ise hücrelere 

düşen alan azalacağından hücreler büzülmeye başlayacaklardır. Hücre büyüklüğü 

ve hücre dansitesi her doku için aynı kalmalıdır ve bu sürekli kontrol edilir (Hardy 

ve Stark, 2002). Bu nedenle, hücre-hücre teması bir noktadan sonra hücre 

bölünmesi ve proliferasyonunu durduran bir faktör olmaktadır. Bu olay "kontakt 

inhibisyon" olarak adlandınlmaktadır. 

Apoptoz hem rodent hem de insan orijinli maliyn tümörlerde intirinsik 

horneostatik proseslerle (muhtemelen mitozla) hücre kazanımını ve böylece tümör 

büyümesini düzenlemek için spontan olarak gerçekleşir (Meyn ve ark., 1994). 

Ancak, bazı tümör hücrelerinin apoptotik yeteneklerini kaybettikleri de bilinen bir 

gerçektir (Karp, 1999). Apoptoz, tumorigenez için önemli modülatör görevi gören 

ve bcl-2 ile p53 proto-onkogenleri tarafından regüle edilen bir süreçtir. Hücre 

kültürü çalışmalan çeşitli uyanlara karşı apoptotik yanıtı p53'ün indüklediğini ve 

bcl-2'nin suprese ettiğini açıkça göstermektedir (Pan ve ark., 1997). Apoptoz, 

yargı (commitment) ve infaz (execution) fazlanndan oluşur. Yargı fazı hücrenin 

uyaranlara kendi kendisini imha etmesini sağlayacak yanıtlar oluşturması, bu 

işlemden ölüme kadar olan aşamalar da infaz fazını oluşturur. Apoptoz ile ölüm, 

hücre ve nükleusunun tamamının düzenli bir şekilde küçülmesi, komşu hücrelerle 

adhezyonunun kaybı, hücre yüzeyinde kabarcıklann oluşması ile hücre yüzeyinin 

girintili çıkıntılı bir hal alması, kromatinierin küçük parçalara bölünmesi ve hızlı 

bir şekilde fagositoz ile yutulup yok edilmesidir (Karp, 1999). 

2.2.5. Kanserli Dokunun Büyüme Profili 

Kanserin bir somatik hücre hastalığı olduğuna daha önce değinilmişti. 

Hücrede hastalık meydana geldikten sonra hücrenin bölünmesi kontrol edilemez 

ve hücre mitozdan çıkamayarak sürekli bölünmeye devam eder. Kanserli dokuda 

tümör kitlesi kanserin tipine göre 24 saat-3 ay gibi bir sürede iki katına çıkar. 

Tümör kitlesinde proliferasyon hızının kolay saptanabilen bir göstergesi, çoğalma 
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fraksiyonu ve bu parametre ile ters orantılı olan iki katına çıkma (doubling) 

süresidir. Çoğalma fraksiyonu, tümör kitlesi içindeki bölünme halindeki 

hücrelerin sayısının toplam hücre sayısına oranıdır. İki katına çıkma süresi ise 

tümör kitlesindeki hücre sayısının iki katına çıkma süresidir. İki ye katianma süresi 

tümör kitlesinin ilaca karşı duyarlığı hakkında fikir verir; hızlı çoğalan tümör 

hücreleri antineoplastik ilaçların çoğuna karşı (özellikle antimetabolitlere ve 

antineoplastik antibiyotiklere), yavaş çoğalan hücrelere göre daha duyarlıdır. 

Çoğalma fraksiyonu düşük tümörlere solid tümör denir. Solid tümörlerde büyüme 

hızı kitle büyüdükçe azalır. Tümör içindeki kanser hücresi sayısının zamana göre 

seyrini gösteren eğri (Gompertz eğrisi) lineer değil hiperboliktir. Bunun sonucu 

olarak hücre sayısı arttıkça ve tümör kitlesi büyüdükçe çoğalma fraksiyonu azalır 

ve iki katına çıkma süresi uzar. Bunun sonucu olarak tümörün ilaca karşı duyarlığı 

azalır Bu tip tümörlerde üç tabaka vardır: Atabakası dışta kalan ve sürekli mitoz 

halinde olan hücrelerin oluşturduğu tabakadır. B tabakası arada kalan ve 

bölünemeyen ancak bölünme yeteneklerini kaybetmemiş hücrelerden oluşur. C 

tabakası ise en içte kalan ve bölünme yeteneklerini kaybetmiş, fakat tümör 

kitlesine katkıda bulunan ilk çoğalan öncü hücrelerden oluşur. Tespit edilebilir bir 

tümör kitlesi yaklaşık 109 hücre içerir ve çapı 1-2 cm kadardır. Ancak kitledeki 

hücre sayısı 1012 hücre olduğunda kitle 20 cm çapa gelir ki bu letal bir kitledir. 1-2 

cm çapta iken tespit edilen bir kitle kısa sürede 20 cm çapa gelebilir, teşhisten 

sonra kitlenin sabit kalması mümkün olmadığı için terapiye bir an önce başlamak 

gerekir. Ancak özellikle döneme özgü ilaç kullanılması ile ilaca alınan cevap A 

kitlesi azaldıkça düşecektir. Kemoterapi kesildikten sonra da B kitlesinde bulunan 

hücreler yine bölünme yeteneklerini kullanıp çoğalmaya başlayacaklardır ve 

terapi hedefine ulaşmamış olacaktır. Bu yüzden terapide önce cerrahi ekstirpasyon 

veya radyoterapi ile tümör kitlesinin büyük bir hacmi çıkarılır (debulking) ve 

kalan kısmın çoğalması hızlandınlarak ilaca duyarlığı arttınlır. Büyük bir kitle ile 

savaşmak yerine bu kitlenin %0.1 'i gibi küçük ve gözle dahi görülemeyecek bir 

kitle ile mücadele edilir. Cerrahi girişim ve radyoterapi gibi farklı bir tedavi 

uyguladıktan sonra uygulanan kemoterapi programına adjuvan kemoterapi denir. 

Adjuvan kemoterapi, günümüzde en yaygın olarak kullanılan kemoterapi şeklidir. 

İlaç kürler halinde verilir ve hangi aralıklarla kaç kür verileceği programda 
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belirlenir. Genel olarak ilk önce cerrahi ekstirpasyon ile kitle çıkanlır, ardından 

radyoterapi kürleri uygulanır ve bunu takiben kemoterapiye geçilir. Adjuvan 

kemoterapinin kısıtlı şekilde uygulanan bir diğer şekli de neoadjuvan terapidir. Bu 

duruma örnek olarak, baş-boyun kanserlerinde radyoterapi ile birlikte sisplatin ve 

fluorourasil verilir ve kitlede küçülme sağlandıktan sonra daha az hasar verecek 

bir cerrahi operasyonla kitle alınır. 

Tümör kitlesi yaklaşık 1-2 mm çaplı bir kitle oluşturduğu zaman iç 

kısımlarda kalan hücreler o bölgede kan dolaşımı olmadığı için beslenemez ve 

oksijen yeterli derecede ulaşamaz. Bunun sonucunda hücreler bazı büyüme 

faktörleri salgılayarak yeni kan damarlannın oluşmasını talep ederler. Yeni kan 

damarlannın üretilmesine anjiyojenez denir. Kitlede kan damarlan oluşur ve bu 

damarlar sayesinde kitle beslenir ve etrafındaki dokuyu istila ederler (invazyon). 

Normal hücrelerde invazyon yeteneği yoktur, birbirlerine temas ettikleri zaman 

çoğalmalan kontakt inhibisyon nedeniyle durur. Tümör hücrelerinin senteziediği 

matriks proteinlerini parçalayan enzimler olan matriks metalloproteinazlar 

(kollajenaz gibi) kan damarlannın duvarlanndaki hücreler arasında adhezyon 

proteinleri ile kurulmuş olan hücreler arası bağlantılan parçalayıp damar içine 

girerler ve uygun bir doku bulduğunda metastaz yaparak orada çoğalmaya 

başlarlar. Maliyn tümörlerin en önemli özelliği, metastaz yapma yetenekleri 

nedeniyle terapilerinin güç olmasıdır. Örneğin akciğerde olan bir tümör için 

uygulanan kürler, beyine metastaz yapmışsa, akciğerdeki kitle için kullanılan ilaç 

kan-beyin engelini geçerneyebilir ve burada etkisiz kalabilir. Bu sebepten dolayı 

kanser terapisinde metastaz başansız olmanın en büyük sebebidir. Bazen yıllar 

sonra dahi metastaz ortaya çıkabilir. 

Halen kullanımda olan antineoplastik ilaçlann büyük bir kısmı özellikle 

sitotoksik olanlar antiproliferatif etkilidir ve sadece kontrolsüz çoğalmaya karşı 

etkilidir. İnvaziflik, diferansiasyon kaybı ve metastaz oluşturabilme özellikleri 

üzerine spesifik etkileri yoktur. Antiproliferatif etkileri sadece hücre siklusunun S 

ve 0 1 fazlan üzerine olan etkilerinden değil aynı zamanda Apoptoz (programlı 

hücre ölümü) neden olay olaylar üzerine var olan apoptotik etkilerinden 
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kaynaklanmaktadır. Normal hücreler ile kanserli hücreler organizmanın kendi 

hücreleri olduğundan aralarında kalitatif yönden bir fark yoktur, farklar kanitatif 

düzeydedir ve kanser tedavisi kalitatif farkiara yönelik olmalıdır. Bu nedenle, her 

ne kadar çok sayıda antineoplastik ilaç var görünse de spesifitelerinin düşük 

olması ve kalitatif farkları oluşturan mekanizmalara yönelik ilaçlann henüz yeterli 

derecede bulunmaması sebebi ile spesifik olarak kanserli hücreleri etkileyebilecek 

ve diğer dokularda toksik etkileri gözlenmeyecek yeni ilaçlara halen klinik 

kullanımda gereksinim duyulmaktadır (Bozkurt, 2000). 
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3. KEMOTERAPİDE KANSERiN MOLEKÜLER BiYOLOJiSiNE 

YÖNELİK YENİ STRATEJiLER 

3.1. p53 proteini ve geni 

Normal hücrelerde p53 proteini, spesifik gen ekspresyonu için genomdaki 

300'den fazla farklı promoter elementi bağlayarak proliferasyonda rol oynayan 

güçlü bir transkripsiyon faktörü ve tümör supresörüdür. İnsan tümörlerinde p53 

geni, mutasyonu en yaygın gendir ve insan tümörlerinin %50' den fazlasında, 

genin fonksiyonlarını inaktive eden p53 matasyonları gözlenmiştir. p53'teki 

kalıtsal matasyonların (Li-Fraumeni Sendromu) kalıtsal kanserlerden sorumlu 

olduğu ve inaktive edilmiş p53'e sahip farelerin kansere aşın derecede eğilim 

gösterdiği bilinmektedir. Normal nonstress hücrelerde p53 geninin yanianma 

ömrü 5-20 dakika gibi çok kısa bir süredir ve bu negatif feed-back 

mekanizmasında Mdm2 proteini anahtar rol oynar. p53, Mdm2 genlerinin 

kodlanmasında transkripsiyonal rol oynar. Ancak Mdm2'nin de yarılanma ömrü 

çok kısadır ve bunun sebebi otoubikitinizasyon aktivitesidir ve ubikitin E3 ligaz 

promoterliğinde ubiquitin p53 ile etkileşerek konjügasyon oluşturur. Bu ubikitin 

konjügasyonu ile etiketlenen p53 proteazom tarafından degradasyona uğratılarak 

hücre içinde p53, normal hücre proliferasyonu için düşük düzeyde tutulur. 

INK4a!ARF tarafından kodlanan ARF tümör supresörü, Mdm2 aracılıklı p53 

degredasyonunu inhibe eder. Yeni bir tedavi şekli olarak p53 mutasyonu mevcut 

kanser tiplerinde bu yolağa yönelik tedaviler uygulanmaktadır (Lane ve Lain, 

1996; Balint ve Vousden, 2001). 

3.2. Gen Terapisi ve Viroterapi 

Bu terapiler hedeftendirilmiş (targeting) tedavilerin ilklerindendir ve pro­

drug olarak gen hedefleyen terapi şekilleridir. Herpes simplex virüs-timidin kinaz­

gansiklovir (HSV-TK-GCV) kombinasyonu ve sitozin deaminaz-5-florositozin 

(CD-5-FC) kombinasyonu klinik olarak test edilmektedir. Bu grupta yer alan 

kombinasyonlar hedef enzimlerle hedef noktada birleştiklerinde antineoplastik 

ajanlar açığa çıkar ve hedef gene yöneltilir. Viroterapide hücreleri enfekte edip 

ölüme sevk eden reovirus, autonomous parvovirus, Newcasıle disease virus, 
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measle virus ve ve vesicularstomatitis virus gibi virüslerden yararlanılmaktadır 

(Kim ve ark., 2002). 

3.3. Proteazom İnhibitörleri 

Hücre proliferasyonunun regülasyonunda rol oynayan regülatörlerin 

ekspresyonunun kontrolünde en önemli görev proteazomundur. Siklin A, B, D, E, 

siklin bağımlı kinaz inhibitörleri, p53, c-fos/c-jun, c-mye, N-myc, IKB, p130, 

cdc25 fosfataz, tirozin aminotransferaz, topoizomeraz I, topoizomeraz Ila gibi 

hücre siklusu aracılıklı çalışan proteinlerin degredasyonundan sorumludur. PS-

341 klinik kullanıma girmiş ilk proteazom inhibitörüdür (Adams, 2002.). 

3.4. Aromataz İnhibitörleri ve ATAC 

Androjenin östrojene dönüşmesine aracılık eden aromataz enziminin 

inhibisyonunu sağlayan tamoksifen, aminoglutetimid, toremifen, formestan gibi 

aromataz enzim inhibitörleri östrojen pozitif kanserierin tedavisinde kullanıma 

girmiş bir gruptur. Bu gruba yeni eklenen anastrozol (Arimidex®) adjuvan 

kemoterapide östrojen pozitif meme kanserlerinde en yaygın olarak kullanılan 

tamoksifenden daha etkili bulunmuştur. Son zamanlarda ATAC ( Arimidex­

Tamoksifen alone or combination) tedavi şekli umut verici bulunup adjuvan 

olarak uygulanmaya başlanmıştır (Nicholis, 2002) 

3.5. Epigenomikler ve Epigenetik Terapi 

Normal hücre büyümesinin kontrolü için genlerin epigenetik 

inaktivasyonu hayati önem taşımaktadır. DNA metilasyonu, histon modifikasyonu 

ve diğer kromatin yapı komponentleri arasındaki iletişimi ( crosstalk) kapsayan 

epigenetik mekanizmalar, gen transkripsiyon mekanizmalarının regülasyonuna 

önderlik eder. Bugün epigenetik inaktivasyon sağlayan küçük moleküller klinik 

çalışmalarda kullanılmaktadır. DNA metil transferaz (DNMT), histon deasetilaz 

(HDAC), histon metilaz (HMT) enzimlerinin inhibisyonlanna yönelik 

moleküllerin geliştirilmesi, metilasyon sessizleştiren genin (methylation-silenced 

gene MLHl) reaktivasyonunu sağlayacak desitabin gibi moleküllerin kullanıma 

kazandıniması çalışmaları devam etmektedir (Brown ve Strathaee, 2002). 
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Trikostatin A, RKO kolorektal kanser hücrelerinde MLHl ve TIMP3 genlerinin 

ekspresyonunda sinerjistik reaktivasyon sağlamıştır (Cameron, 1999). 

3.6. Histon Proteinlerin Modifıkasyonu 

Histon proteinlerinin modifikasyonu için kanser terapötiklerinde "gelecek 

dalga" terimi ile gelecekte bu terapinin oldukça önem kazanacağı vurgulanmıştır. 

Histon proteinleri amino terminalinden bağlanarak kromatin liflerini paketleyerek 

kromatinieri ve dolayısıyla DNA'nın esas ve işlevsel şeklini almasını sağlayan 

proteinlerdir. Ökaryotik kromatinieri paketleyen histon proteinleri özellikle Hl, 

H2A, H2B, H3 ve H4 proteinleridir. Histon proteinlerinin post translasyonel 

modifikasyonları amino terminallerinin kuyruk kısmından asetilasyon, 

metilasyon, fosforilasyon, ADP-ribozilasyon ve ubikinasyon ile gerçekleşir. Bu 

işlemlerin tümü enzimler tarafından gwerçekleştirilir ve histon modifiye edici 

enzimierin kodlanmasında meydana gelen bir mutasyon paketierne ve daha sonra 

yapılacak olan proteinlerde hata oluşturacağı için hücre normal işlevini 

yapamayacak ve kanser oluşabilecektir. P. Workman, kanseri " Histonların 

modifikasyonu ile modüle edilen bir gen ekspresyon hastalığı olduğunu ve bu 

olaydan enzimierin sorumlu olduğunu " söylemiştir. Trikostatin A ve tropoxin 

gibi bazı doğal diğer sentetik histon deasetilaz (HDAC) inhibitörlerinin preklinik 

ve klinik çalışmaları sürmektedir. Trichostatin A'nın p53 geninin up-regülasyonu 

ve Hipoxia inducible factor-la (HIF-la) down-regülasyonu ile anjiyojenezi 

inhibe ettiği bulunmuştur. Histon asetiltransferaz (HAT) enziminin ilaç benzeri 

selektif inhibitörleri henüz bulunamamıştır ancak asetil-koenzim A ile peptid 

konjügatları dizayn edilip sentezlenmiştir (Chung, 2002; Molinari, 2000). 

3.7. Hipoksi -indükleyen Faktör (HIF-la) İnhibitörleri 

HIF-la, anjiyogenezde oksijen dağılımını ve glikoliz sırasında hipaksiye 

metabolik adaptasyonu kontrol eder. İnsan kanserlerinde HIF-la aşın eksprese 

edilir ve· sonuç olarak intratümoral hipoksi ve onkogenler ve tümör supresör 

genlerde anahtar rol oynayacak değişimler meydana gelir. HIF-la tümör 

anjiyogenezi için gerekli olan VEGF gibi bazı proseslerde rol oynayan 

proteinlerin genlerinin 40'tan fazlası üzerinde kontrolü olan transkripsiyonel bir 
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faktördür. Tedavide başansızlık ile ölümle sonuçlanan beyin, meme, serviks, 

özofageal, orofaringeal ve over kanserlerinin biyopsilerinde HIF-1 a 

ekspresyonunun aşın olduğu gözlenmiştir. Klinik ve preklinik çalışmalar 

tirapazaminin hipoksik hücreler üzerine selektif olarak toksik olduğunu 

göstermektedir (Semenze, 2000). 

3.8. Antianjiyojenik ve Antimetastatik Terapiler ve Matriks 

Metalloproteinaz İnhibitörleri 

Matriks metalloproteinazlar (MMPs), matriksinler olarak da bilinen 

ekstraselüler matriksin ana komponentlerini degrade eden ve çinkoya bağımlı 

çalışan endopeptidazlardır. Normal dokularda bu enzimler embriyonik gelişimde, 

ovülasyonda, meme bezlerinin küçülmesi ve yara iyileşmesinde remodeling 

olaylannda rol oynarlar. MMP'lerin anormal ekspresyonlan romatoid artrit, 

osteoartrit, pulmonar anfizem ve tümör büyümesi, invazyonu ve metastazını 

kapsayan patolojik olaylarda ortaya çıkar. Bugün bilinen 19 MMP vardır (Duffy 

ve ark., 2000). 

Kanserde hastalanına (morbidite) ve ölüm (mortalite) açısından en önemli 

sebep metastazdır. Karsinojenezde anahtar rol oynayan tümör supresör genler, 

DNA onancı enzimler ve c-onkogenlerde değişimler olurken, metastaza sebep 

olan proteazlann ve motilite faktörlerinin ekspresyonu artar adhezyon 

moleküllerinin ekspresyonlan değişir. Proteazlar aracılıklı metastazda ürokinaz­

plazminojen aktivatörü, katepsin B, ve L, matriks metalloproteinazlar rol oynar. 

