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ÖZET 

Kayacan, S. (2015). Endemik Centaurea nerimaniae Ekstresinin Kanser Hücre 

Soylarında Sitotoksik ve Apoptotik Etkileri. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri 

Enstitüsü, Tıbbi Biyoloji ABD. Yüksek Lisans Tezi. İstanbul.  

Bu çalışmada, Türkiye’ye endemik bir bitki türü olan Centaurea nerimaniae’nin 

metanol özütünün HeLa (serviks adenokarsinomu) ve MDA-MB-231 (meme 

adenokarsinomu) hücreleri üzerindeki sitotoksik ve apoptotik etkilerinin araştırılması 

amaçlandı. Bitki özütünden hazırlanan 8 farklı konsantrasyonun hücre indeksi üzerine 

etkileri ve etken dozların belirlenmesi xCELLigence sistemi ile araştırıldı. Etken 

sitotoksik dozların apoptotik hücre ölümü üzerindeki etkilerinin incelenmesi için 

TUNEL yöntemi ve DAPI nukleus immünfloresan boyama yöntemi, ayrıca aktif 

kaspaz-3 tayini için de immünhistokimya yöntemi kullanıldı. C. nerimaniae bitki 

özütünün HeLa (1,42 mg/ml) ve MDA-MB-231 (3,67 mg/ml) hücrelerinde etken doz ve 

zamana bağlı olarak önemli derecede etkili olduğu gözlemlendi (p<0.001). C. 

nerimaniae özütünün HeLa ve MDA-MB-231 hücrelerine özgü etken dozlarının her iki 

hücre grubunda da apoptotik indeksin özüt uygulanmayan kontrol gruplarına göre 

belirgin olarak arttığı (p<0.0001) saptandı. HeLa ve MDA-MB-231 soylarında aktif 

kaspaz-3 immünpozitif hücre sayısının kontrol gruplarıyla karşılaştırıldığında anlamlı 

olarak arttığı tespit edildi (sırasıyla, p<0.0001, p<0.001). C. nerimaniae özütünün HeLa 

ve MDA-MB-231 hücrelerindeki sitotoksik etkisinin, apoptotik hücre ölümünü 

uyarmada etkin bir rolü olduğu belirlendi. C. nerimaniae’nin kanser tedavisinde yeni bir 

doğal kaynak olarak dikkate alınabileceği düşünüldü. 

 

Anahtar Kelimeler : HeLa, MDA-MB-231, C. nerimaniae, Sitotoksisite, Apoptoz 
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ABSTRACT 

Kayacan, S. (2015). The Cytotoxic and Apoptotic Effects of The Endemic Centaurea 

nerimaniae Plant Extract on Cancer Cell Cines. İstanbul University, Institute of Health 

Science, Department of Medical Biology. Master Thesis. İstanbul.   

The aim of this study, to investigate the cytotoxic and apoptotic effects of the methanol 

extract of Centaurea nerimaniae, which is an endemic species of Turkey, on HeLa 

(cervical adenocarcinoma) and MDA-MB-231 (breast adenocarcinoma) cells. The cells 

were treated with 8 different concentrations of C. nerimaniae over different time 

periods. The cytotoxic effects of the plant extract on cells were measured by using 

xCELLigence system. TUNEL assay and DAPI immunoflourescence staining of nuclei 

were used to examine plant extract effects on the apoptotic cell death with the effective 

cytotoxic doses, also immunohistochemistry method was used for the determination of 

active caspase-3. The results showed that the effective doses of C. nerimaniae could 

significantly inhibit the growth of HeLa (1,42 mg/ml) and MDA-MB-231 (3,67 mg/ml) 

cells in a dose and time dependent manner (p<0.001). The apoptotic cell index on HeLa 

and MDA-MB-231 cells which were treated with effective doses of C. nerimaniae plant 

extract, were significantly increased compared with control groups (p<0.0001). 

Immunohistochemistry results showed that after treatment of effective doses, caspase-3 

immune positive cells were increased in extract treatment groups of HeLa and MDA-

MB-231 cells with significant differences compared to control group (p<0.0001, 

p<0.001, respectively). As a result, the treatment of the effective doses of C. nerimaniae 

extract induces apoptotic cell death on HeLa and MDA-MB-231 cells and it was 

considered that can be a novel promising candidate for the treatment of cancer. 

 

Key Words: HeLa, MDA-MB-231, C. nerimaniae, Cytotoxicity, Apoptosis 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Kanser, tüm dünyada insan hayatını tehdit eden ve tedavisindeki tüm 

ilerlemelere rağmen ölüm oranları hala çok yüksek olan multifaktöriyel kompleks bir 

hastalıktır (Siegel ve ark., 2014). 

Günümüzde, kanser tedavisinde cerrahi, kemoterapi, radyasyon tedavisi ve 

immünoterapi yöntemleri kullanılmaktadır. Kanser tedavisi için kullanılan en yaygın 

seçenek kemoterapidir. Ancak kemoterapinin ilaç toksisitesi ve ilaç direncinin ortaya 

çıkması tedavideki yetersizliğin başlıca nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir 

(Hanahan ve Weinberg, 2011). 