Kanserin yayılmasında rol oynayan bu faktörlere yönelik uygulanan terapiler 

antimetastatik terapi olarak adlandınlır (Duffy, 1998a). MMP'lann inhibitörleri 

olan TIMP'lerle uygulanan antineoplastik terapi ve VEGF'ye yönelik anti-TNF-a 

antikorlar ile yapılan çalışmalarda antianjiyojenik terapiler olarak gösterilmektedir 

(Griffioen ve Molema, 2000) Son on yılda yapılan çalışmalarda sinyal iletiminin 

altında yatan moleküler mekanizmalann temelinde hücre iskeletini de kapsayan 

hücre-hücre ve hücre-ekstraselüler matriksinin olduğunu göstermiştir. Özellikle 

hücre-hücre bağlantılannın sitoplazmik plağında kalan moleküllerin nükleusa 

doğru lokalize olacak şekilde transkripsiyon faktörleri ile kompleks yaptıklan 
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gösterilmiştir. Buna ilaveten bu birleştirici plak proteinlerinin tümörijenezde etkin 

supresörler olarak rol oynarlıklan da gözlenmiştir (Ben-Ze'ev 1997). Marimastat 

bugün bilinen ve oral olarak kullanılan klinik çalışmalardaki en iyi biyoyararlınım 

elde edilen kollajeni taklit eden hidroksamat yapısında bir bileşiktir (Duffy ve 

McCarthy, 1998b.) Marimastatın yanısıra araştırmalan süren MMP inhibitörleri 

de oldukça fazladır ve bunlardan bazılan romatoid artritte kullanım için 

geliştirilmektedir (Michaelides, 1999). 

3.9. Hsp90 İnhibitörleri 

Isı şok proteinleri (Hsp, heat shock proteins) kanser hücrelerini büyümeye 

ve hayatta kalmaya sevk eden mutasyona uğramış, kimerik sinyal proteinlerinin 

stabilitesi için eşliği gerekli olan yol gösterici (chaperon) bir moleküldür. Mutant 

p53, Bcr-Arb, Raf-1, Akt, Erb2 ve RIF-la, Hsp 90'ın müvekkil proteinleridir. 

Hsp90 inhibitörleri, tüm bu müvekkil proteinleri destabiiize ettiği için preklinik 

model sistemlerinde umut verici antitümör etkinlik göstermişlerdir. Bir hsp90 

inhibitörü olan 17-allilamino geldanamisin (17AAG) faz I klinik denemededir 

(Neckers, 2002). 

3.10. STI571 (Gleevec™): 

STI571 (Gleevec, iminitab mesilat) spesifik kanser tedavisi için moleküler 

hedef için kullanıma yönelik geliştirilmiştir ve bu hastalarda mutajenik olan Bcr­

Abl geni hedeflenmiştir. Gleevec Abi spesifik tirozin kinaz inhibitörüdür 

(Druker, 2002; Novak, 2001). 

3.11. Siklin bağımlı Kinaziarın İnhibitörleri 

Hücre siklusunun regülasyonundald anormallikler neoplazmalara sebep 

olur. ilaçlar, tümördeki patojenik kusurlar için sebep olarak gösterilen normal 

hücre siklusunun sürdürülmesini yöneten siklin bağımlı kinaziara (CDKs) karşı 

yöneltilmektedir. Storosporin, flavopiridol, olomusin, roskovitin, purvalanol, 

pollonlar, bütirolakton, aminotiazoller, benzokarbazoller, primidinler, 

tio/okzoflavopiridoller, oksindoller siklin bağımlı kinaz inhibitörleri olarak 

deneme çalışmalan devam eden gruplardır (Sausville, 2002). 
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3.12. Raf/MAP kinaz Yolağı 

Ras-MAP kinaz yolağı, tümör hücrelerinin büyümesi, hayatta kalması, 

farklılaşması ve anjiyogenezde hayati rol oynaması nedeni ile araştırma 

laboratuvarları tarafından büyük ilgi çekmiştir. Ras, raf ve MEK bugüne kadar iyi 

çalışılmış olmakla beraber MAP kinazı hedefleyen bazı küçük moleküller klinik 

arenaya yeni girmiştir. R11577, SCH66336, Bay-43-9006, Cl-1040, PD184352 

Raf/MAP kinaz yolağında inhibitör olarak test edilen maddelerdir (Herrera ve 

Sebolt-Leopold, 2002.) 

3.13. ErbB Reseptör Ailesi 

Kanser tedavisinde, yapısal olarak EGF reseptörleri ile ilişkilendirilen 

tirozin kinaz reseptörleri olan ErbB ailesini hedefleyen ZD1839 (Iressa®), OSI-

774 (Tarceva®), Cetuximab® (IMC-C225) ve Trastuzumab (Herceptin®) klinik 

çalışmalara sunulan ve çalışmaları halen devam eden maddelerdir (de Bono 2002). 
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4. ÇALIŞMALARDA KULLANILAN HÜCRELER, TEST MADDELERİ 

VE YÖNTEMLER 

4.1. ÇALIŞMALARDA KULLANILAN HÜCRELERiN ÖZELLİKLERİ 

4.1.1. A549 Küçük hücreli olmayan akciğer karsinomu: 

Akciğer kanserleri içinde görülme sıklığı en yüksek (%70) kanser türü 

olan küçük hücreli olmayan (non-small cell) akciğer kanseri seçildi. ı972 yılında 

D.J. Giard tarafından 58 yaşında bir Orta Asyalı erkek hastadan alınıp eksplant 

kültüre alınan epitelial özellikte adherent akciğer karsinomudur. Keratin 

üretmektedir ve üretilen keratin immüno peroksidaz ile pozitif reaksiyon 

vermektedir. M. Lieber tarafından daha sonra yapılan çalışmalar A549 

hücrelerinin sistidin difosfokolin yolağından yüksek oranda desatüre yağ asitleri 

ile birlikte lektin de sentezlediklerini göstermiştir. Revers transkriptaz negatiftir 

(Lieber ve ark., ı976; Lewis ve ark., ı996). 

4.1.2. HeLa serviks adenokarsinomu 

3ı yaşında zenci bir kadından alınarak W.F. Scherer tarafından stoklanan 

adherent ve epitelial serviks adenokarsinom hücreleridir. Lizofosfatidilkolin AP- ı 

aktivitesi ve protein kinaz-C bağımlı yolak ile c-jun-terminal kinaz aktivitesi 

oluşturur. Hücreler immünoperoksidaz ile boyanmaları sonucunda keratin için 

pozitif reaksiyon verirler. HeLa hücrelerinin insan papilloma virus ı8 (HPV-ı8) 

sekuensleri taşıdığı rapor edilmiştir. P53 ekspresyonu düşük ve pRB 

(retinoblastoma supressör) düzeyi normal olarak tespit edilmiştir. Poliovirus ı, 2, 

3; adenavirus 3, ensefalomiyokardit coxsackievirus B seratiplerine duyarlıdır. 

Hücrelerin %98'inde küçük telosentrik kromozomlar vardır. Test edilen 1385 

hücrenin tümü anöploididir. Literatürde dört tipik HeLa marker kromozomu rapor 

edilmiştir (Chen, ı998; Boshart ve ark., ı984; Shneider-Gadicke ve ark., ı986; 

Schwarz, 1986; Pater ve Pater, ı985; Yee ve ark., ı985; Jones ve ark, ı97ı; Fang 

ve ark., ı997; Huber, ı997) . 
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4.1.3. HT -29 kolorektal adenokarsinomu 

J. Fogh tarafından 44 yaşındaA Rh(+) kan grubuna sahip bir orta asyalı 

kadından alınarak kültüre edilmiş adherent, epitelial insan hücreleridir (Fogh, 

1975; Fogh ve ark., 1977a; Fogh ve ark., 1977b). IgA'nın sekretuvar 

komponentlerini, karsinoembriyojenik antijeni (CEA), TGF-beta bağlayıcı protein 

ve musin üretir (Hanski ve ark., 1992; Butzow ve ark., 1993; Lesuffleur, 1993). 

Ultrastrüktür karakterleri; mikrovillus, mikroflament, geniş vakuollü ve koyu 

granüllü mitokondriler düz ve granüllü endoplazmik retikulumlar ve serbest 

ribozomlar, yağ damlacıklan, az sayıda primer ve çok sayıda sekonder lizozomlar 

içerir. Virüs partikülleri yoktur (Didier ve ark., 1996; White ve ark., 1996). HT-29 

hücreleri ürokinaz reseptörlerini eksprese ederler, fakat tespit edilebilir bir 

plasminojen aktivatör aktivitesine sahip değildirler. P53 geninin Arg -> 

substitüsyonu ile son bulan 273. Kodonunda a G -> A mutasyonu vardır. P53 

antijeni yüksek miktarda üretilmektedir. Hücreler CD4 için negatiftir, fakat hücre 

yüzeyinde HIV için alternatif reseptör olan galaktoz seramid ekspresyonu vardır 

(Adachi ve ark., 1987; Fantini ve ark., 1992; Bamett ve ark., 1991). myc+, ras+, 

myb+, fos+, sis+, p53+, abi-, ros-, src- onkogenleririi taşır, c-mye, K-ras, H-ras, 

N-ras. Myb, sis ve fos onkogenlerinin ekspresyonlan pozitif olmasına rağmen N­

myc onkogen ekspresyonu saptanamamıştır (Pollack ve ark., 1981; Trainer ve 

ark., 1988; Anonim, 2002; Chen, 1987; Santoro ve Groden, 1997; Tsao ve ark, 

1998; Qian ve ark., 1997; Wang, 1996; Young, 1996; Groh, 1996; Takahashi, 

1996). Vitamin D reseptör ekspresyonu düşüktür CShabahang ve ark., 1993). 

İnsülin uygulanmış HT -29 hücrelerinin alfa-2-adrenerjik reseptör sayısında doz ve 

zamana bağlı azalmalar gözlenmiştir (Devedjian, 1991). 

4.1.4. MCF-7 Meme adenokarsinomu 

C.M. McGrath tarafından 69 yaşında O Rh + kan grubuna sahip orta asyalı 

bir kadından plevral efüzyon ile elde edilmiş adherent, epitelial süt bezi 

adenokarsinomudur (Soule, 1973;. IGF bağlayıcı proteinler (IGFBP) BP-2, BP-4, 

BP-5 üretir (Bellet ve ark., 1997;. Östrojen reseptörü pozitif hücrelerdir 

(Takahashi ve ark., 1993; Pratt ve Pollak, 1993; Taşıdığı onkogen Wnt7h + ve 

Tx-4 tür. MCF-7 hücrelerinin büyümeleri TNF-a tarafından inhibe edilir 
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(Sugarman ve ark., 1985; Brandes ve Hermanat, 1983;. IGFBPlerin sekresyonu 

anti-östrojen tedavisi ile modüle edilebilir. MCF-7 hücreleri sitoplazmik östrojen 

reseptörleri aracılığı ile östradiol'ü prosesleme de dahil diferansiye olmuş meme 

epitel hücrelerinin çeşitli özelliklerini taşımaktadır. (Anonim, 2002; Lan, 1990; 

Littlewood-Evans ve ark., 1997; van Dijk ve ark., 1997; Umekita ve ark., 1996; 

Zamora-Leon ve ark, 1996; Geiger ve ark, 1998; Jang ve ark., 1996; Lee ve ark., 

1996; Chang vePastan, 1996; Zhu, 1996; Bacus, 1990). Radyasyon uygulanan 

MCF-7 hücrelerinde çekirdekte p53 akümülasyonunun p2 1 wafl ekspresyonunu 

arttırdığı gözlenmiştir ve p53'ün hücre siklusu süresince değişimleri araştınimıştır 

(Komarova ve ark., 1997). Bir diğer çalışmada da p53 ile mdm2 ekspresyonu 

ilişkilendirilmiştir (Landers ve ark, 1997). 

4.1.5. NIH3T3 Fibroblast Hücreleri 

S.A. Aaronson tarafından stoklanan NIH Swiss fare embriyosundan elde 

edilen kontaktinhibisyona duyarlı adherent fibroblast hücreleridir. Özellikle DNA 

transfeksiyonu ve transformasyon çalışmaları için kullanılmaktadır. 

Ectromelia virus (mousepox) virüsü için test edilmiş ve negatif bulunmuştur. Fare 

sarkoma virusleri ve murine lösemi virüslerine duyarlıdır. Kültürdeki hücrelerin 

normal çalışması için haftada bir kez yüzeyi tamamen kaplamadan pasajlanmalıdır 

(Anonim, 2002; Jainchill ve ark., 1969). 

4.2. ÇALIŞMALARDA KULLANILAN MADDELERiN ÖZELLİKLERİ 

4.2.1. Paklitaksel (Taxol®) 

Bu bileşik ilk kez Taxus brevifolia'dan 1971 yılında izole edilmiştir. 

Vinca alkaloidleri ve kolşisin türevlerinden farklı olarak mikrotübül 

formasyonuııu inhibe değil promote eder ve mitoz inhibitörü olarak farmakolojik 

etki gösterir (Wani ve ark., 1971). Klinik kullanımına sunulmasını takiben 

sisplatine dirençli over kanserlerinin tedavisi için uygun görülmüştür (Rowinsky 

ve Done-hower, 1995) ve meme, akciğer, özofagus ve baş-boyun kanserlerine 

karşı ümit verici bulunmuştur. İlaç kombinasyonlarında optimal dozu, doz rejimi 
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ve kullanımı tamamen anlaşılamamıştır. Akciğer ve prostat kanserlerine ve kapasi 

sarkamu üzerine olan etkileri araştınlmaktadır (Reynolds, 1996). 

Paklitaksel çekirdeğinde kompleks taksan halkaları içeren bir diterpenoid 

bileşiktir. Yan zincir taksan halkasına antitümör aktivite için gerekli olan karbon 

13'ten bağlanmıştır. Yan zincirin modifikasyonu meme ve over kanserlerine karşı 

klinik aktiviteye sahip daha aktif bir analog olan dosetaksel (Taxotere®)'ye 

önderlik etmiştir. Molekülün çözünürlüğü düşüktür ve taşıyıcı olarak %50 

etanal ve %50 polietoksillenmiş hintyağı (Cremophor EL) içinde 

uygulanmaktadır, muhtemelen hastanın, difenilhidramin gibi H ı antihistaminik, 

simetidin gibi Hı antihistaminik ve deksametazon gibi kortikosteroidlerle 

engellenemeyen aşın duyarlık reaksiyonlarından sorumlu olan bu 

formülasyondur. Paklitaksel, esasen Taxus brevifolia'nın gövde kabuklarında 

izole edilen ve çeşitli kültüre alınmış kanser hücrelerinde antiproliferatif ve 

kanserli hastalarda, antineoplastik etkiler gösteren diterpen bir bileşiktir. Bu 

etkiler taksolün tübülin polimerizasyonunu arttırma yeteneği ve tübülin 

depolimerizasyonunu engellemesi ile ilişkili görünmektedir. Aynca taksolün gen 

ekspresyonunu da değiştirdiğine ilişkin çalışmalar mevcuttur (Toillon ve ark., 

2000; Hawkins ve ark., 1996 ). 

Paklitaksel mikrotübüllerin a.-tübülin alt ünitesine spesifik olarak 

bağlanır ve bu anahtar hücre iskeleti proteininin çözülmesini antagonize ederek 

etki göstermektedir. Bunun sonucunda, paklitaksel uygulanan hücrelerde 

mikrotübül demetlerinin çözülmemesinden kaynaklanan hatalı yapı oluşur ve 

bunu mitozun durdurulması takip eder. Hücre ölümü hem: ilaç konsantrasyonuna 

hem de hücrelerin maruz kalma süresine bağlıdır. Hücre kültürlerindeki tümör 

hücreleri mdr-I geni ve bunun ürünü P-glikoprotein ile rezistans gösterirken, bazı 

hücre soylan tübülin polimerizasyonunda mutasyon ile paklitaksele rezistan hale 

gelirler, bu mutasyon sonucunda Vinca alkaloidlerine karşı duyarlılıklarının arttığı 

gözlenmiştir (Cabral, 1983.). Klinik olarak gözlenen rezistansın temelinde ne 

olduğu ise bilinmemektedir. 
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Paklitaksel klinik olarak 3 ve 24 saatlik infüzyonlar halinde uygulanır. 

Daha uzun süreli infüzyonlar (96 saat) meme kanserierli hastalarda ilk 

uygulamada yüksek cevap alabilmek için uygulanır. (Wilson , 1994). Paklitaksel 

yoğun olarak P450-aracılıklı hepatik metabolizmaya uğrar (izoenzimleri CYP3A 

ve CYP2C), dozun %10'unundan daha azı idrarla atılır. Ana metaboliti 6-

hidroksipaklitakseldir, ancak idrar ve plazmada daha farklı metabolitleri de tespit 

edilmiştir (Cresteil, 1994). Taksolün over kanserlerinde kullanımına ilişkin 

sunulan bir raporda taksolün over kanserleri için önemi ve kullanılmakta olan 

diğer aktif ilaçlarla kombinasyonları ve bunların klinik kullanımları tartışılmıştır 

(Runowicz, 1993). Taksole ait, MCF-7 hücreleri ile yapılmış pek çok antikanser 

etki çalışmaları vardır. MCF-7 hücreleri kullanılarak yapılan bir in vitro çalışmada 

taksolün 2-100 nM konsantrasyonları hücrelerin büyüme inhibisyonu, koloni 

formasyonu, DNA fragmentasyon testleri uygulanarak araştınlmış ve taksolün 

tiazofurin ile kombinasyonları test edilerek antiproliferatif ve apoptotik etkileri 

gösterilmiştir (Olalı, 1996). Taksol kullanılarak MCF-7 hücreleri ile yapılan bir 

mekanizma çalışmasında plazma membranı östrojen reseptörleri aracılığı ile 

meydana gelen apoptozun östradiol (E2) ile engellendiği gösterilmiştir (Razandi, 

2000) MCF-7 hücreleri ile yapılan bir mekanizma çalışmasında Bcl-2 gen 

ekspresyonu ile östrojen miktarının ilişkili olduğu ve östrojen reseptörü pozitif 

meme kanseri hücrelerinde antitürnöral aktiviteden östrojenin sorumlu olduğu 

taksol kullanılarak gösterilmiştir (Huang ve ark.,1997). Paklitaksel ve radyasyon 

uygulayarak HeLa ve MCF-7 hücrelerinin de içinde olduğu dört hücre tipi 

üzerinde bisbenzimid (Hoechst-33258) ile yapılan mikronükleus testinde 

paklitakselin genetoksik etkileri saptanmıştır (Preisler ve ark,. 1999). MCF-7 ve 

MD-MBA-468 meme kanseri hücreleri ile yapılan bir çalışmada paklitakselin 1-

500 nM dozları denenmiş ve seramid jenerasyonu ve apoptoz üzerine olan etkileri 

araştınımıştır (Charles ve ark., 2001). MCF-7 meme kanseri ve DLD-1 kolon 

karsinoma hücreleri ve multiselüler sferoidleri ile yapılan bir çalışmada hücre 

migrasyonu ve sferoidlere ilaç penetrasyonu doz ve süre değiştitilerek 

araştınımıştır (Nicholson ve ark., 1997). MCF-7 hücreleri ile yapılan bir başka 

çalışmada 0-20 ng/ml dozda uygulanan paklitakselin apoptoz oluşturduğu ve bu 

etkinin kafein ile güçlendiği tespit edilmiştir (Saunders ve ark.,1997). 
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Flutax (taksoid) ile MCF-7, HeLa, OVCAR-3 ve K562 hücreleri ile 

mikrotübül formasyonu çalışmasında standart olarak taksol kullanılmış ve interfaz 

sırasında flutax bağlanması ile kromozom, DNA parçalanması, tübülin 

polimerizasyonu ve mikronükleus testleri uygulanmış ve hücre siklusu de­

regülasyonu ile hücre ölümü tespit edilmiştir (Abal ve ark., 2001). Bir klinik 

çalışmada metastatik meme kanserine karşı vinorelbin ve paklitaksel 

kombinasyonu önerilmiştir (Cocconi ve ark., 2000.). Myeloblastik lösemilerde 

paklitakselin koloni stimüle edici faktörler, sitozin arabinozid ve trans retinoik 

asitler ve hidrokortizon ile kombinasyonları hücre kültürlerinde test edilmiş ve 

sinerjistik etkileri gösterilmiştir (Curtis ve ark., 1996). Bir başka çalışmada 

paklitakselin kumarin ile kombinasyonunda sinerjik etkiler tespit edilmiştir (Zobel 

ve ark., 2000). Kanseröz kolon hücreleri ve polipozda paklitaksel rezistansına 

bağlı olarak p-glikoprotein ekspresyonunda artış gözlenmiş ve normal kolon 

epitelial hücrelerinde minimal etki olduğu gösterilmiştir (Sheppard ve ark., 

1999). Normal ve maliyn hücrelerde yapılan bir hücre kültürü çalışmasında 

akciğer fibroblastlan ve küçük hücreli olmayan akciğer kanseri hücrelerinde 

paklitakselin toksisitesine karşı aminofostin kullanılmıştır (Taylor ve ark., 1997). 

A549 hücreleri ile yapılan bir çalışmada p53 (wild-type) geninin olması ya 

da olmamasının paklitakselin apoptotik etkisini değiştirmediği gösterilmiş ve 

yüksek doz yerine klinik olarak yinelenen düşük dozlarda kullanılması 

önerilmiştir (Das ve ark., 2001). Multiselüler over kanser hücre sferoidlerinde 

taksolün hücre siklusunu 0 2-M fazında durdurduğu gösterilmştir (Frankel ve ark., 

1997). Paklitakselin etki mekanizmasına yönelik daha önceden yapılan genetik bir 

çalışmada, çalışmalanmızda kullandığımız HeLa, MCF-7 ve Nlli3T3 fibroblast 

hücreleri kullanılmıştır (Makino ve ark., 2001). Paklitakselin suda çözünen 

polimerik misellar formu ile yapılan bir çalışmada androjenden bağımsız prostat 

tümörleri ile apoptotik etki çalışılmış ve bu formun kombinasyonları preklinik 

çalışmalar için önerilmiştir (Leung ve ark., 2000). 
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4.2.2. Kersetin (Quercetin) 

Kersetin (3,3' ,4'5,7-pentahidroksiflavon) yenebilir sebze ve meyvelerde 

en yaygın olarak bulunan bioflavonoidlerden biridir. Maliyn hücrelerin 

büyümesini glikoliz ve makromolekül ve enzim sentezinin inhibisyonu, östrojen 

tip II bağlanma bölgesi ile etkileşmesi sonucu hücre siklusunu dondurması gibi 

mekanİzmalarla maliyn hücre büyümesini durdurur. Ayrıca kersetin Hsp 

ekspresyonunu durdurur ve tümör hücrelerini apoptoza sevk eder (Pawlikowska­

Pawlega ve ark., 2001; Wie ve ark., 1994). Kersetinin mitokondriyal ATPaz, 

fosfodiesteraz, histidin dekarboksilaz, protein-tirozin kinaz, tripsin ve lizin 

aminopeptidazları inhibe ettiği, antioksidan, antimutajenik, antikanser ve 

antifungal etkileri olduğu bildirilmiştir (Bilaloğlu ve Harmandar 1999.). 

Flavonoidler, bitkilerde yaygın olarak bulunan düşük molekül ağırlıklı 

bileşiklerdir. Kersetinin de içinde bulunduğu çeşitli flavonoidler ile MCF-7 

hücreleri üzerinde yapılan çalışmaların sonuçlanna göre, kersetin tirozin spesifik 

protein kinazlan inhibe etmektedir (So ve ark., 1997). Günlük diyetlerde 1 gram 

flavonoid alınımının tümör oluşumuna karşı sitoprotektif etkili olduğu 

söylenmektedir. MCF-7 hücreleri ile yapılan bir diğer çalışmada mirisetin, 

epikateşin ve kersetinin sitokrom p450 üzerine olan etkileri araştınlmış ve anti­

tümör ilaçlar ile kombinasyonlannın sineıjik etkileri olduğu savunulmuştur 

(Rodgers ve ark., 1998). HL-60 lösemi hücreleri ile yapılan bir çalışmada kaspaz-

3 ve 9 aktivasyonları ile sitokrom c salınımı araştınlmış ve etkilerinin hidroksil 

grupları ile ilişkili olabileceği gösterilmiştir (Wang ve ark., 1999). 17~­

hidroksisteroid dehidrojenaz (tip 5) enzimi, östrojen androjen metabolizmasının 

bir üyesidir. Kersetinin de içinde bulunduğu bir grup fitoöstrojenin 17~­

hidroksisteroid dehidrojenaz tip 5 enzimi üzerine olan etkileri araştınlmış ve 

aromaz inhibitörü olma potansiyelleri test edilmiştir. Bu enzimi inhibe ettikleri 

için kansere karşı proftaktik olarak flavonlarca zengin olan soya ile beslenme 

önerilmiştir (Krazeisen ve ark., 2001). MCF-7 ve MD-MBA-468 meme kanseri 

hücreleri ile şaraptaki polifenollerin p53 gen ekspresyonu üzerine etkileri 

araştınlmış etkilerinin doza bağımlı olmadığı ve p53 gen modülasyonunu 

sağlamadıkları tespit edilmiştir (Soleas ve ark., 2001). Antiproliferatif etkili 

flavonoidlerle Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hücreler üzerinde askorbik asit 
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akümülasyonunu engelleyerek antiproliferatif etkilerini gösterdikleri 

savunulmaktadır. Askorbik asit pek çok biyokimyasal reaksiyon için gerekli 

kofaktör olan suda çözünen çok önemli bir antiaksidan bir maddedir ve aynca 

önemli genlerin ekspresyanlarını da regüle etmektedir. Kersetinin, askorbik asit 

oksidasyonunu sağlayarak antiproliferatif etki gösterdiği tartışılmaktadır (Kuo ve 

ark., 1997). Sebzeler, domates ve çaydaki antioksidanların etkilerinin anlatıldığı 

bir derlernede kersetin ve besinlerle alınan diğer polifenolik bileşiklerin besin 

olarak hazırlanışı ile biyoyararlınımı ve farmakolojik etkileri tartışılmıştır 

(Weisburger, 1999). HeLa ve A549 hücrelerinin de kullanıldığı üç boyutlu ve iki 

boyutlu kültür sisteminde kersetinin Hsp27 ısı şoku proteini üzerine etkileri 

araştınlmış ve üç boyutlu sisteminde hücrelerin ilaçların etkilerine rezistans 

gösterdikleri, iki boyutlu sistemde etkili olan kersetinin sadece A549 üç boyutlu 

sisteminde etki gösterdiği bulunmuştur (Jakubowicz-Gil ve ark., 2002). Bitkisel 

kaynaklı polifenollerin pankreas kanserlerinde mitokondriyal sitokrom C 

salınımını sağladıkları ve apoptoz oluşturdukları, aynca kersetinin metastazı da 

engellediği bulunmuştur (Mouria ve ark., 2002). Soya fasulyesi ile beslenen Asya 

halkında meme kanserlerinin az görüldüğü tespit edilmiş ve soya fasulyesinde bol 

bulunan iki fitoöstrojen genistein ve kersetinin etkilerinin MCF-7 ve HeLa 

hücrelerinde erkilerinin östrojen reseptörlerin m-RNA'larının down­

regülasyonuna bağımlı olarak gösterdikleri saptanmıştır (Maggiolini ve ark., 

2001). Flavonoidlerin antiaksidan etkilerinin çalışıldığı bir çalışmada, oksidatif 

bir reaksiyon olan hemoglobin glikozilasyonundan yararlanılarak kersetin ve 

flavonoid içereren bitkilerin diabetik komplikasyonlara karşı koruyucu olabileceği 

savunulmuştur (Asgary ve ark., 1999). HeLa hücreleri ile yapılan bir çalışmada 

kersetinin süperoksid dismutaz aktivitesini arttırarak, hücre proliferasyonunu 

inhibe ettiği gözlenmiştir (Horakova ve ark., 2001). Colo-320 kolon kanseri 

hücreleri ile yapılan çalışmada proliferasyonu engelleyen fitoöstrojen taşıyan 

bitkisel ilaçlar kansere karşı protektif olarak önerilmişlerdir (Mori ve ark., 2001). 

Kersetinin MMP gen regülasyonu üzerine etkisi olduğu, TIMP-1 ve 2 düzeyleri 

çalışılmış ve sadece TIMP-1 gen transkripsiyonunu arttırdığı ve MMP-2 ve 

TIMP-2 üzerine etkisi olmadığı tespit edilmiştir (Morrow ve ark., 2001). Rodent 

ve insan hücrelerinde kersetinin mutant H-ras ve p53 ekspresyonu üzerine olan 
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etkisi ile neoplastik fenatip hücrelerde modülatör etki gösterdiği savunulmaktadır 

(Avila ve ark., 1996). Kersetin ile yapılan bazı yayınlarda kersetinin etkilerinin 

spesifik olmaması tartışılmış ve sitokinler ve tirozin protein kinazlar üzerine 

modülatör etkileri tartışılmıştır (Barret ve ark., 1993; Kenny ve ark., 1990). 

4.2.3. Berberin 

Berberin, Coptidis ve Berberis türlerinde bulunan izokinolin türevi bir 

alkaloiddir. Herberinin antiülser, antimikrobiyal gibi diğer etkilerinin yanında 

antikanser etkilerinin de olduğu bilinmektedir (Leibich ve ark., 1998). Bundan 

dolayı berberin içeren bitkiler geleneksel tıpta kullanılmaktadır ve Çin tıp 

tarihinde az 3000 yıllık bir kullanıma sahiptir (Timoty ve ark., 1997). Yapılan bir 

çalışmada, berberin malignant beyin tümörleri için test edilmiş, insanda beyin 

tümörlerinin tedavisinde kullanılabilirliğinin araştınıması için daha fazla klinik 

çalışma yapılması önerilmiştir (Zhang ve ark., 1990). Berberin EL4 lösemi 

hücrelerine trityum işaretli timidinin inkorporasyonunu inhibe ettiği, makrofajları 

aktive ettiği ve tümörostatik olduğu saptanmıştır (Kumazawa ve ark., 1984). 

Antibakteriyal, antimalaryal, · antileishmaniyal etkileri bildirilmiştir. Son 

zamanlarda herberinin antitümoral etkileri klinik ankalogların ilgisini 

çekmektedir. Beyin tümörleri, özofagus kanseri, lösemi ve kolon kanserleri 

üzerine test edilmiş ve önemli derecede öldürücü etkileri bulunmuştur (Kuo ve 

ark., 1995; Kuo ve ark., 1996; Iizuka ve ark., 2000). Herberinin 5-200 ı.ıM 

dozlarının sküamöz hücre karsinomu üzerine etkilerinin araştınidığı bir çalışmada 

ölçümler 30-90 dakika gibi çok kısa sürelerde yapılmış ve doza bağımlı DNA 

hasarı gözlenmiştir (Szeto ve ark., 2002). Berberin ve paklitaksel 

kombinasyonlarının çeşitli sindirim sistemi kanserlerinde denenmiş, herberinin 

multi-drug rezistan transportörü olan pgp-170 ekspresyonunda up-regülasyona 

sebep olduğu tespit edilmiştir (Lin ve ark., 1999). 

Özofagus kanser hücrelerinde berberin ve Coptidis rizarnları ile yapılan 

bir çalışmada herberinin 0.25-10 mg/ml dozları kullanılmış ve 72 saat sonunda 

MTT testi ile proliferasyonu doza bağımlı olarak inhibe ettiği gösterilmiştir 

(Iizuka ve ark., 2000). DLD-1 insan kolon kanserleri ve ~-galaktozidaz taşıyıcı 
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gen sistemlerini kullanılarak spesifik olarak Cox-2 transkripsiyonu araştınlmış ve 

kolon kanserlerinde herberinin Cox-2 transkripsiyonunu inhibe ettiği tespit 

edilmiştir (Fukuda ve ark., 1999). Protoberberin alkaloidleri ile larinks, farinks ve 

uterus kanser hücreleri üzerinde yapılan sitotoksisite testlerinde, herberinin kanser 

hücreleri üzerine sitotoksik olduğu, ancak selektivitesinin düşük olduğu 

bildirilmiştir (Orfila ve ark., 2000). Daha önce yaptığımız bir çalışmada 

herberinin C6 gliomalar üzerine selektif olarak sitotoksik etki gösterdiğini 

gözlemlenmişti (Korkmaz ve ark., 2000). Herberinin antikanser etkisi ile ilgili 

yapılan çalışmalar henüz az sayıda olduğu için çalışmamızda berberin tercih 

edilmiştir. 

4.3. ÇALIŞMALARDA KULLANILAN YÖNTEMLER HAKKINDA 

GENEL BİLGİLER 

Hücre membranının seçici geçirgenliğine bağlı olarak vital boyalar 

hücrenin çeşitli organellerine karşı afinite gösterirler; tetrazolyum tuzlan ve Janus 

yeşili-B mitokondriye, neutral red up-take lizozomlara, ser~d analoglan Golgi 

aygıtına, Hoechst 33258 ve DAPI çekirdeğe affinite duyarlar. Çok yaygın olarak 

kullanılan tripan mavisi ve nigrosin WS ise ölü hücreleri boyarlar. Vital boyalar, 

hücre besiyerine verildiklerinde canlı hücreleri selektif olarak boyayan ekstrinsik 

işaretleyicilerdir (Celis, 1998; Barile, 1997; Roguet, 1997). 

4.3.1. Tripan Mavisi Diskalifikasyonu 

Tripan mavisi diskalifikasyonu, hücre bütünlüğü bozulan hücrelerin 

boyanınası esasına dayanır ve yaşayan ( boyanmayan) hücrelerin ayırt edilmesini 

sağlar ve büyüme eğrilerinin çıkartılmasında canlı kalan hücrelerin sayılmasını 

kolaylaştınr. Her iki odacıkta beşer alan boyanan-ölü ve boyanmayan-canlı 

hücreler olarak sayılır. Canlı hücreler parlak ve şeffaf yuvarlak halinde görülürken 

ölen hücreler kenarlan düzensiz ve boyalı/mavi olarak görülür. Boya ile 

hücrelerin uzun süre muamelesi canlı hücrelerin de boyanmasına sebep olacağı 

için hücreler boya da uzun süre bekletUmeden sayılmalıdır. 
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ml' deki Hücre Sayısı= karedeki ortalama hücre sayısı x dilüsyon faktörü x 104 (Formül 5) 

Total Hücre Sayısı= ml'deki hücre sayısı :x hücre örneğinin toplam volümü (Formül 6) 

% Hücre canlılığı (Cell Viability) = Toplam yaşayan hücre (boyanmamış) 1 Toplam hücre 

(boyanmış ve boyanmamış) x 100 (Formül 7) 

formülleri kullanılarak yaşayan hücreler hesaplanır (Giannoni ve ark., 2000, 

Ercoli ve ark.,1998). 

4.3.2. Mitokondriyal Aktiviteye Dayalı Testler ve MTT Ölçümü: 

İn vitro çalışmalarda hücre sayısının ifade edilmesini sağlayan farklı 

biyolojik ölçümler vardır. MTI hücre proliferasyon ölçümü hücre 

proliferasyonunu, canlılığını ve sitotoksisiyeyi ölçmekte kullanılan kantitatif 

kolorimetrik bir yöntemdir (Holst-Hansen ve Brünner, 1998). Bu tekniğin 

mitokondriyal enzim sistemleri tarafından katalize edilen tetrazolium tuzlarının 

indirgenmesine dayandığı ve hücre büyümesi ve ksenobiyotik sitotoksisitesini 

yansıttığı bildirilmiştir. Her ne kadar kolay, uygulanabilir ve kolaylıkla otomatize 

edilebilir olsa da belirli artifaktlar tarafından etkilenmektedir. 

Yaşayan hücreler bazı vital boyalar kullanılarak boyanabilmektedir, ancak 

yıkama basamakları hem süreyi uzatmakta, hem de hata payını arttırmaktadır. 

ELISA cihazı (çok kuyuculdu plaka okuyucu) çok miktarda örneği, yüksek oranda 

doğrulukla okuyabilir, böylece kullanılan renk reaksiyonunu yaşayan hücre sayısı 

olarak değerlendirebilme imkanı sağlar. Bu tür kolorimetrik ölçümlerde ideal olan 

renksiz substratlar kullanarak yaşayan hücrelerde renkli ürünler elde etmektir. 

Tetrazolyum tuzları bu amaçla kullanılan, substrat olarak renksiz, yaşayan 

hücrelerin aktif mitokondrilerinde renkli ürünler veren maddelerdir. MTI (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromür) bu amaçla kullanılan bir 

tetrazolyum tuzudur ve substrat olarak sarı renkte olmasına rağmen yaşayan 

hücrelerin mitokondrilerinde süksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak 

bağlandığında suda çözünmeyen mavi-mor formazan tuzları oluşturur. Formazan 

tuzları organik solventlerde (DMSO, izopropanol gib) kolayca çözünürler. 
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Solventte çözünen materyalin optik dansitesi, çözünmüş olan boyanın 

konsantrasyonunun verdiği absorbansa göre spektrofotometrik olarak ölçülebilir. 

Ölçülen değer direkt olarak kültürdeki hücrelerin metabolik aktivitelerini verir, bu 

değer de yaşayan hücre sayısı ile ilişkilendirilir (Mosmann, 1983; Denizot ve 

Lang, 1986; Carmichael ve ark, 1987). Bu yöntem hızlı kolay ve çalışma 

basamaklarının az olması ve 96 kuyucuklu plaka ile çalışma imkanı olması 

açısından hızlı kolay ve çok sayıda örneğin çalışılmasına imkan veren bir testtir 

(Reile ve ark., 1990; Kueng ve ark., 1989; Senaratne ve ark. 2000). 

Süksinat dehidrojenaz, Krebs siklusunun mitokondri membranında olan 

tek enzimidir ve süksinatı fumarata katalizler. Krebs siklusunun diğer tüm 

enzimleri solubl fazdadır. Yapısal analoğu olan malonat, süksinat dehidrojenazın 

kompetitif inhibitörüdür (Voet ve Voet, 1995; Alberts ve ark, 1994). 

4.3.3. Lizozomal Aktiviteye Dayanan Testler ve Neutral red up-take (NR) 

Ölçümü 

Borenfreund ve Puemer (2000) tarafından tanımlanan ve çok yaygın 

olarak kullanılan bu teknik, lizozomlar tarafından katyonik boya (Neutral Red) 

uptake'ine dayanır. Supravital bir boya olan neutral red up-take zayıf katyonik bir 

boyadır ve noniyonik difüzyonla hücre membranından penetre olarak 

lizozomlarda akümüle olur ve lizozomal matriksin anyonik bölgelererine 

bağlanır. Hücre yüzeyinde veya lizozomal membranda meydana gelen 

değişiklikler lizozomal hassaslığa ve diğer irreversibl değişmelere önderlik 

ederler. Ksenobiyotiklerin aktivasyonu ile meydana gelen bu değişimler NR'in 

bağlanmasında veya up-take'inde azalmaya sebep olur. Bu nedenle yaşayan­

sağlıklı, hasarlı-ölü hücreler boyayı almalan farklı olur ki, bu da yöntemin 

temelini oluşturmaktadır. Uygulanabilirliği yüksek ve duyarlı olan bu test 

otomatik hale getirilebilir ve diğer sitotoksisite testleri ile kombine edilebilir. 

Hücrelerin metabolik aktivitesi farklı düzeylerde tespit edilebilir. 

Ksenobiyotiklerin etkisi hücre fizyolojisi ve spesifik makromoleküllerin sentezini 
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baz alan teknikleri e ölçülebilir (Anonim, 2000a,b; Horakova ve ark., 2001; S hen, 

1998; Xie ve ark., 1999). 

4.3.4. Hücre Çekirdeği Ölçümüne Dayanan Testler ve Kristal Viyole 

Yöntemi 

Hücrede DNA miktannı ölçmek için kullanılan pek çok yöntem ve kitler 

vardır. Bunlardan en yaygın kullanımı olan testlerden biri bromodeoksiüridin 

DNA proliferasyon kitleridir. Kristal viyole ise son zamanlarda popülaritesi artan 

ve web sitelerinde kanserojen olan etidyum bromüre alternatif olarak önerilen bir 

boyadır. 

Bu yöntem de sitotoksik aktiviteyi göstermekte kullanılan hızlı ucuz ve 

kolay bir yöntemdir. Gluteraldehit veya formaldehit ile fikse edilen hücreler, 

kristal viyole ile boyanır. Boya direkt çekirdek tarafından absorbe edilir. Yıkama 

işlemi ile absorbe edilmeyen boya ortamdan uzaklaştınlır. Spektrofotometrik 

olarak ölçülen nüklear ekstraktlann optik dansitesi ile hücre miktan arasında 

direkt ilişki kurulur (Gillies ve ark.,1986; Kueng ve ark., 1989; Reile ve ark., 

1990; Senaratne ve ark., 2000). 

4.3.5. Hücrelerin Koloni Oluşturma Yeteneklerinin Ölçülmesi Yumuşak 

Agar Koloni Formasyonu 

Çift agar tabakası arasına tek tek ekilen hücrelerin, ksenobiyotiklerin etkisi 

ile koloni oluşturabilme kabiliyetlerinindeki değişimleri ölçmeye yarayan bir 

testtir. Ancak efektif olarak kemotaktik ve kemokinetik cevaplar ayırt edilemez. 

Kemokinez ve kemotaksis arasındaki farklar Zigmond Çemberi yöntemi ile 

ölçülür (Celis, 1998). Hastadan alınan dokudaki hücreler ile yapılan yumuşak agar 

koloni formasyon testlerinden elde edilen sonuşlar ile ilacın hastaya uygulanması 

ile birebir örtüşen sonuçlar elde edilmiştir. Bu sebeple koloni formasyon testi 

antineoplastik ilaçlann in vitro yanıtlan ile ilacın hastaya uygulanması ile elde 

edilecek in vivo cevaplan tahmin edebilmek için pratik bir yöntemdir (Von Hoff, 
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1983). Koloni formasyonu hücre adhezyonu ile ilgili testlerde karşılaştırma 

yapmak amacı ile de kullanılabilmektedir (Y eates ve Powis, 1997). 