Güçlü ve düşük yan etkiye sahip, kansere karşı yeni ilaçların geliştirilmesi 

üzerine çok sayıda çalışma yapılmaktadır (Alia ve ark, 2006; Pilatova ve ark., 2010; 

Moghaddam ve ark., 2012). Günümüzde, kansere karşı kullanılan ilaçların %60’ı doğal 

ürünlerden elde edilmektedir. Klinikte yaygın olarak kullanılan doğal bileşikler arasında 

bitkisel kaynaklı olanların sayısı oldukça fazladır (Treasure, 2005; Miller ve ark., 2008; 

Mahata ve ark., 2012; Marzo ve ark., 2013; Matic ve ark., 2013; Shiezadeha ve ark., 

2013; Howat ve ark., 2014; Safarzadeh ve ark., 2014). Doğal ürünlerden geliştirilen 

ilaçlar ya ham özütlerinden veya özütlerden izole edilen bileşiklerden kaynaklanır 

(Exposito ve ark., 2009; Ostermann ve ark., 2009; Liu ve ark., 2010; Ali ve ark., 2012; 

Tröger ve ark., 2012; Weissenstein ve ark., 2014; Iwamoto ve ark., 2015). Günümüzde 

kemoterapi amacıyla kullanılmakta olan antitümör etkisi kanıtlanmış vinka alkaloidler 

(vinkristin, vinblastin), taksanlar (paklitaksel), kampoteşinler (topotekan) ve 

epipodofilotoksinler (etoposid) gibi pekçok bitkisel kökenli bileşik bulunmaktadır 

(Fulda ve ark., 2008; Gupta ve ark., 2012; Korkina ve Kostyuk, 2012; Ramasamy ve 

ark., 2012).  

Çeşitli çalışmalarda doğal ürünlerin ham özütlerinin, antitümöral aktiviteye 

sahip çeşitli moleküller içerdikleri ve bunların bazılarının kanser hücrelerini öldürmekte 

oldukça etkili oldukları gösterilmiştir (Csupor ve ark., 2009; Csapi ve ark., 2010; 

Chicca ve ark., 2011; Forgo ve ark., 2012). Ancak bitki özütlerinden elde edilen tek bir 

maddenin kendi başına kullanılması yerine, bitki özütü içerisindeki tüm bileşiklerin 

kompleks etkileşimleri (sinerjitik ve/veya antagonist etkileri) nedeniyle total bitki 

özütlerinin kullanılmasının bazı durumlarda daha etkili olduğunu ileri süren çalışmalar 
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vardır (Erel ve ark., 2014; Koç ve ark., 2014; Solowey ve ark., 2014). Ayrıca aynı cinse 

ait farklı türler içerisinde, aynı etken maddelerin farklı dozlarda bulunabileceği 

gösterilmiştir (Aktümsek ve ark., 2011; Chicca ve ark., 2011; Forgo ve ark., 2012; Salla 

ve ark., 2013).  

Bitki özütlerinin ve/veya bileşenlerinin antitümoral etkileri özellikle hücre 

büyümesi, DNA replikasyonu, apoptotik hücre ölümü, invazyonu ve metastazında rol 

alan sinyal iletim yolaklarında görevli hedef moleküller ile ilişkili olarak bulunmuştur 

(Matic ve ark., 2013; Park ve ark., 2013; Wong ve ark., 2013; Foo ve ark., 2014; 

Moirangthem ve ark., 2014).  

Centaurea cinsi, 180 adeti Türkiye’ye özgü olmak üzere dünyada 600’den fazla 

tür içerir ve ülkemizdeki endemizm oranı yüksektir (Davis, 1975; 1988; Aktümsek ve 

ark., 2011).  Dünya üzerinde değişik bölgelerde de endemik olarak yetişen Centaurea 

türlerinin bazıları halk arasında, karaciğer ve böbrek rahatsızlıklarının tedavisinde, nefes 

darlığı, ülser ve sıtma hastalığı tedavisinde, baş, göz ve boğaz ağrılarının 

giderilmesinde, sinus enfeksiyonları gibi çeşitli hastalıkların tedavisi amacı ile 

kullanılmaktadır (Baytop, 1999; Arif ve ark., 2004; Djeddi ve ark., 2008; Forgo ve ark., 

2012). 

Farklı Centaurea türlerine ait özütlerin ve bileşiklerinin antioksidan, 

hipoglisemik ve antienflamatuar etki mekanizmaları ile ilişkili çalışmalar bulunmasına 

rağmen (Trendaflova ve ark., 2007; Koca ve ark., 2009; Csupor ve ark., 2010; Zengin 

ve ark., 2010; Aktümsek ve ark., 2011; Aktümsek ve ark., 2013; Erel ve ark., 2014; Koç 

ve ark., 2014; Özbilgin ve ark., 2014), Centaurea türlerinin kanser hücreleri üzerindeki 

etkileri konusunda çok az sayıda çalışma vardır (Csupor ve ark., 2009; Csapi ve ark., 

2010; Chicca ve ark., 2011; Erel ve ark., 2011; Forgo ve ark., 2012). Bu çalışmada, 

ülkemizde Akdeniz bölgesinde endemik olarak yetişen Centaurea nerimaniae türünden 

(Kültür, 2010) elde edilen özütün, ilk kez kanser hücre soyları üzerindeki etkilerinin 

incelenmesi amaçlanmıştır. Bu bitkinin özütü ile daha önce yapılmış herhangi bir in 

vivo ve/veya in vitro çalışma bulunmamaktadır ve henüz kimyasal bileşenlerinin 

tanımlanması yapılmamıştır.  

Geleneksel tedavi modelleri içinde yer alan sitotoksik kemoterapi, hala birçok 

kanser türü için tercih edilmektedir (Li ve ark., 2009; Kumar ve ark., 2012; Zhang ve 

ark., 2012; Hon Lee ve ark., 2013; Samarghandian ve ark., 2013). Kemoterapi amaçlı 
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kullanılmakta olan sitotoksik maddeler, bölünme evresindeki bir hücreyi, durağan 

fazdaki bir hücreye oranla daha fazla etkilemektedir (Mycek ve ark., 1998). Bu nedenle, 

kullanılacak olan maddenin sitotoksik etkisinin saptanması büyük önem taşımaktadır 

(Alabsi ve ark., 2012). Kanser tedavilerinin başarısı yüksek oranda normal dokunun 

yaşamasını sağlayıp, kanser hücresinin yok edilmesine bağlıdır. Tedavide öncül 

neoplastik hücrelerin yok edilmesi amacıyla proliferasyonun durdurulması veya 

apoptozun başlatılması önemli bir adım olarak kabul edilir (Hanahan ve Weinberg, 

2011; Bertheau ve ark., 2013; Obiorah ve ark., 2014). 

Apoptoz kontrolünün bozulması kanser oluşumunda önemli rol oynar. Kanser 

hücrelerinin normal apoptotik süreçten kaçmaları sık gözlenen bir özelliktir. Kanser 

hücreleri ya antiapoptotik proteinlerin aşırı aktivasyonu ya da proapoptotik proteinlerin 

baskılanmasıyla apoptoza dirençli bir nitelik kazanırlar (Olsson ve Zhivotovsky, 2011; 

Öztürk, 2011; Constance ve Lim, 2012; Sun ve ark., 2013). Apoptoz, hücre içinden 

veya hücre dışından gelen çeşitli uyaranlar ile tetiklenebilmektedir. Kanser ilaçlarının 

birçoğu apoptozu uyaran yolaklarda iş görmektedir (Degterev ve Yuan, 2008). 

Servikal kanserler, tüm dünyada kadınlar arasında en sık görülen kanserler 

arasında üçüncü sırada, ölüme neden olması açısından da ikinci sırada yer alır. HeLa 

hücreleri, serviks adenokarsinomlu bir vakadan türetilen hücre soylarından biridir 

(Sherer ve ark., 1953). HeLa hücreleri HPV18 dizileri içermektedir ve düşük 

seviyelerde p53, normal seviyelerde pRB ifadesine sahiptir (ATCC; Adey, 2013). 

Meme kanseri tüm dünyada kadınlar arasında en sık görülen ve ölüme neden olan 

kanser türüdür. MDA-MB-231 hücre soyu, meme kanserli bir vakanın plevral 

effüzyondaki malign hücrelerinden türetilmiştir (Macklndoe ve ark., 1979). Östrojen 

reseptörü ve progesteron reseptörü negatif olup HER2 amplifikasyonu negatif olan 

hücre soyudur. Bu nedenle MDA-MB-231 hücreleri, üçlü negatif meme kanseri tipine 

ait örnek soydur (ATCC; Kao ve ark., 2009). 

Bu çalışmanın amacı; Centaurea nerimaniae Ş. Kültür bitki özütünün HeLa ve 

MDA-MB-231 hücreleri üzerine farklı konsantrasyonlarının olası sitotoksik ve 

apoptotik etkilerini araştırmaktır. Ayrıca bu çalışma ile kanser tedavisinde büyük bir 

öneme sahip olan doğal ürünlerden elde edilen ilaç çalışmalarının teşvik edilmesi ve 

ülkemizdeki endemik bitkilerin değerlendirilmesine katkıda bulunmak amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. KANSER 

 

Kanser, genetik ve epigenetik olayların hücresel birikimine bağlı multifaktöriyel 

kompleks bir hastalıktır. Doğal bir süreç veya çevresel faktörlerin etkisi ile genlerde 

meydana gelen değişiklikler sonucunda hücrelerin kontrolsüz bölünmesiyle ortaya çıkar 

(Blagosklonny, 2005; Jemal, 2010). Kanser, normal dokularda hücre ölümü ve 

çoğalması arasındaki dengeyi sağlayan homeostatik kontrol mekanizmasının hasar 

görmesi neticesinde gelişmektedir (Evan ve Vousden, 2001).  

 Kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yöntemler, immunoterapi, 

gen tedavisi ve alternatif tedavi gibi çeşitli yöntemler birlikte veya ayrı ayrı 

uygulanmaktadır (Mycek ve ark., 1998). Bu yöntemler arasında en sık kullanılanı 

kemoterapidir (Kumar, 2012). 

 Günümüzde kansere yakalanan bireylerin sayıları giderek artmaktadır. Dünya 

Sağlık Örgütü (WHO) istatistiklerine göre 2008 yılında yaklaşık 12,7 milyon kanser 

vakası görülmüştür ve bu sayının 2030 yılında 21 milyon artması beklenmektedir 

(Marie ve ark., 2013). Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansı (The International 

Agency for Research on Cancer, IARC) 2012 yılında 14,1 milyon yeni kanser vakası, 

8,2 milyon kanser nedeniyle ölüm ve 32,56 milyon kanserle yaşayan insan olduğunu 

bildirmiştir (Ferlay ve ark., 2013). Kanser, 21. yüzyılda da hala dünyadaki en önemli 

halk sağlığı sorunu olmaya devam etmektedir. Tanı ve tedavideki ilerlemelere rağmen 

hastaların genel olarak sağkalımı hala düşük orandadır (Hanahan ve Weinberg, 2011). 

2.1.1. Kanser hücreleri ve kanser gelişiminde etkili faktörler 

 

Kanser hücreleri, normal hücre çoğalmasını, farklılaşmayı ve sağkalımını 

düzenleyen mekanizmalardaki anomaliler sonucunda kontrolsüz olarak çoğalmaya 

başlarlar. Sürekli bölünerek normal doku ve organları istila edip yayılırlar. Kanser 

hücreleri, normal hücrelerden farklı olarak hücre dışı büyüme faktörlerine daha az 

gereksinim duyarlar. Hücre çoğalmasında etkili olan hücre içi sinyal yolaklarındaki 

proteinlerin veya büyüme faktörü reseptörlerinin kontrolsüz aktivitesinden dolayı, 

kanser hücreleri çoğalmayı sağlayan büyüme faktörlerini kendileri salgılayabilirler, bu 
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da otokrin çoğalma uyarımı ile hücrenin sürekli olarak çoğalmasına neden olur (Şekil 2-

1). Ancak, in vitro koşullarda çoğalabilmek için büyüme faktörlerine ihtiyaç duyarlar. 