4.3.6. Hücrelerdeki DNA ve RNA Miktarları ve Akridin oranj ile Boyama 

Nüklear kromatinler hücre siklusu boyunca yoğunlaşmaya başlarlar. 

Mitozda maksimum yoğunlaşma gözlenirken S fazına girdiğinde yoğunlaşma 

azalmaya başlar. Bu yöntem ile nükleik asitler (DNA-yeşil ve RNA-turuncu) 

floresan olarak boyanır (Kasten, 1981). Etidyum, akridin oranj, proflavin gibi 

(planar aramatic cation) maddeler DNA'nın iki zinciri arasında birikir ve U.V. 

lambası ışığında serbest boya dan çok fazla floresans gösterir, deney bu esas göz 

önünde tutularak uyulanmaktadır. DNA miktarına bağlı olarak floresans miktarı 

da değişmektedir (Celis1998). Elde edilen sonuçlar diğer testlerde elde edilen 

sonuçlar ile karşılaştınlacak. Bu yöntem ile elde edilen preparatlar, tezde sadece 

fotoğraf olarak verilecek, sayım yapılmayacak . 
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5. AMAÇ 

Kanser, üzerinde en çok araştırma yapılan konulardan biri olmasına 

rağmen, halen radikal tedavisinin bulunamaması sebebi ile ilgiyi toplamaktadır. 

Günümüzde insidensi yüksek olan ve ölüm oranlarında kanserler içinde ilk 

sıraları alan akciğer, kolon, meme ve serviks kanserleri olduğu için 

çalışmalarımızda bu kanserleri kullanmayı tercih ettik. Aynca çalıştığımız 

hücreler kendi kategorilerindeki çalışmalarda en çok kullanılan ve pek çok 

yönüyle tanınan hücrelerdir. Bunları bilmemiz bize çalışmalarımızda elde 

ettiğimiz sonuçlan daha güvenilir bir şekilde değerlendirme imkanı vermektedir. 

Tercih ettiğimiz test maddelerinden paklitaksel, üzerinde pek çok klinik ve 

preklinik çalışma yapılmış ve etkileri ve toksisitesi iyi bilinen ancak, 

çalışmalarımızda kullandığımız dozları ve kullandığımız hücre ve yöntem 

kombinasyonları çalışılmamış, standart madde olarak iyi bir örnektir. 

Kersetin, antieksidan özelliği sebebi ile bilinen ve günlük olarak 

tükettiğimiz sebze ve meyvelerde yaygın olarak bulunan, kanser üzerine etkileri 

araştınımaya devam edilen, ancak üzerinde halen bir sonuca varılamamış popüler 

bir maddedir. Aynca antieksidan maddelerin aynı zamanda antikanser etkilerinin 

olduğuna dair inancı test etmekte kullanabileceğimiz bir prototiptir. 

Berberin ise, antikanser özelliği açısından son yıllarda önem kazanmaya 

başlayan, araştırmanın sınırları henüz yeni olarak uzak- doğudan batıya 

genişlemiş, uzun yıllardır Çin halk tıbbında kullanılan ancak yeterli bilimsel 

destekten yoksun bir maddedir. Bu sebeple daha önce yaptığımız çalışmalar 

doğrultusunda, berberini daha çok kanser tipinde ve farklı yöntemlerin 

kombinasyonu ile çalışmayı amaçladık. 

Tüm maddeler için yapılan çalışmalarda konsantrasyonları çok yakın iki 

ya da üç doz çalışıldığını, dozların çoğunun hücre kültürleri için yüksek olduğunu 

ve genelde bir gün çalışma ile sonuçlara vanldığını tespit ettik. Bu süreyi daha 

uzun tutarak etki süresinin ne olabileceği de çalışmamızın amaçları arasındadır. 

Aynca maddeyi ilk gün tek doz uygulayarak direkt bir sitotoksisite gösterme, 

siklusa katılma ve ilaçlarda en önemli parametrelerden biri olan etkinin geçici 

olması gibi yorumları da yapabilme imkanı bulduk. 
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Kullandığımız yöntemler hücrenin farklı organellerine yönelik 

proliferasyon, apoptotik etki ve mutajenik etkilerin değerlendirilebildiği 

yöntemlerdir. Bu yöntemlerden elde edilen sonuçların birlikte değerlendirilmeleri 

ile daha sağlıklı yorumlar yapabilme inmakımız oldu. 
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6. MATERYAL YÖNTEM 

6.1. GEREÇLER 

Kimyasallar ve Çözeltiler 

Akridin oranj (Sigma) 

Amfoterisin-B (Sigma) 

Bovine Pankeas İnsülin (Sigma) 

Berberin (TBAM) 

Dimetilsülfoksit -DMSO (Sigma, Merck) 

Dulbecco's Modification Eagles Medium (Biological Industries) 

tan ol 

Fetal Calf Serum (Biological Industries) 

Formaldehit (Merck) 

Fosfat Tuz Tamponu (PBS-A) 

Glasiyel Asetik asit (Sigma) 

Hank's Balans Tuz Solüsyonu (Sigma)Paklitaksel (Bristol-Myers-Squibb) 

Kalsiyum klorür- CaClz (Merck)Kersetin (sigma) 

Kristal violet (Reidel-de Haen) 

MEM vitamin solüsyonu (Sigma) 

MEM non-esansiyel amino asit solüsyonu (Sigma) 

Metan ol 

Minimal Essential Medium-Eagle (Biological Industries) 

MIT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromür) (Sigma) 

Neutral red (Sigma) 

Penisilin-Streptomisin Solüsyonu (Sigma) 

Sodyum pirüvat solüsyonu (Biological Industries) 

Sodyum sitrat (Carlo Erba) 

Tripsin-EDTA Solüsyonu (Biological Industries) 

Ttipan Mavisi (Sigma) 
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Malzemeler 

Otoklavlanabilir cam şişe (lsolab) 

96, 24 ve 6 kuyuculdu plakalar (TPP) 

25 ve 75 cm2'lik kültür şişeleri (TPP) 

15 ve 50 ml'lik santrifüj tüpü (TPP) 

1, 2, 5 10 ve 25 ml'lik cam pipet (lsolab) 

5, 10 ve 25 ml'lik tek kullanımlık pipet (Serological Pipette) 

Neubauer lamı (Iso-Iab) 

Cihazlar 

Steril Kabin (Holten) 

Karbondioksit inkübatörü (Heraeus) 

Soğutmalı santrifüj (Heraeus) 

İnverted mikroskop (Olympus) 

İmmüno-floresan mikroskop ve fotoğraf ataçınanı (Olympus) 

ELISA cihazı (Bi o-Tek ) 

Otoklav (Hirayama) 

Kuru hava sterilizatörü (Heraeus) 
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6.2. YÖNTEMLER 

6.2.1. Hücrelerin testler için hazırlanması 

Hücreler deneyler için yeterli sayıya eriştiklerinde tripsinlenerek toplandı 

ve Neubauer larnı ile sayılarak ml'de 250 000 hücre olacak şekilde hazırlandı. 

MIT, neutral redup-takeve kristal viole testleri için 96 kuyuculdu plakalara o,ı 

ml hücre süspansiyon u (25 000 hücre) ekildi. Hücreler yapışmaları için 24 saat 

bekletildi. Süre sonunda hücrelerin üzerlerindeki besiyerleri plakaların ters 

çevrilmesi suretiyle uzaklaştınldı. ·Üzerlerine test maddelerinin istenen 

konsantrasyonlarını içeren taze besiyerleri ilave edildi. 

Paklitaksel'in 0,5-ı-5-10-50 ve 100 ı-ı-M, Kersetin'in ı-10-50-ıoo ve 250 

mM ve Herberinin O,ı-ı-10-25 ve 50 mM dozları hazırlandı. TUm maddelerde 

çözücü olarak DMSO kullanıldı. Daha önce yapılan çalışmalarda öngürülen 

şekilde besiyerinde DMSO oranı % 0,1-0,2'yi geçmeyecek şekilde maddeler 

besiyerinde % O,ı olacak şekilde ı n1l içine ı ı-ı-I DMSO'da verildi ve final 

konsantrasyonları: Paklitaksel'in 0,5-1-5-10-50 ve 100 nM, Kersetin'in 1-10-50-

100 ve 250 J!M ve Herberinin o,ı-ı-10-25 ve 50 J!M olarak sağlandı. 

Kullandığımız Berberin TBAM' da Dr Müberra Koşar tarafından Berberis 

crataegina L. den izole edilmiştir (Koşar 1998). Paklitaksel ise Bristol Myers­

Squibb ilaç firması tarafından sağlanmıştır. 

Bu konsantrasyonlarda besiyerinde hazırlanan test maddelerinin 

konsantrasyonları, kontrol grubu (boş) ve %0,1 DMSO içeren çözücü kontrol 

grubu da teste eklendi. Test maddeleri içeren besiyerleri 96 kuyucuklu plakaların 

kuyucuklarına 24 saat sayımlan için o,ı ml, 48 saat sayımları için 0,2 ml, 72 ve 

96 saat sayımlan için 0,3 ml koyularak gerekli sürelerde inkübasyona bırakıldı. 

Bu süreler sonunda hücrelere gerekli boyama yöntemleri uygulandı. 

Hücre sayıları için ml' de 25 000 hücre olacak şekilde hücre süspansiyon u 

hazırlanarak 24 kuyuculdu plakalara .ı' er ml koyuldu. 
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Koloni formasyonu için sayımı yapılan hücre süspansiyonunudan ml' de 

1000 hücre olacak şekilde hesaplayarak hazırlandı. 

Akridin oranj için hücreler 250 000 hücre/ml olacak şekilde pettilere 

koyulmuş 22x22 mm steril lamellere ekildi. 24 saat sonra lamelierin üzerindeki 

besiyerleri çekildi ve test maddeleri içeren taze besiyerleri ilave edildi. Hücrelerde 

diğer testlerde maksimum etki görülen süreler (HeLa hücreleri için 48 saat, diğer 

hücreler için 72 saat) bekletildikten sonra boyama işlemi uygulandı. 

6.2.2. Tripan Mavisi ile Hücrelerin Sayılması 

Yetiştirilen hücreler tripsiniendi ve Neubauer lamı ile sayılarak 25 000 

hücre/ml olacak şekilde hazırlandı. 24 kuyucuklu plakalara ekiidi 24 saat sonra 

maddeler ilave edildi ve sırası ile 24, 48, 72 ve 96 saat bekletildikten sonra sayıma 

alındı. Hücrelerin üzerindeki besiyerleri atıldıktan sonra hücrelerin üzerine 250 J..ll 

tripsin solüsyonu eklendi ve 5-10 dakika hücrelerin kalkması beklendikten sonra 

üzerine 750 J..ll HBSS ilave edildi (hacim ilk koyduğumuz hacme toplam ı ml'e 

getirildi). 

2 ml hacimli Eppendorf tüplere her bir örneğimiz için 0.5 ml %0.4'lük 

tripan mavisi solüsyonundan koyuldu ve üzerine iyice pipetleyerek homojen hale 

getirilen hücre süspansiyonundan 0.5 ml ilave ederek karıştınldı (dilüsyon 

faktörü:2) ve 10 dak kadar beklendi (süre geçtiğinde yaşayan hücreler de 

boyanınaya başlar). 

Hücre sayma lamının her iki odacığına da hücre süspansiyonu koyuldu ve 

bir odacıkta dört köşe ve ortada kalan ı mm2'lik alanlardaki boyanmış ve 

boyanmamış hücreler sayıldı. Daha sonra elde edilen değerlerden, genel bilgilerde 

verilen formüller yardımı ile yaşayan hücre sayıları hesaplandı (Ducommun ve 

ark. 200ı; Giannoni ve ark. 2000; Ercoli ve ark. ı998; Yamamoto ve ark. 2000). 
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6.2.3. MTT Ölçümü 

MTT 5 mg/ml olacak şekilde PBS içinde çözündürülerek stok solüsyon 

hazırlandı. Stok solüsyon -20 °C' de 6 ay bekleyebilmektedir. Çalışma solüsyonu 

stok solüsyondan 1 kısım stok solüsyon ve 9 kısım besiyeri olaraktaze hazırlandı 

( 0,5 mg/ml MTT ) (bir plaka için 10 ml). Her bir kuyucuğa 0,1 ml MTT çalışma 

solüsyonu ilave edilerek karbondioksit inkübatöründe 3-4 saat inkübasyona 

bırakıldı. Bu süre sonunda plakalar alındı ve besiyerleri uzaklaştınldı ve 0,1 ml 

DMSO ilave edildi. Plakalardaki hücrelerin optik dansiteleri ELISA cihazında 540 

nın dalga boyunda okutuldu. Bu deneyin her aşaması boya ışıkta bozulduğu için 

mümkün olduğunca karanlıkta yapılmalıdır (Mosmann, 1983; Denizot ve Lang 

1986; Holst-Hansen ve Brünner 1998; Tedone ve ark. 1996; Kokawa ve ark. 

2001; Alley ve ark.,1988; Horakova ve ark., 2001; Reile ve ark., 1990; Korkmaz 

ve ark., 2001). 

6.2.4. Neutral Red Up-take Sitotoksisite Ölçümü 

Test maddeleri ile gerekli süre bekletilen hücreler alındı, besiyerleri 

uzaklaştınldı ve hücreler 37°C'ye getirilmiş PBS ile yıkandı. Neutral red up-take 

stok solüsyonu 1: 100 oranında besiyeri ile karıştınlarak çalışma solüsyonu 

hazırlandı (bu solüsyon Ek.l 'de anlatıldığı şekilde hazırlandı) ve her bir kuyucuğa 

0,1 ml ilave edilerek 37°C 'de 3-4 saat inkübe edildi. Bu süre sonunda boyama 

solüsyonu uzaklaştınlarak taze hazırlanmış formaldehit-kalsiyum klorür 

fiksatif/yıkama solüsyonundan lOO'er ml ilave edilerek yıkandı ve solüsyon 

döküldü, plakalar ters çevrilerek kurutma kağıdı üzerinde bir gün bekletilerek 

kurotuldu ve asetik asit-etanol solüsyonu her bir kuyucuğa 0,1 ml ilave edilerek 

15 dakika oda ısısında bekletildi ve 30 dakika çalkalayıcıda çalkalanarak boya 

homojen hale getirildi. Plakalardaki hücrelerin optik dansiteleri ELISA cihazında 

540 nın dalga boyunda okutuldu. Bu deneyin her aşaması boya ışıkta bozulduğu 

için mümkün olduğunca karanlıkta yapılmalıdır. Bu test 6 kez tekrar edildi. 

(Horakova 2001, Shen 1998, Xie, 1999). 
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6.2.5. Kristal Viyole Proliferasyon Ölçümü 

Hücreler 96 kuyuculdu plakalara yukanda anlatıldığı gibi ekiidi ve 

gereken süre test maddeleri ile muamele edildikten sonra, hücreler inkübatörden 

alındı ve üzerlerindeki besiyerleri uzaklaştınldı. Hücrelerin üzerlerine %25 

metanolde çözünmüş 0.5 kristal viyole çözeltisi ilave edildi ve 10 dakika 

bekletildi. Boya uzaklaştınldı ve plakalar daldırma metodu ile 4-5 kez distile su 

ile yıkandı. Yaklaşık bir gün kuruması için kurutma kağıdı üzerine ters çevrilerek 

bekletilen plakalar, bu süre sonunda alındı ve üzerlerine o.ı ml okuma solüsyonu 

ilave edildi ve 5 dakika çalkalandıktan sonra optik dansiteleri ELISA cihazında 

540 nm dalga boyunda okundu. Bu test 6 kez tekrar edildi. (Yamamoto, 2000, Xie 

ı999, Thompson ı993, Shaik 200ı, Leung 2000, Takahashi ı994, Ducommun 

200ı). 

6.2.6. Yumuşak Agar Koloni Formasyonu 

Önceden hazırlanıp steril hale getirilmiş %3 select agar, 60 °C'ye besiyeri 

37 °C'ye getirildi. Alt agar tabakası 6 kuyuculdu plakanın her bir kuyucuğu için ı 

ml olarak hesaplandı ve ı kısım agar + 4 kısım besiyeri olacak şekilde hazırlandı 

ve hemen kuyucuklara ilave edildi. Donması için 5 dakika buzdolabında +4 °C' de 

bekletildi. Bu sırada üst agar tabakası ve ı ml üst tabaka için 1000 hücre olacak 

şekilde hücre süspansiyonu hazırlandı. Üst agar tabakası ı kısım hücre 

süspansiyonu (hücre miktan, tüm üst tabaka hacmi için hesaplanacak) + 2 kısım 

agarlı besiyeri (alt agar tabakası: ı kısım agar + 4 kısım besiyeri) olarak 

hazırlandı. Buzdolabından alınan plakalara ilave edildi, tekrar buzdolabında 5 

dakika bekletildikten sonra üzerlerine bir kuyucuk hacmi 2 ml olacak şekilde 

hesaplanarak O.ı ml içinde test maddelerinin konsantrasyonlan uygulandı ve 

hücreler 37 °C' de inkübasyona bırakıldı. Hergün takip edilerek kolaniler 35-40 

hücreye ulaşınca (her hücre için bu süre farklıdır, yaklaşık 10-13 gün) inverted 

mikroskopta sayıldı. Sayımlar üç kez tekrar edildi. (Kim ve ark. ı984; Glinsky ve 

ark., ı996; Wan ve ark.ı998; Yeates ve ark., ı997; Kachhap ve ark., 200ı; 

Ruohola ve ark. 200ı; Altinoz ve ark., 200ı;Korkmaz 200ı). 

40 



6.2.7. Akridin oranj ile Floresan DNA ve RNA Boyaması: 

Test maddeleri ile gereken süre muamele edilmiş lameller alındı, 2 kez 2 

dakika PBS ile yıkandı. 5 dakika % 70 etanol ile fikse edilen hücreler 5 defa 

distile su ile yıkandı. 2 dakika PES'de bekletilir, oda ısısında 15 dakika akridin 

oranj çalışma çözeltisi ile boyandı. Boya kurutma kaıdının üzerine lamelierin dik 

tutulması ile uzaklaştınldı ve 4 kez PBS ile yıkandı. Lameller bir damla PBS 

damlatılmış lamların üzerlerine kapatıldı ve etrafları şeffaf tırnak cilası ile 

sabitlenerek floresan mikroskobunda incelendi ve fotoğrafları çekildi (Celis 1998, 

Kasten 1981). Bu yöntemde fiksasyondan sonra tüm işlemler mümkün olduğunca 

karanlık bir ortamda yapılmalıdır. 

6.2.8. İstatistiksel Değerlendirmeler: 

İstatistiksel değerlendirmeler için SPSS programı kullanıldı. Elde edilen veriler; 

hücreler, günler ve gruplar parametrelerine göre değerlendirildi ve çok yönlü 

ANOV A ile post-hoc olarak da Tukey testi ugulanarak anlamlılıkları belirlendi. 