 

 

Şekil 2-1: Kanserleşmede rol alan faktörler (Hanahan ve Weinberg, 2011’den uyarlama). 

   

 Kültür ortamında normal fibroblastlar diğer komşu hücrelere temas ettikleri anda 

gelişmelerine son verirler ve çoğalmazlar (kontakt inhibisyon). Böylece normal hücreler 

birbirlerine tutunarak düzenli bir şekilde kültür kabında yer kaplarlar. Ancak, tümör 

hücreleri komşu hücrelerle temas ettiği zaman bile hareket etmeye devam ederek çok 

katlı düzensiz kümeler halinde çoğalmaya devam ederler. Kanser hücreleri, kontrolsüz 

olarak çoğaldıkları için normal biçimde farklılaşamazlar ve farklılaşmanın erken 

evrelerinde kalırlar (Kalluri ve Zeisberg, 2006; Hanahan ve Weinberg, 2011).  

  Kanser hücreleri, normal dokunun içerisine girebilmek için hücre dışındaki 

matriks bileşenlerini parçalayan proteazlar salgılayarak invazyon özelliği gösterirler. 

Tümörün büyümeye devam edebilmesi için yeni kan damarlarının oluşması 

(anjiyogenez) gereklidir. Bu damarlar, tümör hücresi tarafından salgılanan ve çevre 

dokuların damarlarındaki endotel hücrelerinin çoğalmasını uyaran büyüme faktörlerine 

yanıt olarak ortaya çıkar. Bu da tümör hücrelerinin gelişen yeni kılcallara rahatça 
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girebilmesini ve kanser hücrelerinin dolaşıma katılarak metastatik yayılımı başlatmasına 

olanak sağlar (Benazzi ve ark., 2014; Joosse ve ark., 2015). 

  Onkogenler, p53 ve Rb gibi tümör baskılayıcı genlerde meydana gelen 

mutasyonlar da kanser gelişimine neden olmaktadır. Fakat bu durum kanser hücrelerinin 

kromozomal bozukluklarını ve biyoçeşitliliğini açıklamakta yetersiz kalmaktadır. Farklı 

bir görüşe göre ise, hücre bölünmesini kontrol eden genlerde meydana gelen bir 

mutasyon anormal replikasyona, delesyona ve duplikasyona yol açarak hücrelerin belli 

bir proteini gereğinden az veya fazla üretir. Eğer kromozomal aberasyonlar hücre 

döngüsünü kontrol eden büyüme faktörlerinin üretimini veya tümör baskılayıcılar gibi 

bir veya daha fazla proteini etkilerse kanser ortaya çıkabilir. Ayrıca, hücre döngüsü, 

DNA hasar tamiri ve apopotozda görevli olan genlerin aşırı metillenmesinin de bazı 

kanser türlerinde karakteristik olarak göründüğüne dair güçlü kanıtlar bulunmaktadır. 

Kanser gelişimine yol açabilecek farklı birçok mekanizma olabilir. Bu durum da 

kanserin nedeninin belirlenmesini daha da güçleştirmektedir (Adjei ve Blanka 2015). 

2.2. KANSER HÜCRE SOYLARI: HeLa ve MDA-MB-231 

2.2.1. Serviks kanseri ve HeLa hücre soyu  

 

Servikal kanserler tüm dünyada kadınlar arasında en sık görülen kanserler 

arasında üçüncü sırada yer alır. Gelişen dünyada kadınlar arasında ölüme sebebiyet 

veren kanser türleri arasında ikinci sıradadır. Servikal kanserlerin iki ana histolojik tipi 

skuamöz servikal kanserleri (SSK) ve adenokarsinomları içerir. SSK’ler, tüm dünyada 

kadınlarda en sık tanısı konan ikinci kanser türüdür ve tüm vakaların %70’ini oluşturur. 

Hemen hemen tüm SSK’ler HPV (İnsan Papilloma Virusü)’nin, özellikle de Tip-16 ve -

18’in tekrarlayan enfeksiyonu sonucu oluşmaktadır. Bu kanserler öncü lezyonların 

erken teşhisine ve etkili görüntüleme tekniklerine bağlı olarak tedavi edilebilir. Daha 

çok Tip-18 HPV ile ilişkilendirilmiş olan adenokarsinomlar ise tüm vakaların yaklaşık 

%25’inden sorumludur. Adenoskuamöz karsinom ise en az görülen tiptir ve vakaların 

yaklaşık %3-5’inde görülmektedir (Brown ve Trimble, 2012; Banerjee ve Kamrava, 

2014). 

 

 HeLa: HeLa (insan servikal adenokarsinom hücre soyu) hücreleri, 31 yaşındaki 

Henrietta Lacks adlı bir kadının serviksinde oluşan adenokarsinomdan üretilmiş, 
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laboratuvar ortamında sınırsız süre yaşayan ve bir insana ait olan ilk hücre soyudur 

(Tablo 2-1). Hücreler epitel karakterli morfoloji göstermekte olup her 24 saatte yeni bir 

jenerasyon üretebilmektedir. HeLa hücre soyu keratin içermektedir. Lizofosfatidilkolin 

(lyso-PC), protein kinaz-C’den bağımsız bir yolak vasıtasıyla AP-1 aktivitesini ve c-jun 

N terminal kinaz aktivitesini uyarmaktadır. HeLa hücrelerinin genlerinde HPV 18 

dizileri içerdiği bildirilmiştir. Hücrelerdeki p53 ifadesinin düşük ancak pRB’nin 

ifadesinin normal olduğu belirtilmiştir (ATCC; Adey, 2013). 

  HeLa hücrelerinin ölümsüz özelliği araştırmacıların daha önce imkansız olarak 

görülen araştırmaları yapabilmesine imkan tanımış ve keşfedilmelerinden hemen sonra 

standart hücre soyu olarak kullanılmıştır. HeLa hücreleri, kanserin tedavisinde genetik 

mekanizmaların araştırılmasında, radyasyon ve kemoterapi çalışmalarındaki hücresel 

davranışların tespiti için sıklıkla kullanılmaktadır. Bir diğer dikkat çekici nokta ise 

hücrelerin çocuk felci aşısının geliştirilmesinde oynadıkları roldür. HeLa hücreleri, 

virüsün laboratuvar ortamında yetiştirilmesini mümkün kılmıştır. Bir aşı üretileceği 

zaman insanlara uygulanmadan önce HeLa hücreleri üzerinde test edilebilmiştir 

(http://micro.magnet.fsu.edu/primer/techniques/fluorescence/gallery/cells/hela/helacells.

html). 

2.2.2. Meme kanseri ve MDA-MB-231 hücre soyu 

  

 Meme kanseri tüm Dünya’da kadınlar arasında en sık görülen kanser türüdür. 

2012’de 1,67 milyon yeni vakaya tanı konmuştur. Ayrıca, yılda 500.000 ölüm ile 

kadınlar arasında en çok ölüme sebebiyet veren kanser türüdür. En sık görülme oranları 

dünyanın en gelişmiş bölgelerinde olup her 100.000 vakada 74,1 yeni vaka teşhisi 

konurken, bu oran az gelişmiş bölgelerde 31,3’tür (Banerjee ve Kamrava, 2014). 

 Tüm meme kanserlerinin yaklaşık %10-20'si üçlü negatif meme kanseridir 

(ÜNMK). Üçlü negatif meme kanserini diğer meme kanserlerinden ayıran özellik 

“reseptör durumu”dur. Üçlü negatif meme kanseri ‘reseptör negatif’tir, yani; östrojen 

hormon reseptörü (ER), progesteron hormon reseptörü (PR) ve insan epidermal büyüme 

faktörü (HER2) reseptörlerinden hiçbirine sahip değildir. Üçlü negatif grup olarak 

tanımlanan bu tümörlerin diğer tüm meme kanserlerinden temel farklılıklar gösterdiğine 

dair birçok veri vardır. Üçlü negatif tümörler meme kanserleri arasında en kötü seyirli 

gruplar arasındadır ve tedavi seçeneklerinin sınırlı olduğu bu grupta yeni tedavi 
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yaklaşımları için tümör özelliklerinin daha iyi anlaşılması gerekmektedir (Shajahan-Haq 

ve ark., 2015; Tomao ve ark., 2015). Genel olarak, hormon reseptörlerini ifade eden 

tümörler, Her2/Neu amplifikasyonu olanlardan veya üçlü negatif olanlardan daha iyi 

prognoza sahiptir. Meme kanserleri kemoterapi ile tedavi edilebilse de, ilaç kullanma 

seçenekleri hem erken hem de geç evredeki bu üç belirtecin ifadesi ile belirgin şekilde 

etkilenmektedir. ER ve PR’ yi ifade eden tümörlerde hormon üretimi veya etkinliği ile 

etkileşen ilaçlar kullanılırken, Her2/Neu’nun ifadesinin aşırı artmış olduğu tümörlerde 

Her2/Neu’yu baskılayan ilaçlar kullanılır. Bu hedeflenmiş tedaviler hormon reseptörü 

pozitif ve Her2/Neu’nun aşırı artmış olduğu tümörlerde başarılı sonuçların esas 

anahtarıdır. Hem erken evre hem de geç evre ÜNMK kanserlerinin tedavisinde ağırlıklı 

olarak kemoterapi kullanılmaktadır (Martin ve ark., 2014; Unger-Saldana, 2014). 

 

MDA-MB-231; MDA-MB-231 (insan meme adenokarsinom hücre soyu) hücreleri, 

metastatik meme kanseri adenokarsinomlu bir vakanın plevral effüzyondaki malign 

hücrelerinden türetilmiştir (Tablo 2-1). Üçlü negatif meme kanseri, ER ve PR negatif 

olup HER2 amplifikasyonu gözlenmeyen tipine aittir (ATCC; Kao ve ark., 2009). 

 

Tablo 2-1: Hücre soylarının özellikleri (ATCC). 

 

 HeLa MDA-MB-231 

Elde edildiği organizma Homo sapiens, insan Homo sapiens, insan 

Doku serviks meme 

 

Hücre tipi epitel karakterli epitel karakterli 

Morfolojisi epitel karakterli epitel karakterli 

Özelliği yapışkan yapışkan 

Tümör tipi adenokarsinom adenokarsinom 

Yaş/Cinsiyet 31 / K 51 / K 

Irk Siyah beyaz 

Saklama koşulları 

 

sıvı nitrojen buhar 

 

sıvı nitrojen buhar 
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2.3. KANSER TEDAVİ MODELLERİ 

 

 Kanser tedavisi kanserin tipine, oluşum yerine, ilerleme durumuna bağlı olarak 

değişkenlik göstermektedir. Sıklıkla ilk seçenek olan cerrahi yöntem, solid tümörlerin 

çıkartılmasında kullanılır. Erken evre kanserlerde ve benign tümörlerde tek tedavi 

yöntemi olabilir. Radyasyon, doğrudan tümörü hedef alan yüksek enerjili ışınlar 

kullanarak kanserli hücreleri öldürür. Esas olarak DNA’ya hasar vererek ve 

replikasyonunu engelleyerek görev yapar. Bu nedenle hızla bölünen kanser hücrelerini 

öldürür. Ayrıca kısmen bölünmekte olan normal hücreleri de öldürür. Cerrahi ve 

radyasyon yöntemleri sıklıkla birlikte kullanılmaktadır.  