Anlamlılık değeri, olarak p< 0,05 kabul edildi. 
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7.SONUÇLAR 

7.1. PAKLİTAKSEL SONUÇLARI 

7.1.1. Paklitakselin MTT Ölçüm Sonuçları 

A549 
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20 
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Şekil 1. Paklitakselin A549 hücreleri üzerine etkilerinin MIT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık 

değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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Şekil 2. Paklitakselin HeLa hücreleri üzerine etkilerinin MTT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere 

göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler ± St. hata 

(n= 6). 
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HT-29 
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Şekil 3. Paklitakselin HT -29 hücreleri üzerine etkilerinin MTT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere 

göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler ± St. Hata 

(n= 6). 
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MCF-7 
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Şekil 4. Paklitakselin MCF-7 hücreleri üzerine etkilerinin MTT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere 

göre anlamlı farklılıklar Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n 

=6). 
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NIH3T3 
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Şekil 5. Paklitakselin NIH3T3 hücreleri üzerine etkilerinin MTT proliferasyon 

testi ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar, ( +) 

hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± 

St. hata (n = 6). 
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7.1.2. Paklitalselin Neutral Red Up-take Ölçüm Sonuçları 

A549 

120 

- 100 ~ o -i: -+-DMSO ca - 80 -- Paklitaksel 0.5 nM ~ 

:ı: 
E --.-- Paklitaksel 1 nM 

·;;:; 
ı:: 

60 -*-- Paklitaksel 5 nM 
w --.- Paklitaksel1 O n M 
Cii 
E 40 o 

~ Paklitaksel 50 n M 
N -+- Paklitaksel 1 00 n M o 
N 
:i 20 

o 
1 2 3 4 

Zaman (gün) 

Şekil 6. Paklitakselin A549 hücreleri üzerine etkilerinin neutral red up-take ile 

lizozomal enzim miktan açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, (**) gruplara göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, 

Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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Şekil 7. Paklitakselin HeLa hücreleri üzerine etkilerinin neutral red up-take ile 

lizozomal enzim miktan açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, (**) gruplara göre anlamlı farklılıklar, (+) hücrelere göre anlamlı 

farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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HT-29 
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Şekil 8. Paklitakselin HT-29 hücreleri üzerine etkilerinin neutral red up-take ile 

lizozomal enzim miktan açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, 

Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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Şekil 9. Paklitakselin MCF-7 hücreleri üzerine etkilerinin neutral red up-take ile 

lizozomal enzim miktan açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, 

Ortalama değerler± St. hata (n= 6). 
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NIH3T3 
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Şekil 10. Paklitakselin Nlli3T3 hücreleri üzerine etkilerinin neutral red up-take 

ile lizozomal enzim miktan açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre 

anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri 

p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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7.1.3. Paklitakselin Kristal Viyole Ölçüm Sonuçları 

A549 
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Şekil ll. Paklitakselin A549 hücreleri üzerine etkilerinin kristal viyole DNA 

ölçümü ile canlılık açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, 

Ortalama değerler± St. hata (n= 6). 
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Şekil 12. Paklitakselin HeLa hücreleri üzerine etkilerinin kristal viyole DNA 

ölçümü ile canlılık açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, 

Ortalama değerler± St. hata (n= 6). 
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HT-29 
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Şekil 13. Paklitakselin HT -29 hücreleri üzerine etkilerinin kristal viyole DNA 

ölçümü ile canlılık açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, 

Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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MCF-7 
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Şekil 14. Paklitakselin MCF-7 hücreleri üzerine etkilerinin kristal viyole DNA 

ölçümü ile canlılık açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, (+) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, 

Ortalama değerler ± St. hata (n = 6). 
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NIH3T3 
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Şekil 15. Paklitakselin Nlli3T3 hücreleri üzerine etkilerinin kristal viyole DNA 

ölçümü ile canlılık açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, 

Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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7.1.4. Paklitakselin Koloni Formasyonu Sonuçları 
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Şekil16. Paklitakselin A549, HeLa, HT-29, MCF-7 ve Nlli3T3 hücreleri üzerine 

etkilerinin koloni formasyon oluşumu açısından değerlendirilmeleri. (*) Dozlara 

göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri 

p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n= 3). 
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7 .1.5. Paklitakselin Akridin Oranj Boyama Sonuçları 

Şekil 17. Paklitaksel uygulanan A549 hücrelerin akridin oranj ile boyanınası 

sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı- RNA, Sarı­

yeşil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 0.5 nM , d- 1 nM, e- 5 nM, f- 10 nM, g- 50 

nM, h- 100 nM Paklitaksel. (lcm = 62.5 ı.ım, büyütme 1600X) 
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Şekil 18. Paklitaksel uygulanan HeLa hücrelerin akridin oranj ile boyanınası 

sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı- RNA, Sarı­

yeşil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 0.5 nM , d- 1 nM, e- 5 nM, f- 10 nM, g- 50 

nM, h- 100 nM Paklitaksel. (lcm = 62.5 ~m, büyütme 1600X) 
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Şekil 19. Paklitaksel uygulanan HT -29 hücrelerin akridin oranj ile boyanınası 

sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı- RNA, Sarı­

yeşil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 0.5 nM , d- 1 nM, e- 5 nM, f- 10 nM, g- 50 

nM, h- 100 nM Paklitaksel. (lcm = 62.5 J.tın, büyütme 1600X) 
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Şekil 20. Paklitaksel uygulanan MCF-7 hücrelerin akridin oranj ile boyanınası 

sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı- RNA, Sarı­

yeşil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 0.5 nM , d- 1 nM, e- 5 nM, f- 10 nM, g- 50 

nM, h- 100 nM Paklitaksel. (lcm = 62.5 J..lm, büyütme 1600X) 
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Şekil 21. Paklitaksel uygulanan Nlli3T3 hücrelerinin akridin oranj ile boyanınası 

sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı- RNA, Sarı­

yeşil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 0.5 nM , d- 1 nM, e- 5 nM, f- 10 nM, g- 50 

nM, h- 100 nM Paklitaksel. (lcm = 62.5 ~m, büyütme 1600X) 
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7.2. KERSETİN SONUÇLARI 

7.2.1. Kersetinin MTT Ölçüm Sonuçları 
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Şekil 22. Kersetinin A549 hücreleri üzerine etkilerinin MTT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere 

göre anlamlı farklılıklar Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n 

= 6). 
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Şekil 23. Kersetinin HeLa hücreleri üzerine etkilerinin MTT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere 

göre anlamlı farklılıklar Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n 

= 6). 
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Şekil 24. Kersetinin HT -29 hücreleri üzerine etkilerinin MTT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere 

göre anlamlı farklılıklar Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n 

= 6). 
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Şekil 25. Kersetinin MCF-7 hücreleri üzerine etkilerinin MIT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere 

göre anlamlı farklılıklar Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n 

=6). 
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Şekil 26. Kersetinin NIH3T3 hücreleri üzerine etkilerinin MTT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*)Günlere göre anlamlı farklılıklar,(+) hücrelere 

göre anlamlı farklılıklar Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n 

= 6). 
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7.2.2. Kersetinin (Que) Neutral Red Up-take Ölçüm Sonuçları 

A549 

140 

- 120 
'#--i: 
ca 100 -+-DMSO -.ııı:: * 
:lE 

80 
--e- Que 1 mikrogr/ml 

E ____...._ Que 1 O mikrogr/ml 
";:::j 
ı:: ~ Que 50 mikrogr/ml w 60 
ca ~ Que 100 mikrogr/ml 
E 
o 40 _._ Que 250 mikrogr/ml 
N 
o 
N 
:i 

20 

o 
1 2 3 4 

Zaman (gün) 

Şekil 27. Kersetin A549 hücreleri üzerine etkilerinin neutral red up-take ile 

lizozomal enzim miktan açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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Şekil 28. Kersetinin HeLa hücreleri üzerine etkilerinin neutral red up-take ile 

lizozomal enzim miktan açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, 

Ortalama değerler ± St. hata (n = 6). 
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Şekil 29. Kersetinin HT -29 hücreleri üzerine etkilerinin neutral red up-take ile 

lizozomal enzim miktan açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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Şekil 30. Kersetinin HT -29 hücreleri üzerine etkilerinin neutral red up-take ile 

lizozomal enzim miktan açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, (+) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, 

Ortalama değerler± St. hata (n ::; 6). 
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Şekil 31. Kersetinin NIH3T3 hücreleri üzerine etkilerinin neutral red up-take ile 

lizozomal enzim miktan açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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7.2.3. Kersetinin Kristal Viyole Ölçüm Sonuçları 

A549 
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Şekil 32. Kersetinin A549 hücreleri üzerine etkilerinin kristal viyole DNA ölçümü 

ile canlılık açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar, ( +) 

hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler ± 

St. hata (n = 6). 
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Şekil 33. Kersetinin HeLa hücreleri üzerine etkilerinin kristal viyole DNA ölçümü 

ile canlılık açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar, ( +) 

hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler ± 

St. hata (n = 6). 
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Şekil 34. Kersetinin HT-29 hücreleri üzerine etkilerinin kristal viyole DNA 

ölçümü ile canlılık açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, 

Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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Şekil 35. Kersetinin MCF-7 hücreleri üzerine etkilerinin kristal viyole DNA 

ölçümü ile canlılık açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, 

Ortalama değerler ± St. hata (n = 6). 
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Şekil 36. Kersetinin NIH3T3 hücreleri üzerine etkilerinin kristal viyole DNA 

ölçümü ile canlılık açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, 

Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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7.2.4. Kersetinin Koloni Formasyonu Sonuçları 
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Şekil 37. Kersetinin A549, HeLa, HT-29, MCF-7 ve NllBT3 hücreleri üzerine 

etkilerinin koloni formasyon oluşumu açısından değerlendirilmeleri. (*) Dozlara 

göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri 

p<0,05, Ortalama değerler ± St. hata (n = 3). 
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7.2.5. Kersetinin Akridin Oranj Boyama Sonuçları 

Şekil 38. Kersetin uygulanan A549 hücrelerinin akridin oranj ile boyanınası 

sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı- RNA, San­

yeşil -DNA.a- Kontrol, b- DMSO, c- 1 !-!M, d- 10 !-!M, e- 50 !-!M, f - 100 !-!M, g-

250 1-1M Kersetin. (lcm = 62.5 !-!ID, büyütme 1600X) 
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Şekil 39. Kersetin uygulanan HeLa hücrelerinin akridin oranj ile boyanınası 

sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı- RNA, San­

yeşil -DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 1 ).!M, d- 10 ).!M, e- 50 ).!M, f- 100 ).!M, g-

250 ).!M Kersetin. (lcm = 62.5 ).!m, büyütme 1600X) 
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Şekil 40. Kersetin uygulanan HT-29 hücrelerinin akridin oranj ile boyanınası 

sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı- RNA, San­

yeşil -DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 1 J.lM, d- 10 J.lM, e- 50 J.lM, f- 100 J.lM, g-

250 J.lM Kersetin . (lcm = 62.5 J.lm, büyütme 1600X) 
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Şekil 41. Kersetin uygulanan MCF-7 hücrelerinin akridin oranj ile boyanınası 

sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı- RNA, Sarı ­

yeşil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 1 ).LM, d- 10 ).LM, e- 50 ).LM, f- 100 ).LM, g-

250 ).LM Kersetin. (lcm = 62.5 )lm, büyütme 1600X) 
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Şekil 42. Kersetin uygulanan NllBT3 hücrelerinin akridin oranj ile boyanınası 

sonucunda floresan rnikroskobunda elde edilen görüntüleri . Kırmızı - RNA, San­

yeşil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 1 J.lM, d- 10 J.lM, e- 50 J.lM, f- 100 J.lM, g-

250 J.lM Kersetin. (lcm = 62.5 J.lm, büyütme 1600X) 
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7.3. BERBERİN SONUÇLARI 

7.3.1. Berberinin MTT Ölçüm Sonuçları 
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Şekil 43. Berberinin A549 hücreleri üzerine etkilerinin MTT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar, (**) Gruplara 

göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı farklılıklar Anlamlılık değeri 

p<0,05, Ortalama değerler ± St. hata (n = 6). 
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Şekil 44. Berberinin HeLa hücreleri üzerine etkilerinin MTT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*)Günlere göre anlamlı farklılıklar, (**) Gruplara 

göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler ± St. hata 

(n = 6). 
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Şekil 45. Berberinin HT -29 hücreleri üzerine etkilerinin MTT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri . (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere 

göre anlamlı farklılıklar Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler ± St. hata (n 

= 6). 
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Şekil 46. Berberinin MCF-7 hücreleri üzerine etkilerinin MIT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere 

göre anlamlı farklılıklar Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n 

= 6). 
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Şekil 47. Berberinin NIH3T3 hücreleri üzerine etkilerinin MTT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere 

göre anlamlı farklılıklar Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n 

= 6). 
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7.3.2.Berberinin Neutral Red Up-take Ölçüm Sonuçları 
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Şekil 48. Berberinin A549 hücreleri üzerine etkilerinin neutral red up-take ile 

lizozomal enzim miktan açısından değerlendiri lmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, 

Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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Şekil 49. Herberinin HeLa hücreleri üzerine etkilerinin neutral red up-take ile 

lizozomal enzim miktan açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, (**) gruplara göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı 

farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n= 6). 
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Şekil SO. Herberinin HT-29 hücreleri üzerine etkilerinin neutral red up-take ile 

lizozomal enzim miktan açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, (**) gruplara göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı 

farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 

91 



MCF-7 
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Şekil 51. Berberinin MCF-7 hücreleri üzerine etkilerinin neutral red up-take ile 

lizozomal enzim miktan açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, (**) gruplara göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı 

farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n= 6). 

Amdolu Üniversitesi 
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Şekil 52. Herberinin NIH3T3 hücreleri üzerine etkilerinin neutral red up-take ile 

lizozomal enzim miktan açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, (**) gruplara göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, 

Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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7 .3.3. Herberinin Kristal Viyole Sonuçları 

Şekil 53. Herberinin A549 hücreleri üzerine etkilerinin kristal viyole DNA 

ölçümü ile canlılık açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, (**) gruplara göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı 

farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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Şekil 54. Herberinin HeLa hücreleri üzerine etkilerinin kristal viyole DNA 

ölçümü ile canlılık açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, (**) gruplara göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı 

farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n= 6). 
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Şekil 55. Berberinin HT -29 hücreleri üzerine etkilerinin kristal viyole DNA 

ölçümü ile canlılık açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, (**) gruplara göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı 

farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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Şekil 56. Herberinin MCF-7 hücreleri üzerine etkilerinin kristal viyole DNA 

ölçümü ile canlılık açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, (**) gruplara göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı 

farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n= 6). 
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Şekil 57. Herberinin NIH3T3 hücreleri üzerine etkilerinin kristal viyöle DNA 

ölçümü ile canlılık açısından değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı 

farklılıklar, (**) gruplara göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı 

farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n = 6). 
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7.3.4. Herberinin Koloni Formasyonu Sonuçlan 
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Şekil 58. Berberinin A549, HeLa, HT-29, MCF-7 ve NIH3T3 hücreleri üzerine 

etkilerinin koloni formasyon oluşumu açısından değerlendirilmeleri. (*) Dozlara 

göre anlamlı farklılıklar, ( +) hücrelere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri 

p<0,05, Ortalama değerler± St. hata (n = 3). 
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7.3.5. Herberinin Akridin Oranj Boyama Sonuçları 

Şekil 59. Berberin uygulanan A549 hücrelerinin akridin oranj ile boyanınası 

sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri . Kırmızı- RNA, Sarı­

yeşil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 0.1 ı.ıM, d- 1 ı.ıM, e- 10 ı.ıM, f- 25 ı.ıM, g- 50 

ı.ıM Berberin. (lcm = 62.5 ı.ım, büyütme 1600X) 
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Şekil 60. Berberin uygulanan HeLa hücrelerinin akridin oranj ile boyanınası 

sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı- RNA, San­

yeşil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 0.1 ~J,M, d- 1 ~J,M, e- 10 ~J,M, f- 25 ~J,M, g- 50 

!J,M Berberin. (lcm = 62.5 !J,m, büyütme 1600X) 
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Şekil 61. Berberin uygulanan HT-29 hücrelerinin akridin oranj ile bayanması 

sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı- RNA, San­

yeşil-DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- O. ı JlM, d- ı JlM, e- 10 JlM, f- 25 JlM, g- 50 

JlM Berberin. (lcm = 62.5 Jlm, büyütme ı600X) 
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Şekil 62. Berberin uygulanan MCF-7 hücrelerinin akridin oranj ile boyanınası 

sonucunda floresan rnikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı - RNA, San­

yeşil -DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- 0.1 ı-tM, d- 1 ı-tM, e- 10 ı-tM, f - 25 ı-tM, g- 50 

ı-tM Berberin. (lcm = 62.5 ı-ım, büyütme 1600X) 
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Şekil 63. Berberin uygulanan NIH3T3 hücrelerinin akridin oranj ile boyanınası 

sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı - RNA, San­

yeşil-DNA . a- Kontrol, b- DMSO, c- 0.1 )lM, d- 1 )lM, e- 10 )lM, f- 25 )lM, g- 50 

)lM Berberin. (lcm = 62.5 )lm, büyütme 1600X) 
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8. SONUÇLARıN DEGERLENDİRİLMESİ 

8.1. Paklitaksel Sonuçları 

8.1.1. Paklitakselin MTT Sonuçları 

Paklitaksel uygulanan hücrelerle yapılan MTT testi sonucunda A549 

hücrelerinde maksimum yanıtın üçüncü gün elde edildiği 100 nM dozda 

paklitaksel uygulanması ile hücre yüzdelerinin% 37,6ı83 ± 0.6096'ya düştüğü ve 

dördüncü gün ilacın etkisinin azaldığı gözlenmektedir. ilacın etkisi doza bağımlı 

ve ı,10 ve 100 nM dozlar ile elde edilen sonuçların birbirine yakın olduğu 

görülmektedir (Şekil ı). HeLa hücrelerinde 0.5 ve ı nM dozların etkilerinin 

DMSO ile yakın olduğu ve beklenen etkinin gözlenmedi ği, ancak 5-100 nM 

dozlarda doza bağımlı bir etkinin elde edildiği ve bu etkinin özellikle ikinci gün 

başlayıp dördüncü gün de devam eden uzun süreli bir etki olduğu ve 10,50 ve 100 

nM dozlarda dördüncü gün alınan cevaplann birbirine çok yakın olduğu 

gözlenmekte ve 100 nM paklitaksel uygulanması ile dördüncü günde maksimum 

cevap olarak hücre popülasyonunun kontrole göre % 6,ı750 ± o.ı909'a kadar 

azaldığı gözlendi (Şekil 2). ID-29 hücrelerinde etkinin ilk gün başlayıp dördüncü 

gün de devam eden zamana ve doza bağımlı bir etki vardır maksimum etki 

dördüncü günde 100 nM paklitaksel uygulanan hücrelerde % 37,3666 ± ı,8535 

olarak ölçüldü (Şekil 3). MCF-7 hücrelerinde ilk gün etki doza bağımlı olarak 

başlamış, maksimum etkinin üçüncü gün gözlendi ve dördüncü gün de devam 

ettiği ve maksimum etkinin dördüncü gün 100 nM paklitaksel uygulanması ile 

kontrole göre hücre popülasyonunun % 29,38ı 7 ± ı,ı860'a kadar azaldığı 

görüldü, 0.5 nM haricinde diğer dozlarla yakın cevaplar elde edildiği gözlemlendi 

(Şekil 4). Nlli3T3 hücrelerinde de fibroblastik karakter gösteren A549 hücreleri 

ile benzerlik gösteren ve yine maksimum etkinin üçüncü gün elde edildiği (% 

30,9833 ± 0.7572) ve dördüncü gün bu etkinin ortadan kalktığı doza bağımlı bir 

etki elde edilmiştir (Şekil 5 ). 

8.1.2. Paklitakselin NR Sonuçları 

Paklitaksel uygulanan A549 hücrelerinde 100 nM haricindeki dozların 

ikinci gün birbirine yakın bir grafik verdiği, üçüncü günde ise 0.5 ve ı nM 

dozlarda lizozomal enzimlerde ikinci güne oranla fakat DMSO'yu aşmayan bir 
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artış, diğer dozlarda azalma gözlenmiş ve etkinin üçüncü günden itibaren ortadan 

kalktığı görülmüştür (Şekil 6). Maksimum etki üçüncü günde 100 nM paklitaksel 

uygulandığında% 44,89ı6 ± 2,4696 olarak bulundu. Paklitaksel uygulanan HeLa 

hücrelerinde maksimum etkinin ikinci gün görüldüğü (% 2ı,ı 783 ± ı,3343) ve 

takip eden günlerde etkinin kalktığı gözlendi ve doza bağımlı yanıtlar elde edildi 

(Şekil 7). HT -29 hücrelerinde doza ve zamana bağımlı uzun süreli bir etki elde 

edilmiş ve etkinin dört gün boyunca devam ettiği görülmüştür. Maksimum etki 

dördüncü günde 100 nM paklitaksel uygulanan hücrelerde % ı7,0483 ± O.ı4ı9 

olarak ölçüldü (Şekil 8). MCF-7 hücrelerinde özellikle 5-100 nM dozlarda 

birbirine yakın cevaplar elde edildi ve etkinin dört gün boyunca sürdüğü gözlendi 

(Maksimum cevap 4. gün 100 nM dozda % 26,9683 ± 0,9683 (Şekil 9). Nlli3T3 

hücrelerinde 0.5 ve ı nM dozlarda paklitaksel uygulanması ile lizozomal enzim 

miktarında hafif bir artış gözlendi. Maksimum etki (% 28,9117 ± ı,8369) ikinci 

günde gözlendi ve bu süreyi takiben etkinin azaldığı tespit edildi (Şekil 10). 

8.1.3. Paklitakselin Kristal Viyole Sonuçları 

Paklitaksel uygulanan hücrelerle yapılan kristal viyole ölçüm sonuçlarında, 

A549 hücrelerinde ikinci gün DNA miktarında birinci güne oranla bir artış olduğu 

ancak bu etkinin üçüncü gün zıt yönde değiştiği ve üçüncü günden itibaren etkinin 

azaldığı tespit edilmiştir maksimum etki 100 nM paklitakselde üçüncü gün elde 

edildi (% 32,5850 ± 0.5759) (Şekil ll). 10, 50 ve 100 nM dozlarda alde edilen 

cevaplar ilk üç günde birbirine çok yakın, dördüncü günde alınan cevaplar iseda 

ise 10 nM ile ı ve 5 nM dozlarda elde edilen cevaplar birbirine çok yakın görüldü. 