 Kemoterapi ilaçları hızla büyüyen hücreleri hedefleyen toksik bileşenlerdir. Bu 

ilaçların çoğu DNA replikasyonu için gereken öncü moleküllerin sentezini engellemeyi 

hedefleyerek tasarlanır ve hücrenin S fazını tamamlaması engellenir. Kemoterapi 

ilaçları geniş çaplı olarak DNA hasarı oluşturur ve replikasyonu durdurur. Mitoz 

mekiğini oluşturan iğ ipliklerini baskılayan ilaç sınıfı, hücre replikasyonunu mitozun 

erken evrelerinde durdurur. Mitoz süresince kromozomların ayrılması için 

mikrotübüllere (iğ iplikleri) ihtiyaç duyulur. Mitotik iği baskılayan ilaçlar 

mikrotübüllerin sentezini durdurur (Marzo ve ark., 2013). Yetişkin hücrelerin birçoğu 

sık sık bölünmediğinden, bu tip ilaçlara kanser hücrelerinin olduğundan daha az 

duyarlıdırlar. Kemoterapi ilaçları ayrıca gastrointestinal sistem hücreleri, kemik iliği 

hücreleri ve saç folikülleri gibi daha hızlı bölünen hücreleri de öldürürler. Bu da 

gastrointestinal rahatsızlıklar, düşük akyuvar sayısı ve saç kaybı gibi bazı kemoterapiye 

bağlı yan etkileri ortaya çıkartır (Hanahan ve Weiberg, 2011). 

 Normal hücre büyümesini etkileyen birçok faktörden biri de hormonlardır. Kanser 

hücreleri her ne kadar büyüme faktörlerine karşı cevap verme özelliklerini kaybetmiş 

olsalar da, bazı kanser hücreleri büyümek için büyüme hormonlarına ihtiyaç 

duymaktadır. Kansere karşı hormon tedavisi kanser hücrelerini bu hormonlardan 

yoksun bırakmayı amaçlar. Her ne kadar bazı ilaçlar hormonun sentezini engellese de 

bu iş genellikle hormonun aktivitesini engelleyen ilaçlar ile yapılır. Örneğin, bazı meme 

kanseri hücreleri büyümek için östrojene ihtiyaç duyar. Östrojenin bağlanma bölgesini 

engelleyen ilaçlar kanserin ilerlemesini yavaşlatabilir. Bu ilaçlara seçici östrojen 

reseptör modülatörleri (SERM) veya anti-östrojenler adı verilir. Tamoksifen ve 

Raloksifen bu tip ilaçlara örnektir. Benzer olarak, testosteron (androjen hormon) bazı 
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prostat kanser hücrelerini uyarır. Seçici androjen reseptör modülatörü (SARM) adlı 

ilaçlar testosteronun kanserli hücrelere bağlanmasını engeller ve kanserli hücrenin 

büyümesini durdurur (Wu ve ark., 2014; Piccolella ve ark., 2014; Binkhorst ve ark., 

2015).  Yeni kemoterapötik ilaçlar ise kanser oluşumu ile ilişkili reseptörleri, büyüme 

faktörlerini veya kinazlar gibi hücre sinyal yolaklarını ve çeşitli aktif hücresel 

proteinleri hedefler (Bisi ve ark., 2015). 

 Bazı kanser hücreleri bazı ilaçlara karşı direnç geliştirdiklerinden kemoterapi 

başarısız olabilir. Toksik ilaçlar ile mutasyona uğrayan ve ilaca direnç geliştiren kanser 

hücreleri ilaca dirençli bir tümör gelişimine neden olur. Bu probleme karşı kemoterapi 

ilaçları kombinasyonlar oluşturularak kullanılmaktadır. Bazı kanser hücrelerinde MDR1 

(multi-drug resistance/çoklu ilaca direnç)’in aşırı gen ifadesi gözlenir ve bu gen sadece 

birtakım ilaçların hücre içine girmesini engellemekle kalmaz, aynı zamanda hücrenin 

içindeki ilaçların da dışarı atılmasına yol açabilir ve tedavinin başarısız olmasına neden 

olur (Kozovska ve ark., 2014). 

 Kanserde bağışıklık sistemi hücreleri, kanser hücrelerini yok etmekte yetersiz 

kalabilir. İmmünoterapi, immün sistem hücrelerinin kanser hücrelerini ortadan 

kaldırmak için kullanılabilir. Buna örnek olarak bazı kanser tedavilerinde kullanılan 

interlökin-2 ve interferon alfanın immün cevabı arttırdığı ileri sürülmüştür (Makkouk ve 

ark., 2014; Eskander ve ark., 2015).  

 Bir diğer tedavi tipi olan kemo-immünoterapide, kanser hücresine özgü olan 

antikorlar ilaçlara eklenerek kullanılır. Bu moleküller kanser hücresine özgü olan 

antikor ve kanser hücresine girince toksik özellik gösteren ilaç olmak üzere iki kısımdan 

oluşur. Antikor, ilacı doğrudan kanserli hücreye taşır ve böylece kemoterapinin yan 

etkilerini azaltmak mümkün hale gelir. Diğer benzer bir strateji ise radyo-

immünterapidir. Bu tedavi modelinde de belli antikorlar radyoaktif atomlara bağlanır ve 

ölümcül radyasyonu hedef kanserli hücreye taşır (Chen ve Emens, 2013). 

 

2.4. DOĞAL ÜRÜNLER VE KANSER TEDAVİSİ 

 

 Kanser tedavisi için ilaç geliştirme çalışmalarında doğal ürünler önemli bir 

kaynak oluşturmaktadır. Medikal kullanımdaki doğal ürünler ve bileşikler binlerce 
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yıldan bu yana bitkiler, hayvanlar veya mikroorganizmalar gibi doğal kaynaklardan elde 

edilmektedir. 

2.4.1. Tarihçe 

 

 Bilinen en eski yazı M.S. 2600 civarında antik Mezopotamya’da bulunmuştur ve 

yüzlerce kil tablet üzerine çivi yazısı ile yazılmıştır. Bu tabletler Cedrus türleri (Sedir), 

Commiphora myrrha (mürrüsafi) reçinesi, Papaver somniferum (haşhaş) suyu, 1000’e 

yakın bitkiden bahseder. Bu bitki ve formülasyonların birçoğu günümüzde halen 

kullanılmaktadır. M.S. 1550 civarına tarihlenmiş olan antik Mısır Ebers papirüsünde 

800 civarı karmaşık reçete ve Aloe vera (aloe), Boswellia carteri (buhur) ve Ricinus 

communis (hintyağı) gibi ajanların da bulunduğu 700’den fazla doğal ajan 

bulunmaktadır. Hippokrat (M.Ö. 460-377 civarı) 400’den fazla doğal ajan toplamış ve 

bunların kullanım şeklini Corpus Hippocratum’da yayınlamıştır. Kavun suyunun 

laksatif, Ornithogalum caudatum (adasoğanı)’nın ise diüretik etkisinden bahsetmiş ve 

Atropa belladonna (güzelavrat otu)’nın özütünün nasıl anestetik olarak kullanılacağını 

anlatmıştır. Ayrıca, Veratrum album (beyaz marulcuk) özütünün antiemetik olarak 

(mide bulantısına karşı) kullanılmasını tavsiye etmiş, zeytinyağının yara iyileşmesindeki 

faydalarını anlatmıştır. Roma’lı doktorlar bu kapsamlı bilgilerin üzerine yeni bilgiler 

eklemiş ve kendi bakış açılarını oluşturmuştur. Pedanius Dioskorides, yaklaşık 600 bitki 

türevli ilacın dozunu ve etkisini açıklayan, Avrupa'da farmakolojinin temellerini attığı 

‘De Materia Medica’yı derlemiştir. Bir başka ünlü Yunan hekim ve eczacı Galen ise, 

540 bitki türevli ilaç kaydetmiş ve bitkisel özlerin sadece yararlı bileşenleri değil, aynı 

zamanda zararlı maddeleri de içerdiğini göstermiştir (Ji ve ark., 2009). 

 Bitkilerden elde edilen ilk etken maddenin 1805’te Alman kimyacı Serturme 

tarafından afyon bitkisinden izole edilen morfin olduğu, bunu 1820’de kınakınanın 

kabuklarından kinin, 1868’de yüksük otu (Digitalin) yapraklarından kalp yetmezliği 

tedavisinde kullanılan digitalin ve 1890’da söğüt dalı kabuğundan asetil salisilik asidin 

izolasyonu takip ettiği bilinir (Baytop, 1984). Daha sonraları doğal ilaçların sentetik 

türevleri sentezlenerek insanların hizmetine sunulmuştur. Sentetik olarak elde edilen 

ilaçların istenmeyen yan etkilerinin olması, insanları tekrar doğal kaynaklı ilaçları 

kullanmaya yönlendirmiştir. Bu amaçla yeni doğal ilaç ham maddeleri bulmak üzere 

bitkiler üzerinde yapılan araştırmalar gün geçtikçe artmaktadır (Baytop, 1999; Başer ve 
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diğ, 2001; Kandemir ve Beyazoğlu, 2002; Ertuğ ve ark., 2004). Tedavi amacıyla 

kullanılan ve bilinen tıbbi bitki miktarının 20.000’e ulaştığı tahmin edilmektedir. 

Bunlardan 4.000 bitkisel ilaç yaygın bir şekilde kullanılırken, Avrupa’da 2.000 kadar 

bitkisel ilacın ticareti yapılmaktadır (Özgüven ve Şekeroğlu, 2007). Doğal ürün veri 

tabanlarında rapor edilen bileşiklerin sadece %41,4’ü biyolojik açıdan incelenmiştir 

(Shiezadeh ve ark., 2013). 

 Bitkiler, doğal ilaç hammade kaynaklarının önemli bir bölümünü 

kapsamaktadırlar. Kanser tedavisinde klinik olarak iyi bilinen ve yaygın olarak 

kullanılan bitkilerden elde edilmiş bileşikler oldukça fazladır. Bu ilaçlar bitkilerin ham 

özleri veya onlardan izole edilmiş bileşiklerden üretilmiştir (Exposito ve ark., 2009; 

Ostermann ve ark., 2009; Liu ve ark., 2010; Ali ve ark., 2012; Tröger ve ark., 2012; 

Weissenstein ve ark., 2014; Iwamoto ve ark., 2015). 

 İn vitro yöntemler ilaç buluşlarının temel taşı olmaktadır. Şu ana kadar doğal 

kaynaklardan izole edilen birçok ürün, in vivo ve/veya in vitro koşullarda test edilmiştir. 

Ayrıca doğrudan bitkilerden hazırlanan özütler de tedavide önemli yer tutmaktadır. 