HeLa hücrelerinde ilk günde doza bağımlı bir azalma, ikinci günde 0.5- ı nM 

dozlarda DMSO'nun daha altında ancak ilk güne göre DNA miktarında artış 

olduğu gözlenmiştir. Genel olarak grafiğe bakıldığında doza ve zamana bağımlı 

bir etki gözlenmekle beraber 50 ve 100 nM dozlarda alınan yanıtlar birbirine 

yakın görülmektedir, elde edilen maksimum cevap ikinci günde DNA miktannı% 

100'den% 9,4783 ± 0.22ı7'ye düşüren ıoo nM paklitaksel ile elde edildi ve bu 

yanıt bu grupta elde edilen sonuçlar içinde en iyi olanıdır (Şekil ı2). HT-29 

hücrelerinde MTT ve NR sonuçlanna benzer profilde dört gün boyunca devam 

eden uzun bir etki gözlendiği grafik elde edilmiştir. Yüksek dozlarda elde edilen 
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etki dördüncü gün birbirine yakın görülmektedir Maksimum yanıt dördüncü gün 

100 nM paklitaksel uygulaması ile % 2ı,ı633 ± 0,2843'tür. (Şekil 13). MCF-7 

hücrelerinde de DNA miktarı açısından dört gün boyunca devam eden uzun süreli 

bir yanıt elde edilmiştir ve hücre yüzdeleri bu süre sonunda 100 nM paklitaksel 

uygulaması ile % 27,4133 ± 0.93,37' ye kadar düşmüştür (Şekil ı4). Benzer 

şekilde Nlli3T3 hücrelerinde de doza bağımlı ve dört gün boyunca devam eden 

sonuçlar elde edilmiştir (Şekil ı5). Maksimum cevap 100 nM paklitaksel 

uygulanması ile dördüncü günde% 52,2967 ± 0.5210 olarak bulundu. 

8.1.4. Paklitakselin Koloni Formasyon Sonuçları 

Koloni formasyon ölçümlerinden elde edilen grafiklerde A549, HeLa, HT-

29 ve MCF-7 hücrelerinde koloni sayılarında doza bağımlı bir azalma olduğu 

görülmüştür. Dört hücre tipi birbirleri ile karşılaştınldığında MCF-7 ve HeLa 

hücrelerinde daha iyi cevaplar alındığı gözlendi (Şekil ı6). 

8.1.5. Paklitakselin Akridin Oranj Sonuçları 

Akridin oranj ile floresan boyama sonucunda elde edilen görüntülerden, 

A549 hücrelerinde, ilk dozdan itibaren hücre şekillerinin bozulduğu, kontrol ve 

DMSO uygulanan gruplarda gözlenen RNA görüntülerinin ve düzgün kenarlı 

çekirdek yapısının kaybolduğu, 0,5 ve ı nM dozlarda çekirdeğin parçalı bir hal 

aldığı ve kontrolde hücre membranına yakın görülen RNA'ların hücre içinde 

dağınık görüldükleri, 5 nM ve üzeri dozlarda hücrelerde RNA sentezinin durduğu 

ve hücrelerin karekterlerinin bozulduğu görüldü (Şekil ı 7). HeLa hücrelerinde de 

yine RNA sentezinin ilk dozdan itibaren azaldığı, hücrelerin giderek küçüldüğü ve 

ölüme gittiği gözlendi (Şekil ıs). HT-29 hücrelerinde epiloid yapının bozulduğu, 

hücrelerin tek başlarına ve giderek sağlıksız bir görüntü gösterdiği ve ölüme 

gittiği tespit edildi (Şekil ı9). MCF-7 hücrelerinde de hücre sayısının giderek 

azaldığı ve özellikle 10-100 nM dozlarda apoptotik hücre görüntüsü kazandığı 

saptanmıştır (Şekil 20). Nlli3T3 hücrelerinde de ilk dozdan başlayarak RNA 

sentezinin durduğu, 1 nM' dan itibaren çekirdeğin parçalanmaya başladığı ve 

mikronükleusların arttığı, 50 ve 100 nM dozlarda paklitaksel uygulanan hücrelerin 

bol vakuollü ve karekterizasyonlarını yitirmiş oldukları gözlendi (Şekil 21). 
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8.2.Kersetin Sonuçları 

8.2.1. Kersetinin MTT Sonuçları 

Kersetin uygulanan hücrelerle yapılan MTT ölçüm sonuçlarında, A549 

hücrelerinde ikinci günde proliferasyonda ikinci günde birinci güne oranla hafif 

bir artış, maksimum sonucun (% 5ı,0683 ± 2,5353) üçüncü gün elde edildiği ve 

üçüncü günden itibaren sitotoksik etkinin azaldığı ve tüm günlerde doza bağımlı 

bir etki görülmektedir (Şekil 22). HeLa hücrelerinde ilk gün hücrelerdeki 

metabolizmanın tüm dozlarda arttığı, ikinci günden itibaren ı ve 10 ı.ıM dozlarda 

etkinin azaldığı, diğer dozlarda ise sabit devam ettiği ve dördüncü gün de devam 

ettiği gözlenmiştir. 250 ı.ıM kersetin uygulanması ile maksimum etki dördüncü 

günde hücre metabolizmasına bağlı olarak ölçülen proliferasyon % 27,0267 ± 

o,ı934 olarak bulundu (Şekil 23). HT-29 hücrelerinde ikinci günde ı-50 JlM 

dozlarda DMSO'ya göre hafif bir artış olduğu ancak daha yüksek dozlarda 

sitotoksik etki olduğu, üçüncü gün tüm dozlarda antiproliferatif etki gözlendiği ve 

ı O JlM' ın üzerinde olan dozlarda dördüncü gün etkinin azalarak devam ettiği ve 

maksimum yanıtın (%ı2,97ı7 ± 0,106ı) dördüncü gün elde edildiği saptandı 

(Şekil 24). MCF-7 hücrelerinde ilk günden başlayarak dördüncü gün de devam 

eden uzun süreli doza ve zamana bağımlı bir etki gözlendi. Elde edilen maksimum 

yanıt, dördüncü günde proliferasyonu %24,0067 ± 0,3359'a düşüren 250 JlM 

dozda gözlendi (Şekil 25). Kersetinin Nlli3T3 hücrelerine uygulanması ile ilk 

gün elde edilen sonuçların dört gün boyunca doza bağımlı olarak devam ettiği, 

ikinci günden itibaren etkinin hafifçe azalmaya başladığı saptanmıştır. Maksimum 

yanıt olarak 250 JlM kersetin hücre %'sini % 43,60ı7 ± 0,4589'a düşürmüştür 

(Şekil 26). 

8.2.2. Kersetinin NR Sonuçları 

Kersetinin NR testi uygulanması ile elde edilen sonuçlarında, A549 

hücrelerinde ikinci gün ı JlM, üçüncü gün ıoı.ıM dozlarda lizozomal enzim 

miktarının DMSO'ya ve kontrole göre arttığı, diğer dozların ise ikinci günden 

itibaren azaldığı görülmüştür. Maksimum inhibitör yanıt üçüncü günde % 58,55 ± 

ı,ı9ı6 olarak elde edilmiş dördüncü gün bu etkinin azaldığı, daha düşük dozlarda 

ise ikinci yada üçüncü günde başlayıp dördüncü gün de devam eden daha geç bir 
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inhibitör yanıt alındığı gözlenmiştir (Şekil 27). HeLa hücrelerinde de lizozomal 

enzim miktannda ilk gün ı-50 JlM dozlarda arttığı, ikinci gün azaldığı ve üçüncü 

gün tekrar artarak dördüncü gün iyice azaldığı gözlenmiştir. 100 ve 250 JlM 

kersetin uygulanan hücrelerde lizozomal enzim miktan ikinci gün en etkin 

görünmekte (maksimum yanıt ikinci gün % 20,525 ± 0,3ı96) ve bu günden 

itibaren etki azalmaktadır (Şekil 28). HT-29 hücrelerinde etki sadece ıoo ve 250 

JlM dozlarda ilk günden dördüncü güne kadar süren uzun etki şeklinde 

görülmüştür. Maksimum yanıt dördüncü günde 250 JlM dozda % 27,8783 ± 

ı,5476 olarak bulundu (Şekil 29). MCF-7 hücrelerinde doza ve zamana bağımlı 

ve kersetinin bu test için verdiği yanıtlar içinde maksimum sonuçlar alınmıştır. 

250 )lM kersetin uygulanması ile lizozomal enzim miktarlan dördüncü gün 

sonunda % ı5,5383 ± 0,3ı63 kadar azaldı (Şekil 30). Nlli3T3 hücrelerinde en 

yüksek dozun ilk gün verdiği toksisite haricinde fazla bir toksisite gözlenmedi, ı 

)lM kersetin uygulanması ile dördüncü günde gözlenen artış istatistiksel olarak 

anlamsız çıkmıştır (Şekil3ı). 

8.2.3. Kersetinin Kristal Viyole Sonuçları 

Kersetin uygulanmış hücrelerde yapılan kristal viyole testi sonucunda, 

A549 hücrelerinde, ı ve ıo )lM dozlarda DNA miktan artmış, ancak üçüncü ve 

dördüncü gün DNA miktarlannda tüm dozlarda azalma gözlenmiştir. Dördüncü 

gün sonunda DNA miktan üzerinden gösterilen canlılık açısından maksimum 

cevap olarak% 49,645 ± 0,3646 alınmıştır (Şekil 32). HeLa hücrelerinde sadece 

ıoo ve 250 JlM dozlarda DNA'nın önemli miktarda azaldığı saptanmıştır. ıoo ve 

250 JlM dozlarda ikinci gün ilk güne oranla DNA miktan artmış, üçüncü gün 

tekrar azalmıştır ve bu dördüncü gün de devam etmektedir. Dördüncü gün 

maksimum cevap olarak elde edilen değer %2ı,27 ± 0,6159'dur (Şekil33). HT-29 

hücrelerinde 250 JlM dozda dramatik bir azalma gözlenirken diğer dozlarda 

günlere göre artış ve azalmalar gözlenmiştir (Şekil 34). MCF-7 hücrelerinde tüm 

dozlarda DNA miktannda azalma meydana geldi. Elde edilen maksimum değer 

dördüncü gün% 11,5933 ± 0,2968'dur (Şekil 35). Nlli3T3 fibroblastlannda ı-ıo 

JlM dozlarda kersetin uygulanan hücrelerde DNA miktan kontrole ve DMSO 

uygulanan gruba göre arttı, 50 JlM dozda DMSO ile yakın, ı00-250 JlM dozlarda 
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ıse azaldı . DNA miktan olarak elde edilen en düşük değer, dolayısı ile 

maksimum etki üçüncü gün% 60,1133 ± 1,1442 olarak bulundu (Şekil36). 

8.2.4. Kersetinin Koloni Formasyon Sonuçları 

Kersetin uygulanan hücrelerde koloni formasyonu sonucunda kullanılan 

tüm kanser hücrelerinde koloni sayısında azalma meydana gelmiş, özellikle HeLa 

ve MCF-7 hücrelerinde bu etkinin daha fazla olduğu tespit edilmiştir (Şekil 37). 

8.2.5. Kersetinin Akridin Oranj Boyama Sonuçları 

Akridin oranj ile floresan boyama sonucunda kersetin uygulanan A549 

hücrelerinde 1-10 ).!M dozlarda hücre çekirdeklerinin kenarlannın düzgünlüğünü 

kaybettiği görülmektedir, 50 ).!M ve üstü dozlarda çekirdeğin kenarlannın 

bozulduğu ve hücrenin şeklini kaybettiği ve mikronükleus oluştuğu gözlendi 

(Şekil 38). HeLa hücrelerinde daha ilk dozdan itibaren çekirdeklerin parçalandığı, 

1 ve 10 mM dozlarda hücrelerin hacminin azaldığı gözlendi, daha yüksek 

dozlarda ise hücrelerin özelliklerini tamamen yitirdiği gözlendi (Şekil 39). HT -29 

hücrelerinde hücrelerin normal şekillerini kaybettiği, çekirdeğin merkezden hücre 

membranına yaklaştığı gözlenmekte ve tüm dozlarda sitetoksisitenin olduğu 

açıkça görülmektedir (Şekil 40). MCF-7 hücrelerinde artan dozla beraber 

hücrelerin giderek şekillerini kaybettikleri, 50 ).!M dozda mikronükleuslar 

oluştuğu, 100 ve 250 ).!M dozlarda hücrelerin parçalandığı görüldü (Şekil 41). 

Nlli3T3 fibroblastlannda 10 ).!M dozda hücrelerin vakuollü ve mikronükleuslu, 

50 ).!M dozda mikronükleus ile beraber hücrenin fibroblastik özelliklerini yitirdiği 

ve şekillerinin bozulduğu ve uzantılarının azaldığı, 100 ).!M dozda hücrelerde 

mikronükleusların arttığı dikkati çekmektedir. 250 ).!M dozda hücrelerin 

sitoplazmalannın daha flu ve hücre sınırlannın belirsiz olduğu görüldü (Şekil 42). 

8.3. Berberin Sonuçları 

8.3.1. Herberinin MTT Sonuçları 

Berberin uygulanan hücrelerin MTT ölçümleri sonucunda, A549 

hücrelerinde ilk günden itibaren dördüncü gün de devam eden antiproliferatif bir 

etki gözlenmiştir. Dördüncü günde 50 mM berberin uygulanması ile hücrelerde 
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maksimum etki olarak% 42,2067 ± 0,7267 değerine ulaşılmıştır (Şekil43). HeLa 

hücrelerinin metabolizmasında özellikle ikinci gün doza bağımlı bir azalma 

olduğu gözlemlenmiştir. Doza bağımlı olduğu gözlenen etkinin diğer hücrelerde 

elde edilen etkiden daha düşük olduğu ve ikinci günden itibaren cevaplann aynı 

paralelde dördüncü gün de devam ettiği görülmektedir. Maksimum etki olarak 

ikinci gün % 6ı,7117 ± ı,9393 değerine ulaşıldı (Şekil 44). HT-29 hücrelerinin 

metabolizmasında berberin tüm dozlarda azalma ve özellikle 25-50 ı.ı.M dozlarda 

dramatik bir azalma gözlenmiştir. HT-29 hücrelerinde üçüncü gün hücre 

metabolizması üzerinden elde edilen proliferasyon değerlerinde herberinin 

antiproliferatif olarak etki gösterdiği ve ikinci gün masksimum etki olarak hücre 

proliferasyonunun % 7,8383 ± 0,08076'ya düştüğü görüldü (Şekil 45). MCF-7 

hücrelerinde herberinin etkisi doza bağımlıdır ve 10-50 ı-tM dozda berberin 

uygulanan hücrelerde etki üçüncü gün dramatik bir şekilde azalmış, 50 ı-tM dozda 

dördüncü günde devam eden, O, ı ve ı ı.ıM dozlarda azalan bir etki izlenmiştir 

(Şekil 46). NIH3T3 hücrelerinde ilk gün bir toksisite gözlenmiş, diğer günlerde bu 

toksisitenin azaldığı ve üçüncü gün düşük dozlarda metabolizmanın arttığı 

gözlenmiştir (Şekil47). 

8.3.2. Herberinin NR Sonuçları 

Berberin uygulanan hücrelerde NR ölçümleri sonucunda, A549 

hücrelerinde doza bağımlı bir azalma gözlenmektedir. Ancak bu azalma üçüncü 

gün ancak %70,3467 ± 1,6897'ye kadar azalma göstermiştir (Şekil 48). HeLa 

hücrelerinde lizozomal enzimlerde ilk gün doza bağımlı %80 artış gözlenirken, 

ikinci günde 25-50 ı-tM dozlarda %62'ye kadar azalma gözlenmiş, daha düşük 

dozlarda ise DMSO'ya aykın değerler elde edilmiştir (Şekil 49). HT-29 

hücrelerinde tüm dozlarda berberin, lizozomal enzimlerde doza bağımlı, O,ı ve ı 

ı-tM dozlarda düşük etki, 10-50 ı-tM dozlarda oldukça anlamlı bir azalma 

sergilemiştir. Maksimum etki dördüncü günün sonunda % ı6,62ı7 ± 0,7134 

olarak bulunmuştur (Şekil 50). MCF-7 hücrelerinde O, ı ve ı ı-tM dozlarda 

lizozomal enzimler üzerine herberinin etkisi değişkenlik gösterdi; üçüncü gün 

lizozomal enzim miktarlannda azalma gözlenirken dördüncü gün lizozomal enzim 

miktarlannda artışa sebep oldu. Herberinin özellikle 10-50 ı-tM dozlan lizozomal 
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enzim miktannı doza ve zamana bağlı olarak azaltmıştır. Elde edilen maksimum 

yanıt üçüncü gün en yüksek doz ile% 17,86 ± 0,1149 olarak bulunmuştur (Şekil 

51). Nlli3T3 hücrelerinde ise tüm dozlarda lizozomal enzimlerde ilk gün hafif bir 

azalma, ikinci günden itibaren artarak devam eden, DMSO uygulanan grubu 

geçen ve anlamlı bir artış göstermiştir. Dördüncü gün alınan maksimum cevap ara 

doz olan 10 ı.ıM ile% 122,1317 ± 3,4515'tir (Şekil52). 

8.3.3. llerberinin Kristal Viyole Sonuçları 

Berberin uygulanan hücrelerin Kristal viyole ile değerlendirilmeleri 

sonucunda A549 hücrelerinde doza ve zamana bağımlı ve oldukça anlamlı bir 

azalma olmuştur. Maksimum etki ikinci gün 50 mM dozda% 25,6033 ± 1,3726 

olarak tespit edildi. İkinci gnden itibaren herberinin etkisinin azaldığı görüldü 

(Şekil 53). HeLa hücrelerinde sadece 50 J!M dozda belirgin bir azalma 

gözlenmiştir (Şekil 54). HT -29 hücrelerinde tüm dozlarda ilk gün hafif bir azalma, 

ikinci gün artış, üçüncü günden itibaren oldukça anlamlı ve doza bağımlı bir 

inhibitör etki izlenmiştir. Maksimum yanıt hücrelerdeki DNA miktannı % 

31,6967 ± 2,1042' ye getiren 50 J!M berberin uygulanması ile alındı (Şekil 55). 

MCF-7 hücrelerinde tüm dozlarda doza bağımlı ve dört gün boyunca devam eden 

taksisite gözlenmiştir. 50 J!M dozda uygulanan berberin ile maksimum yanıt 

olarak dördüncü gün % 20,4933 ± 0,5217 alındı (Şekil 56). Nlli3T3 hücrelerinde 

DNA miktan üçüncü güne kadar DMSO uygulanan gruba göre bir artış göstermiş, 

dördüncü gün etkinin azaldığı gözlenmiştir. Üçüncü gün elde edilen değerlerin 

tümü istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur ve elde edilen maksimum değer 50 

J!M berberin uygulanan grupta% 131,9183 ± 1,7036'dır (Şekil57). 

8.3.4. llerberinin Koloni Formasyon Sonuçları 

Berberin uygulanan hücrelerin koloni formasyonlannda herberinin koloni 

oluşumunu engellediği görüldü. A549 hücrelerinde doza bağımlı, HeLa 

hücrelerinde 1 J!M dozdan itibaren %50'nin altında değerler, HT-29 hücrelerinde 

özellikle 25 ve 50 J!M dozlarda oldukça düşük koloni sayısı olduğu, MCF-7 
' 

hücrelerinde ise doza bağımlı etki olduğu görüldü (Şekil 58). 

hn:arlahı Üniversitesi 

112 
Küt~iiJhanesi 



8.3.5. Herberinin Akridin Oranj Sonuçları 

Berberin uygulanan hücrelerin akridin oranj ile buyanması sonucunda 

floresan mikroskobunda elde edilen görüntülerden, A549 hücrelerinde ilk dozdan 

itibaren RNA sentesinin durduğu, 0.1 J..lM dozda uygulanan berberinde 

mikronükleuslerin gözlendiği, 1 ve 10 J..lM dozlarda hücre çekirdeklerinin parçalı 

hal aldığı, 25 ve 50 J..lM dozlarda ise hücrelerin ölüme gittiği tespit edilmiştir 

(Şekil 59). HeLa hücrelerinde ilk dozdan itibaren apoptotik olduğu düşünülen 

(küçülmüş, kenarları kabarcıklı (blebing)) hücre görüntülerine rastlandı. Tüm 

dozlarda mikronükleus, vakuollenme, DNA fragmentasyonu, parçalı çekirdek 

görüntüleri tespit edildi (Şekil 60). HT-29 hücrelerinde daha ikinci dozda 

hücrelerin canlılıklarını yitirdiği gözlendi (Şekil 61). MCF-7 hücrelerinde de ilk 

dozdan itibaren RNA sentezinin azaldığı, üçüncü dozda hücrelerin kötüleştiği ve 

yüksek dozlarda hücrelerin tamamen parçalandığı görüldü (Şekil 62). Herberinin 

Nlli3T3 fibroblastları üzerine toksik etkilerine 10 J..lM dozdan itibaren başladığı 

ve yüksek dozda hücrelerin vakuollü hal aldıkları gözlenmektedir (Şekil63). 
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9. TARTIŞMA 

9.1. Paklitaksel 

Çalışmalanmızda standart olarak kullandığımız paklitakselin test ettiğimiz 

hücreler ile değişik dozlarda yapılmış çalışmalan vardır. A549 hücrelerinde 

uyguladığımız testlerde elde edilen verilerde paklitakselin küçük hücreli olmayan 

akciğer kanseri üzerine olan etkisinde 50 nM dozun üzerindeki dozlarda yakın 

cevaplann alındığını gözlemledik. Elde ettiğimiz bu sonuçlar daha önce de 

yapılan bir çalışmada izlendiği ve yüksek doz yerine düşük dozda paklitakselin 

yinelenen dozlarla verilmesinin daha yararlı olacağını savunduklannı tespit ettik , 

aynı çalışmada bu etkinin apoptotik etki olduğu da savunulmaktadır (Das ve ark., 

2001). A549 küçük hücreli olmayan akciğer kanseri hücrelerinde paklitakselin 

0.5-10 nM dozlan sitotoksik etki için yeterli görüldü ve bu dozlarda NIH3T3 

fibroblastlar üzerine de sitotoksik etkileri az olacağından daha spesifik bir terapi 

olanağı sağlayacaktır. Lizozomal enzimler özellikle katepsinler ve nükleazlar gibi 

hidrolitik lizozomal enzimierin apoptozda önemli rol aynadıklan bilinmektedir, 

paklitakselin de apoptotik etkileri olduğu bilinmektedir, A549 hücrelerinde 

lizozomal enzim miktarlannın artması apoptosis ile ilişkilendirilebilir (Akay, 

1996; Brunk, 1998). A549 hücrelerinde paklitakselin kristal viyole sonuçlannda 

2. günde DNA miktannda gözlenen artış kromatin miktannda meydana gelen bir 

artışa bağlı olabilir ve bu bir ça~ışmada paklitakselin apoptotik etkisinden 

kaynaklanan bir etki şeklinde yorumlanabilir (Pucci ve ark.1999). Aynca akridin 

oranj ile boyama sonuçlanndan elde ettiğimiz görüntülerde tüm hücrelerde 

nükleuslann parçalanması ile başlayan apoptotik hücre görüntülerine 

rastlanmıştır. 

Paklitakselin HeLa serviks adenokarsinomu hücrelerinde tüm dozlarda 

doza ve zamana bağlı bir taksisite göstermiştir. HeLa hücrelerinde paklitakseli 

genotoksik ve mikrotübüller üzerine stabilizan etkileri farklı deneylede daha önce 

gösterilmiştir. Ancak dozlar farklı ve süre kısa tutulmuş ve takip dört gün 

sürdürülmemiştir (Preisler ve Ark, 2001, Abal ve Ark. 1999). Bizim de 

çalışmalanmızda bulduğumuz bulgular bu çalışmalar tarafından 

desteklenmektedir, ancak bulgulanrnızda paklitakselin HeLa hücrelerinde daha 

geniş bir doz aralığında etkili olduğunu ve bu hücreler için paklitakselin terapötik 
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penceresinin daha geniş olduğunu söyleyebiliriz. HeLa hücrelerinde de A549 

hücrelerinde olduğu gibi lizozomal enzim artışlan gözlenmektedir, bu da yine 

apoptoz belirtisi olarak yorumlanabilir, ancak enzimierin tiplerini belirlemeye 

yönelik spesifik testler uygulanması gerekmektedir. Özellikle 5-50 nM dozlarda 

MTT, CV ve koloni formasyon testleri ile sitotoksik etkiler elde edilmiştir, bu 

dozlar ile elde edilen etkiler AO ile çekilen fotoğraflarda da gözlenmektedir (Şekil 

18). HeLa hücreleri üzerine paklitakselin etkisi daha önce over kanserleri üzerine 

yapılan bir çalışma ile desteklenmektedir ve yapılmış olan bu çalışmada 

paklitaksel kombinasyonları önerilmektedir (Runowicz ve ark., 1993). HeLa 

hücreleri ve MCF-7 hücreleri ile yapılan çeşitli çalışmalarda paklitakselin 

apoptotik etkileri, DNA fragmentasyonu, genotoksisitesi, tübülin polimerizasyonu 

gibi parametrelere bakılmış ve bunlardan paklitakselin etki mekanizmasına ait 

veriler elde edilmiştir. (Olalı ve ark., 1996; Razandi ve ark., 2000; Huang ve ark., 

1997; Charles ve ark. 2001; Nicholson ve ark., 1997; Saunders ve ark., 1997; 

Cocconi ve ark., 2000). 

Paklitaksel HT-29 hücrelerinde dört gün boyunca süren bir etki 

göstermiştir, aynca Paklitakselin HT -29 hücreleri üzerine gözlediğimiz sitotoksik 

etkilerinin daha önce kanseröz kolon hücreleri ile elde edilen verilerle paralellik 

gösterdiğini saptarlık (Sheppard ve ark., 1999).Paklitaksel HT -29 kolon 

adenokarsinomu hücrelerinde 1 ve 5 nM dozlarda dördüncü gün de devam eden 

bir sitotoksisite gösterdi. 10-100 nM dozlarda paklitakselin DNA üzerine 

gösterdiği etkilerin çok yakın olduğu görüldü. 1-10 nM dozlarda paklitakselin 

Nlli3T3 hücreleri üzerine olan etkisinin HT -29 hücreleri üzerine olan etkilerinden 

çok daha düşük olduğundan hareketle paklitakselin kolon kanserlerine karşı da 

kombinasyonlar içinde düşük dozlarda kullanımının terapötik açıdan elverişli 

olacağı söylenebilir. Daha önce paklitaksel ile yapılan bir başka çalışmada da 

paklitakselin kolon kanserinde düşük dozlarda ve uzun süreli olarak 

kullanılabileceği savunulmuştur (Taylor ve Ark., 1999). 

Paklitakselin MCF-7 meme adenokarsinomu hücreleri üzerine 

uygulanması ile de yine düşük dozlarda etki olduğu ve doz arttınlsa da daha 

yüksek bir terapötik etki alınamayacağı gözlendi. Saunders ve arkadaşlan 

tarafından yapılan bir çalışmada da paklitakselin MCF-7 hücreleri üzerine 
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apoptotik etkilerini düşük dozlarda gösterdiği rapor edilmiştir ( Saunders ve Ark. 

1997). Bizim de çalışmalanmızda elde ettiğimiz bulgular bunu desteklemektedir 

ve düşük doz paklitaksel uygulanmasına oranla yüksek doz paklitaksel uygulanan 

hücrelerde doza bağımlı olarak daha iyi cevaplar alınmadığı, bu sebeple daha az 

toksisitenin gözleneceği düşük dozun yİnelenerek verilmesi önerilebilir. 

Paklitaksel kanser hücreleri üzerine sitotoksik etki gösterdiği 1-10nM 

dozlannda akridin oranj ile boyama sonucunda çekilen fotoğraflarda Nlli3T3 

hücrelerinde diğerler hücrelerde görülene oranla daha az sitotoksisite 

gözlenmektedir (Şekil 21). Paklitakselin etki süresi Nlli 3T3 hücrelerinde de 

diğer hücrelerle benzerlik göstererek dört gün boyunca süren bir etki olmasına 

rağmen kullandığımız tüm kanser tiplerinden daha düşük bulunduğundan bu 

kanser tiplerinde paklitakselin özellikle 5 ve 10 nM in vitro dozlan antikanser etki 

için elverişli bulunmuştur. Nlli3T3 hücrelerinde paklitakselin gözlenen sitotoksik 

etkileri daha önce yapılmış olan bir çalışma ile de desteklenmektedir. 

Sonuç olarak paklitaksel sonuçlanmız literatür ile paralellik göstermekle 

beraber, geniş doz aralığında, aynı koşullarda, birden fazla kanser türünün, dört 

gün süre ile çok sayıda parametre ile değerlendirildiği göz önüne alındığında 

farklı bir çalışma olduğunu söyleyebiliriz. Ayrıca elde ettiğimiz veriler 

kemoterapötik ajaniann terapötik pencerelerinin dar olduğu gerçeği ile de 

bağdaşmaktadır ve tek doz uygulamak yerine yinelenen düşük doz uygulanması 

ile daha selektif ve başanlı terapiler elde edileceğini savunmaktayız. 

9.2. Kersetin 

Fitoöstrojen olarak bilinen ve yenebilir sebze ve meyvalann çoğunda 

bulunan kersetin, A549 hücrelerinde %50 civannda maksimum etkinlik 

göstermiştir, lizozomal enzimlerde ikinci gün gözlenen artış paklitakselde olduğu 

şeklinde yorumlanabilir. MTT, NR ve CV sonuçlanndan kersetinin A549 

hücrelerinde kısa etkili olduğu görülmüştür. 

Kersetin uygulanan HeLa hücrelerinde MTT, NR, CV ve kolaniformasyon 

testlerinde belirgin ve doza bağımlı sitotoksik etkiler gözlenmiştir. AO boyaması 

ile elde edilen görüntülerde HeLa hücrelerinde kersetinin tüm dozlannda 

sitotoksik etkiler gözlenmektedir (Şekil 39). Özellikle 1-10 J..LM kersetin 
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uygulanan hücrelerde hücrelerin küçüldüğü, üzeri dozlarda ıse hücrelerin 

şekillerini kaybederek öldükleri gözlenmektedir. 

HT-29 hücrelerinde kersetinin etkisi ancak yüksek dozlarda özellikle 250 

J.!M dozda gözlenmiştir. 

MCF-7 hücrelerinde kersetin ile en iyi cevaplar alınmıştır.Uyguladığımız 

tüm testlerde kersetin MCF-7 hücrelerinde doza ve zamana bağımlı etkiler 

göstermiştir, AO boyama sonuçlarında mikronükleus bulgularına rastlanmaktadır 

ve bu bulgularımız daha önce yapılan çalışmalar ile de desteklenmektedir (da 

Silva ve ark. 2002). 

Nlli 3T3 hücrelerinde 50 J.!M dozun üzerindeki dozlarda kersetin AO 

görüntülerinde hücrelerin uzantılarını kaybettiği ve mikronükleuslar içerdiği 

görülmektedir (Şekil 42). 

Çalışmalarımızda kersetin özellikle HeLa ve MCF-7 kanserleri üzerine 

etkili bulunmuş ve bu etkisinin östrojene bağımlı çalışmayan hücrelerde 

etkilerinin az olması sebebi ile östrojene bağımlı olduğu sanılmaktadır. Ancak 

östrojenik karakterde olan bu maddenin MCF-7 ve HeLa hücrelerinde 

antiöstrojenik özellikler göstermesi, meme ve rahim kanserlerinde kullanılmasının 

mümkün olabileceğini göstermektedir. Yapılan bir çalışmada kersetinin de içinde 

bulunduğu bir grup fitoöstrojenin aromataz inhibitörü olabileceğini ve bu sebeple 

soya ile beslenmenin önemini vurgulanm*tadır (Krazeisen ve ark., 2001). Elde 

edilen bu veriler bizim elde ettiğimiz bulguları desteklemektedir. 

Çalışmalarımızda tespit ettiğimiz apoptotik görüntülerin de doğruluğu pankreas 

kanserleri ile yapılan bir çalışma ile desteklenmektedir (Mouria ve ark., 

2002). Yapılan bir çalışmada kersetinin anti östrojenik etkisinin MCF-7 ve HeLa 

hücrelerinde östrojen reseptörlerin m-RNA'lannın down-regülasyonuna bağımlı 

olarak gösterdikleri saptanmıştır (Maggiolini ve ark., 2001). Bu da kersetinin 

östrojen pozitif hücrelerde gösterdiği etkileri açıklamakta ve bulgularımızı 

desteklemektedir. 

9.3. Berberin 

Berberin içeren bitkiler çin tıbbında yüzyıllardır bilinip kullanılmasına 

rağmen batının ilgisini ancak son yıllarda çekebiimiş ve berberin bilimsel 
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araştırmalarda yeni yeni yer almaktadır. Yaptığımız bu çalışma berberin ile 

bugüne kadar yapılan en kapsamlı çalışmadır. Genelde berberin içeren bitkiler 

araştınlmış ya da herberinin sadece bir tek hücrede az sayıda yöntem ile 

antikanser etkileri olduğu bildirilmiştir. 

Berberinin A549 hücrelerinde sitotoksik etkileri özellikle CV ve AO 

sonuçlarında doza bağımlı olarak görülmektedir. Ancak bu değerlerin diğer 

kanser tipleri ile karşılaştınldığında düşük değerler olduğu, ancak Nlli3T3 

hücrelerinde gözlenen çok düşük taksisite ile karşılaştınldığında yine de küçük 

hücreli olmayan akciğer kanseri hücrelerinde kullanılabilir olduğu söylenebilir, bu 

bulgular daha önce yapılan çalışmalar ile de desteklenmektedir (Mitani ve Ark., 

2001). 

Berberin HeLa hücrelerinde uygulanması ile AO boyarnada hücrelerin 

daha ilk dozdan itibaren şekillerini kaybettiği, hücre çekirdeklerinin parçalanmaya 

başladığı, mikronükleusların varlığı ve vakuoller gözlenmektedir, diğer yöntemler 

ile elde edilen sonuçlarımız yapılan bir çalışma ile de desteklenmektedir (Orfial ve 

Ark., 2000). 

HT -29 hücrelerinde berberin tüm dozlarda doza bağımlı ve oldukça etkili 

sitotoksik yanıtlar oluşturmaktadır, bu etkiler uygulanan tüm testlerde 

görülmektedir. HT-29 hücrelerinde MTT uygulaması ile üçüncü gün %7.8, NR ile 

%16,62, CV ile %31.7 gibi değerlere düştüğü ve koloni formasyonu ve AO 

boyaması ile de doza bağımlı sitotoksik etkiler elde edildiği gözlenmektedir. Elde 

edilen bu veriler ile herberinin kolon kanserinde kullanılma potansiyelinin yüksek 

olduğu, ancak bunu göstermek için çalışmaların in vivo testler ile de 

desteklenmesi gerekmektedir (Colombo ve Ark.). 

MCF-7 hücrelerinde berberin HT-29 hücrelerinde gözlenen sitotoksisiyeye 

eşdeğer yanıtlar oluşturmuştur. Elde edilen verilerde herberinin özellikle üçüncü 

gün maksimum etkiye ulaştığı ve dördüncü gün etkisini kaybetmeye başladığı 

görülmektedir, doza bağımlı olması ile de ilaç olma potansiyeli taşıdığını 

söylemek mümkündür. MCF-7 hücrelerinde herberinin sitetoksisitesine dair 

literatürde bir veri tespit edilememiştir. 

118 



NIH3T3 hücreleri üzerine berberin tüm testlerde çok düşük taksisite 

göstermektedir. Bu bulgular herberinin güvenle kullanılabilecek bir ilaç 

olabileceği hakkında bir basamak teşkil etmektedir. 

Elde ettiğimiz verilerde herberinin doza bağımlı etkilerinin özellikle HT-

29 ve MCF-7 hücreleri üzerinde yüksek olduğu, bu tip kanserierin tedavisinde ilaç 

olarak önerilebileceğini savunmaktayız. Aynca NIH3T3 fibroblastlan üzerine 

sitotoksik etkilerinin de yok denecek kadar az olması, bu maddenin değerini 

arttırmaktadır. HT -29 hücrelerinde gözlediğimiz etki kolon kanserleri ile yapılan 

bir çalışma ile desteklenmektedir (Fukuda ve ark., 1999). Bu madde ile yapılmış 

henüz yeterli sayıda makale bulunmadığından elde ettiğimiz veriler önem 

taşımaktadır. 
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BESİYERLERİ, 

ÇÖZELTiLER 

KATKI 

EKl: 

MADDELERİ VE TAMPON 

DMEM (Dulbecco's Modification of Eaglas Medium) 

Bu solüsyon aşağıda kodu verilen toz DMEM şişesi üzerinde verilen bilgiler 

doğrultusunda hazırlanmıştır. 

1 lt -IX veya lOOml -lOX solüsyon hazırlamak için: 

DMEM (toz) 13.42 g 

Steril distile su lOOml veya 1 lt 

HAZIRLANIŞI: 

Steril olan toz steril kabinde daha önce darası alınmış kapaklı bir steril şişeye 

konur. Kapalı olarak steril kabinin dışına alınarak tartılır. Gerekli miktar suyun 

%90'ı steril kabinde ilave edilerek kanştınlır ve hacim tamamlanır. 

STERİLİZASYONU: 

Steril olarak hazırlanmayan solüsyon, steril kabinde steril malzeme ile vakum 

veya basınç uygulayarak 0.22 ı-tm por çaplı filtreden geçirilerek sterilize edilir 

(enjektör ucu filtresi de kullanılabilir). 

SAKLAMA ŞARTLARI: 

Tozu ve solüsyonu buzdolabında saklanır. 

PH: 7.2-7.4 

RAF ÖMRÜ: 36 ay 

NOT: 

Rengi sarıya yakın turuncu ... DMEM Sigma D 5648 kullanılıyor. Bu medyumun 

özellikleri; sodyum bikarbonatsız, 4500 mg/lt D-glukozlu, 2mM L-glutaminli, 

0.005mg/lt fenol-red'li olmasıdır. 
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%10 FCS (FETAL CALF SERUMLU DMEM) 

HeLa ve NIH3T3 Hücreleri için; 

100 ml %10 serumlu medyum hazırlamak için; 

10X DMEM sol. lüml 

%9.2 Sodyum bikarbonat 4 ml 

Penisilin- Streptomisin sol. %1 

Fetal Calf Serum 1 Oml 

Steril distile su 75ml 

HAZIRLANIŞI:Steril kabinde steril pipet yardımı ile steril şişelere hazırlanır. 

Solüsyonun pH' sı IN HCl ve IN NaOH ile ayarlanır. 

STERİLİZASYONU: 

Steril hazırlanır. Solüsyonlann her biri steril olmalıdır. 

SAKLAMA ŞARTLARI: 

Buzdolabında saklanır. Uzun süre saklanacaksaderin dondurucu'da tutulmalıdır. 

Mümkün olduğunca taze hazırlanıp kullanılmalıdır. 

RAF ÖMRÜ: 3 ay 

PH: 7.2-7.4 

NOT: Primer kültürlerde %20 serum içeren medyum kullanılabilir. Düşük 

konsantrasyonlll medyumlarda(%1, %5, %7.5) su miktarı yeniden 

hesaplanmalıdır. DMEM L-glutaminsiz ise aynca 2mM L-glutamin ilave 

edilmelidir. 

KULLANILAN MADDELER: 

DMEM Sigma D 5648 

Fetal Calf Serum Biological lndustries 04-121-lA veya Sigma F 2442, F 9665, F 

4135, F3018 

Heat inaeti ve değilse 56 °C' de lsaat inaktif edilmelidir. Penisilin-streptomisin 

solüsyonu Biological Industries 03-031-lB veya Sigma P 0781, P 4333, L­

glutamin kullanılıyorsa Sigma G 7513'ten %1 oranında kullanılır (Anonim, 

ATCC, 2002). 

DMEM- F 12 MEDIUM 
A549 Hücreleri için; 
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lOOml için: 

lOXDMEM 5ml 

10X F 12 Ham Nutrient 5rnl 

Fenisilin -streptomisin sol. lrnl 

Amfoterisin B sol. 1rnl 

Fetal Calf Serum lO ml 

%9.2NaHCO 5.225ml 

Steril distile su 73ml 

STERİLİZASYONU: 

Steril olarak hazırlanmadıysa membran filtre ile steril edilir. 

SAKLAMA ŞARTLARI: 

Formülde bulunan maddeler ayrı ayrı derin dondurucuda, hazırlanan medyum 

buzdolabında saklanır. 

RAF ÖMRÜ: 

Hazırlanınca 6ay içinde kullanılmalıdır. 

PH= 7-2-7.3 

NOT: 

Hücrelerin durumlarına göre C6 glioma cell line hücrelerde FCS %5 veya %2.5'e 

düşürülebilir. Medyum olarak direkt DMEM nutrient F-12 HAM alınabilir 

(Anonim, A TCC, 2002). 

KULLANILAN MADDELER: 

DMEM: Sigma D 5648 

F-12 HAM: Sigma N 6760 

Penisilin- streptomisin sol.: Sigma P 078 ı' den hazırlanmıştır. 

Fetal Calf Serum: Sigma F 30 ı 8 
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lOX MEM Eagle Besiyeri (Minimal Essential Medium Eagla) 

Bu solüsyon aşağıda kodu verilen toz MEM şişesi üzerinde verilen bilgiler 

doğrultusunda hazırlanmıştır. 

lOOml -lOX solüsyon hazırlamak için: 

MEM Eagle Besiyeri (toz) 1 lt için 

Steril distile su lOOml 

HAZlRLANI ŞI: 

Hazır olarak alınmış toz besiyeri steril kabinde, steril kaba konur. Steril su ilave 

edilerek hacim tamamlanır. Tam hacim ve steriliteden emin olunmak isteniyorsa 

bir mezür içine konulan toz besiyeri manyetik karıştıncı ile suyun % 90'ının 

ilavesi ile hazırlanır. Hacim 100 ml' e tamamlanır. 

STERİLİZASYONU: 

Steril olarak hazırlanmayan solüsyon, steril kabinde steril malzeme ile vakum 

veya basınç uygulayarak 0.22J..tm por çaplı filtreden geçirilerek sterilize edilir 

(enjektör ucu filtresi de kullanılabilir). 

SAKLAMA ŞARTLARI: 

Tozu ve solüsyonu buzdolabında saklanır. 

PH: 7.2-7.4 

RAF ÖMRÜ: 36 ay 

NOT: 

Rengi sarıya yakın turuncu ... DMEM Sigma D 5648 kullanılıyor. Bu medyumun 

özellikleri; sodyum bikarbonatsız, 4500 mg/lt D-glukozlu, 2mM L-glutaminli, 

0.005mg/lt fenol-red'li olmasıdır. 

Anadolu Üniversitesi 
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MEM-Vit. BESiYERİ 

HT -29 Hücreleri için: 

100 ml için; 

lOX MEM Eagle besiyeri 

FCS 

lOOX MEM vitamin solüsyonu 

Non-esansiyel amino asit sol. 

%7,5 Sodyum bikarbonat solüsyonu 

(Anonim, ATCC, 2002) 

lO ml 

lO ml 

2ml 

1 ml 

2.9 ml 

HAZIRLANIŞI: Kullanılan bütün solüsyonlar daha önce steril olarak 

hazırlandığı için, steril kabinde steril malzeme kullanılarak steril şişeye hazırlanır. 

STERİLİZASYONU: 

Steril olarak hazırlanmayan solüsyon, steril kabinde steril malzeme ile vakum 

veya basınç uygulayarak 0.22ı-tm por çaplı filtreden geçirilerek sterilize edilir 

(enjektör ucu filtresi de kullanılabilir). 

SAKLAMA ŞARTLARI: 

Buzdolabında saklanır. 

PH: 7.2-7.4 

RAF ÖMRÜ: 3 ay 

NOT: Uzun süre bekletildiğinde aktivitesini kaybettiği için taze hazırlanıp 

kullanılmalı. 
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MEM-İnsülin BESiYERİ 

MCF -7 Hücreleri için: 

100 ml için; 

10X MEM Eagle Besiyeri (Earle's BSS) 10 ml 

100X L-glutamine (2 mM), ı ml 

7.5 gr/ml Sodyum bikarbonat çözeltisi 2 ml 

100X Non-esansiyel arnina asit çözeltisi ı ml 

100 mM Sodium pirüvat çözeltisi ı ml 

ı mg/ml Bovine insülin ı ml 

FCS 10 ml 

Steril Bidistile su 74 ml 

(Anonim, ATCC, 2002) 

HAZIRLANIŞI: Kullanılan bütün solüsyonlar daha önce steril olarak 

hazırlandığı için, steril kabinde steril malzeme kullanılarak steril şişeye hazırlanır. 

STERİLİZASYONU: 

Steril olarak hazırlanmayan solüsyon, steril kabinde steril malzeme ile vakum 

veya basınç uygulayarak 0.22J.tm por çaplı filtreden geçirilerek sterilize edilir 

(enjektör ucu filtresi de kullanılabilir). 

SAKLAMA ŞARTLARI: 

Buzdolabında saklanır. 

PH: 7.2-7.4 

RAF ÖMRÜ: ı ay 

NOT: İçindeki insülinin aktivitesi azalacağı için uzun süre bekletilen besiyeri 

kullanılmamalı dır. 
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lOOX L-GLUTAMİN SOLÜSYONU 

Hazır solüsyon üzerinde verilen değerlere göre hazırlanmış, sterilizasyon ve diğer 

şartlar laboratuarımızda modifiye edilmiştir. 

ıoo ml ıoox için; 

L-glutamin (toz) 

Steril distile su 

STERİLİZASYONU: 

2.922g 

km lOOml 

Steril olarak hazırlanır. Toz steril değilse 0.22Jlm por çaplı membran filtreden 

süzülerek sterilize edilir. 

SAKLAMA ŞARTLARI: 

Solüsyon derin dondurucu' da saklanır. 

RAF ÖMRÜ: 

Solüsyon 18 ay, toz 36 ay 

NOT: L-glutaminin mol ağırlığı:146.1g., 29.22 mg/ml olarak 200mM hazırlanır 

ve %1 olarak medyuma ilave edilir. 

Tozdan hazırlamak yerine hazır solüsyon da kullanılabilir. 

KULLANILAN MADDELER: 

Toz L-glutamin Sigma 05763 

200mM L-glutamin solüsyonu Sigma G 7513 
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PENİSİLİN-STREPTOMİSİN SOLÜSYONU 

lOOml solüsyon için: 

Penisilin (toz) 

Streptomisin (toz) 

%0.9 NaCl çöz. 

STERİLİZASYONU: 

1.000.000 u 
1.000 mg 

lOOml 

Steril olarak hazırlanır veya 0.22 f.!m por çaplı membran filtreden süzülerek 

sterilize edilir. 

SAKLAMA ŞARTLARI: 

Derin dondurucu' da -20°C' de saklanır. Uzun süre saklanacaksa -80°C tercih 

edilmelidir. 

RAF ÖMRÜ: 

12 ay 

NOT: 

Solüsyon 50X olarak da hazırlanabilir ve medyuma %2 ilave edilebilir. 

Bu solüsyon kültürü 3 gün süre ile korur. 

Bu solüsyon liyofilize antibiyotiklerle (ilaç) hazırlandığında hafif bulanık 

görünüşlü olmaktadır. 

Antibiyotik solüsyonu fungusidli hazırlanacaksa: Penisilin 10.000 U/ml, 

Streptomisin 10.000 f.!g/ml ve Amfoterisin B 25f.!g/ml olacak şekilde serum 

fizyolojik içinde çözündürülerek hazırlanır. 

Bu solüsyon hazır olarak alındığında: Biological Industries 03-03 1-lB veya 

Sigma P 0781, P 4333 kullanılabilir. Hazır bulunmadığı takdirde hücre kültürü 

katologlannda verilen değerlere göre yukandaki şekilde hazırlanabilir. 
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lOX TRİPSİN-EDTA 

100 ml hazırlamak için: 

Tripsin (Toz) 500mg 

EDTA (toz) 1,86 g 

Sodyum klorür (toz) 900mg 

Distile su lOOml 

HAZIRLANIŞI: 

Önce sodyum klorürü suyun %90'ında çözerek serum fizyolojik hazırlanır. Sonra 

tripsin ve EDTA ilave edilir. Manyetik karıştıncı üzerinde berraklaşana kadar 

NaOH ilave edilir. 100ml'ye tamamlanır. 

STERİLİZASYONU: 

0.22 ı.ım por çaplı membran filtre ile steril edilir. 

SAKLAMA ŞARTLARI: 

Derin dondurucu' da -80° C' de s aklanır. 

RAF ÖMRÜ: 18 ay 

PH:8 

NOT: Enzim aktivitesi düşük tripsin olmamalıdır. Mümkünse hazır 10X tripsin­

EDTA solüsyonu kullanılmalıdır. EDTA'sız tripsin solüsyonu kullanılıyorsa · 

300mM EDTA solüsyonu 1X tripsin solüsyonu hazırlanırken ilave edilir. Tripsin 

solüsyonu kalsiyumsuz ve magnezyumsuz olmalı. 

KULLANILAN MADDELER: 

Toz tripsin Sigma T 2271 

EDTAMerck 

Hazır kullanılacaksa 

lOX Tripsin-EDTA Sigma T 4174 

lOX Tripsin solüsyonu Sigma T4549 veya Biological Industries 03-046-1B 

Hazır bulunmadığı takdirde hücre kültürü katologlannda verilen değerlere göre 

yukandaki şekilde hazırlanabilir. 
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lX TRİPSİN SOLÜSYONU 

100 ml için: 

lOX Puck's Saline A (PSA) 

%5 Sodyum bikarbonat 

lOX Tripsin-EDTA 

Steril Distile Su 

HAZIRLANIŞI: 

10ml 

0.7ml 

10ml 

79.3ml 

Steril kabinde steril malzeme ile hazırlanır. Sterilizasyonu için membran filtre 

kullanılır. 

SAKLAMA ŞARTLARI: 

Derin dondurucu' da -20°C' de saklanır. Uzun süre saklanacaksa -80°C' de 

muhafaza edilir. 

RAF ÖMRÜ: 18 ay 

PH: 7.2 

NOT: 

10X Tripsin çözeltisi EDTA'sız ise 0.33 ml 300 mM EDTA formüle ilave edilir. 

(Freshney, 1994) 

STOK SOLÜSYONLARI: 

1. lOX Tripsin-EDTA solüsyonu Sigma T 4174 

2. %5 NaHC03 Çözeltisi (oda ısısında saklanır.) 

3. 300mM EDTA (lOX tripspinde yoksa) 

4. 10X Puck's Saline A çözeltisi 
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lOX PUCK'S SALINE A (PSA) TAMPON ÇÖZELTiSi 

100 ml için: 

Potasyum klorür (4g/lt) 

Sodyum klorür (80g/lt) 

Sodyum bikarbonat (3.5g/lt) 

D-glukoz (lOg/lt) 

Fenol-red (0.05g/lt) 

Bidistile su 

(Anonim, Gibco, 1998-99). 

HAZIRLANIŞI: 

0.4 g 

8g 

0.35g 

lg 

0.005 g 

lOOml 

Oda ısısında tüm maddeler tartılarak 90 ml su içinde çözündürülür, 100 ıni'ye 

tamamlanır. 

STERİLiZASYONU: 

Steril kabinde steril malzeme kullanılarak membran filtre ile yapılır. 

SAKLAMA ŞARTLARI: 

Oda ısısında veya buzdolabında saklanır. 

RAF ÖMRÜ: 24 ay 

PH: 7.2 ± 0.2 

NOT: 

Fenol-red Sigma P 0290 solüsyon olarak kullanılabilir. %1 ilave edilir. Tripsin 

için kullanılan tampon çözeltiler kalsiyum ve magnezyum içermemelidirler. 
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300 mM EDTA (ETİLENDİAMİNTETRAASETİK ASİT) SOLÜSYONU 

100 ml için: 

EDTA disodyum (toz) 

Bidistile su 

Sodyum hidroksit -1.2g 

(veya IN Sodyum hidroksit) 

HAZIRLANIŞI: 

11.166g 

lOOml 

pH=8 

90 ml su içinde EDTA çözündürülür. Manyetik kanştıncı üzerinde solüsyon 

berrak hal alana kadar NaOH taneleri tek tek atılır. PH=8 olduğunda solüsyon 

berraklaşır. 100 ml'ye tamamlanır. 

STERİLİZASYONU: 

Sıkı kapalı ve ısıya dayanıklı cam şişede 121 .°C'de 1.1 atm. basınçta 30 dak'da 

yapılır. 

SAKLAMA ŞARTLARI 

Oda ısısında + 20 °C' de saklanır. 

RAF ÖMRÜ: 24 ay 

PH: 8 

NOT: 

Etilendiamintetraasetik asit disodyum tuzu kullanılır. Anhidr çözünmez. PH=8 

dışında BDT A yeterince çözünmediği için bulanıktır. 

EDTA'nın formülü: CıoHı4NzNaı0s. 2Hı0 

Mal ağırlığı: 372.2 g 
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YIKAMA ÇÖZELTiSi 

lOx PBS (FOSFAT TAMPON ÇÖZELTiSi- PHOSPHATE BUFFER 

SALINE) 

ıox ı lt için: 

Sodyum klorür (NaCl) 

Potasyum klorür (KCl) 

Potasyum bifosfat (KHzP04) 

Sodyum bifosfat (NazHP04) 

Bidistile su 

80g 

2g 

2g 

11.4g 

lOOOml 

(Korkmaz, ı996; Kruse ve Patterson, ı973) 

HAZIRLANIŞI: 

Maddeler tartılarak 900 ml suda çözündürülür. llt'ye tamamlanarak pH ayarlanır. 

STERİLiZASYONU: 

Sıkı kapalı ve ısıya dayanıklı cam şişede ı2ı °C' de 1. ı atm. basınçta 30 dak' da 

yapılır. 

SAKLAMA ŞARTLARI: 

Oda ısısında saklanır. 

RAF ÖMRÜ: 24 ay 

PH=7.3 

NOT: 

Kullanılacağı zaman steril kabinde açılır ve ıooml için lOml alınarak 90ml steril 

distile su ile ıoOml'ye tamamlanır. 

Primer kültür yapılırken: doku % ı -2 ml penisilin-streptomisin solüsyonu ilaveli 

PBS içinde 5-ıO dakika bekletildikten sonra İzolasyon işlemi uygulanır. 

ıx PBS içindeki madde konsantrasyonlan: NaCl = 137mM, KCl = 2.7mM, 

KHzP04 = 1.5mM, NazHP04 = 8mM. 
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IX HBSS (HANK'S BALANCED SALT SOLUTİON) 

llt 1X için; 

C aCiz 0.14g * 
KCl 0.40g 

KHzP04 0.06g 

MgS04. 7Hz0 O. lOg 

MgClz. 6Hz0 O. lOg 

NaCl 8.00g 

NaHC03 0.35g 

NazHP04 0.09g 

D-Glukoz l.OOg * 
Phenol-red 0.01g 

Distile su 985ml 'ye tamamlanır. 

(Anonim, Gibco, 1998-1999) 

HAZIRLANIŞI: 

* CaClz ve D-glukoz direkt formüle ilave edilmez. kalsiyum klorürün %1.4'lük 

ve D-glukozun %20'lik çözeltileri ayn ayn hazırlanır, kullanılacağı zaman 100 ml 

için: HBSS 98.5ml, D-glukoz çözeltisi 5ml ve CaClz çözeltisi lüml ilave edilir. 

Solüsyonlar kanştınldığı zaman 24 saat içinde kullanılmalıdır. 

KULLANlLlŞI: Hücreler PBS içinde uzun süre bekletilemez. Doku alınmasında, 

hücrelerin serumsuz bekletilmesinde alternatif olarak kullanılır. Tripan mavisi · 

diskalifikasyonu yönteminde hücreler için serumsuz besiyerine alternatif vasat 

olarak kullanılabilir. 

STERİLİZASYONU: 

%20 D-glukoz, %1.4 CaClz ve HBSS solüsyonlannın her biri sıkı kapalı ve ısıya 

dayanıklı cam şişede 121 °C'de 1.1atm. basınçta 30 dak'da steril edilir. 

SAKLAMA ŞARTLARI: 

Buzdolabında saklanır. 

RAF ÖMRÜ: Solüsyonlar ayn ayn 24 ay saklanabilir. Solüsyonlar birleştirildiği 

zaman HBSS 24 saat içinde kullanılmalıdır. 

pH=7.2 

NOT: D-glukoz %20'nin altında otoklava verilirse karamelize olur. 

Anadolu Üniversitesi 
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%37'lik HCl 

Distile su 

lN HİDROKLORİK ASİT HAZlRLANMASI 

lOOOml için 

82.80ml 

917.2ml 

HESAPLANMASI VE HAZIRLANIŞI: 

Litredeki ekivalen gram sayısı = 36.46/1 

Konsantre HCl çözeltisi %37liktir. 

H= lg 

cı= 35.46g 

lOOg da 37g HCl varsa 

X g da 36.46 g vardır 

X = 98.54g' da 36.46g HCl vardır. 

Dansitesi: 

lOOml için 

8.28ml 

91.72ml 

d = 1.19 =98.54N ise V = 82.80 ml %37'lik HCl alındığında llt için IN 'i 

verecek miktar bulunur. 

STERİLİZASYONU: 

0.22J.tm por çaplı membran filtreden süzülür. 

SAKLAMA ŞARTLARI 

Buzdolabında saklanır. 

NOT: Besiyerinin baza kayan pH' sını ayarlamak için kullanılır. 

RAF ÖMRÜ: 

24 ay 
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lN SODYUM HİDROKSİT HAZlRLANMASI 

Na= 23g 

0= 16g 

H= lg 

Ekivalen gram sayısı = 40/lg 

NaOH 4g 

Distile su lO O ml 

HAZIRLANIŞI: 

4g sodyum hidroksit 40-50ml suda iyice çözündürülür. Distile su ile lOOml'ye 

tamamlanır. 

STERİLİZASYONU: 

Membran filtreden süzülür. 

SAKLAMA ŞARTLARI: 

Buzdolabında saklanır. 

NOT: Besiyerinin asidekayan pH'lannı ayarlamak için kullanılır. 

RAF ÖMRÜ: 24 ay 
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EK2. 

YÖNTEMLERDE KULLANILAN SOLÜSYON VE BOYA FORMÜLLERİ 

TRİPAN MA VİSİ: Hazır olarak alınan %0.4 'lük çözeltisi kullanıldı. 

MTT STOK ÇÖZELTiSi: 500 mg MIT toz 100 ml PBS içinde çözündürülüp, 

membran filtrer ile steril edildi ve ışık geçirmeyen şişelere konuldu. Derin 

dondurucuda raf ömrü 6 aydır (Mosmann, ı983). 

MTT ÇALIŞMA ÇÖZELTiSi: ı kısım stok çözeltisi + 9 kısım besiyeri 

(Mosmann, ı983). 

KRiSTAL VİYOLE ÇALIŞMA ÇÖZELTiSi: 500 mg toz kristal viyole + 26 

ml absolü alkol+ 74 ml distile su (%0.5'lik hazırlandı) (Yamamoto ve ark., 2000; 

Xie ve ark., ı999). 

0.1 KRiSTAL VİYOLE OKUMA SOLÜSYÖNU: o.ı m sodyum sitrat 

çözeltisi: 2.94ı gr sodyum sitrat + ıoo ml distile su (Xie ve ark., ı999). 

NÖTRAL KIRMIZI BOYA SOLÜSYONU: 0.4 gr. Nötral kırmızı+ 100 ml 

distile su (membran filtreden geçirilip steril edildi ve koyu renk şişede 

buzdolabında saklandı) (Xie ve ark., ı999). 

NÖTRAL KIRMIZI BOYAMA YÖNTEMİ İÇİN FİKSATİF SOLÜSYON: 

Formaldehitlkalsiyum klorürü yıkama ve fiksatif çözeltisi kullanıldı. Taze olarak 

hazırlanıp hemen kullanılmalıdır. 1.3 ml %37'lik formaldehit + 10 ml % 10'luk 

kalsiyum klorür çözeltisi+ 89 ml distile su (Xie ve ark., ı999). 

NEUTRAL RED UP-TAKE OKUMA SOLÜSYONU: %1 Asetik asit etanol 

çözeltisi kullanılır. ı ml asetik asit+ 99 ml %50'lik etanol (Xie ve ark., ı999). 
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KOLONİ FORMASYONU İÇİN AGAR: %3'lük agar distile su ile hazırlanıp, 

otoklav ile steril edilir (Altınöz ve ark, 200ı, Korkmaz ve ark., 200ı/b). 

KOLONİ FORMASYONU İÇİN ALT AGAR TABAKASI: ı kısım %3'lük 

agar + 4 kısım serumlu besiyeri (Altınöz ve ark, 200ı, Korkmaz ve ark., 200ı/b). 

KOLONİ FORMASYONU İÇİN ÜST AGAR TABAKASI: ı kısım hücre 

süspansyonu +2 kısım alt tabaka (ı kısım %3'lük agar + 4 kısım besiyeri) 

(Altınöz ve ark, 2001, Korkmaz ve ark., 200ı/b). 

AKRİDİN ORANJ STOK ÇÖZELTiSi: 100 mg AO + 100 ml distile su. 

Buzdolabında ışık geçirmeyen kaplarda 6 ay saklanabilir (Kasten, ı98ı). 

AKRİDİN ORANJ ÇALIŞMA ÇÖZEL TİSİ: ı kısım AO stok çözeltisi + 9 

kısım PBS. Taze hazırlanıp kullanılmalıdır (Kasten, ı98ı). 
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