Birçok modern ilaç, kimyasal yollar ile modifiye edilmiş bitkisel kaynaklı 

moleküllerden geliştirilmektedir. Tam sentetik ilaçların yaklaşık yarısı, doğal bir ürünün 

aktif parçasını taklit eden, doğal ürünlerin analogları olarak üretilmektedir. Doğal 

bitkiler veya taklit ürünler, anti-kanser ilaçlar veya kanser kemopreventif, nutrasötikler, 

kozmesötikler olarak etkilere sahip olabilirler (Korkina ve Kostyuk, 2012). Kimyasal 

ilaçların yapımında büyük bir gelişme olmasına rağmen gelişmiş ülkelerde kanser 

tedavisi için yazılan reçeteli ilaçların %75’ini bitkisel kökenli etken maddeleri olan 

vinblastin, rezerpin, kinin, asetil salisilik asit (aspirin) gibi ilaçlar oluşturmaktadır 

(Mahata ve ark., 2012). 

 

2.4.2. Kanser Tedavisinde Doğal Ürünlerin Kullanımı 

  

 Günümüzde anti-tümörojenik ve apoptotik etkisi kanıtlanmış birçok bitkisel 

kökenli bileşik tanımlanmıştır (Fulda ve ark., 2008; Gupta ve ark., 2012; Korkina ve 

Kostyuk, 2012; Ramasamy ve ark., 2012). 

 Bitki kökenli anti-kanser ajanlar ile ilgili ilk çalışma Robert Noble ve Charles 

Thomas Beer tarafından, Vinca rosea olarak da bilinen Catharanthus roseus’tan elde 
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edilen vinka alkaloidler, vinblastin ve vinkristin üzerinde 1950’lerde gerçekleştirilmiştir 

(Mehdi ve ark., 2013). Günümüzde klinik kullanımda bulunan çoğu kanser kemoterapi 

maddeleri ya bitki kökenli ya da bitkisel kaynaklı bileşiklerin analoglarından elde 

edilmektedir. Örneğin, prostat kanserinde kullanılan kemoterapi ilaç sınıfından olan 

“Docetaxel”, Taxus baccata L.’den (Adi Porsuk Ağacı) özütleme yöntemiyle elde 

edilmektedir ve D vitamini ile birlikte kemoterapide kullanılan doğal ürünlerdendir. 

Ginseng’in, kanserde anjiyogenezi ve ilaç direncini engellediği, tümör hücrelerinin 

tanınmasını arttırdığı, çeşitli kanser hücreleri üzerinde sitotoksik olduğu gösterilmiştir 

(Sezgin, 2010). 1967 yılında (Monroe E. Wall ve Mansukh C. Wani) antimitotik etkiye 

sahip bileşik olarak Taxus brevifolia bitkisinin kabuğunda simbiyotik yaşayan bir 

mantarın sentezlediği antimitotik taksol izole edilmiştir. Taksol günümüzde akciğer, 

rahim ve meme kanseri olmak üzere pekçok kanser türünün tedavisinde 

kullanılmaktadır (Sgadari ve ark., 2000). 

 Bitkisel ürünler, sentetik ilaçlara göre daha az yan etkiye sahip olmalarına 

rağmen, toksisitelerinden tam olarak arınmış değillerdir (De Smet, 2004). Çeşitli 

bitkilerden elde edilen kimyasalların yapısal çeşitliliği, duyarlı ve dirençli fenotiplere 

sahip farklı kanser hücre tiplerinin ayrımlanmasında potansiyel bir öneme sahiptir. 

Bitkisel ürünlerin antikanser biyoaktivitelerinin tespiti için bitkilerin farklı 

kısımlarından (kök, gövde, yaprak, çiçek veya tohum gibi) özütler hazırlanarak 

öncelikle bitkinin sitotoksik etkisi araştırılmakta, daha sonra bitkilerin bileşikleri izole 

edilip etken maddeler tayin edilmektedir (Nemati ve ark., 2013). 

 Anti-kanser ilaçların birçoğu doğal ürünlerin taklitleri olarak üretilir ve bu ürünler 

ikincil metabolitler olarak tanımlanır. Yüksek bitkilerden elde edilen doğal bileşiklerin 

veya ikincil metabolitlerin tümörogenez üzerindeki etkileri in vitro’da kanser hücreleri 

üzerinde veya in vivo’da deneysel tümör modeli oluşturulan hayvanlar üzerinde 

araştırılmaktadır (Korkina ve Kostyuk, 2012). 

 Birçok geleneksel anti-kanser ajanların birincil sitotoksik etki mekanizması 

DNA hasarı ve apoptozun uyarılmasına dayanmaktadır. Kanser hücreleri, sitotoksik 

reaksiyonlara hücre döngüsü engellenmesi veya gecikmesi ile de cevap verebilir. 

Kemoterapötik maddelerin hızlı bölünen normal hücreler üzerindeki sitotoksik etkisi ve 

bölünmeyi durdurmaları nedeniyle saç dökülmesi, bitkinlik, enfeksiyon vb. gibi yaygın 

yan etkiler görülebilir (Weissentein ve ark., 2014).  
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Bitkisel kökenli anti-kanser ilaçlardan az sayıda ajan klinik olarak kullanılmak 

üzere FDA (Food and Drug Administration - Gıda ve İlaçDairesi)’dan onay almıştır. 

Bunlar için prostat tümörlerinde kullanılan finasterid ve meme tümörlerinde kullanılan 

tamoksifen örnek verilebilir. Birçok ikincil bitki metabolitlerinin in vitro ve hayvan 

deneylerinde kanser hücrelerinin kontrolsüz çoğalmasını engellediği, transforme 

hücrelerin apoptotik potansiyelini arttırdığı ve tümör hücrelerinin pro-

anjiyogenik/metastatik potansiyelini düzenleme yeteneğine sahip olduğu gösterilmiştir  

Bunlardan kemoterapide geniş çapta kullanılan paklitaksel, vinblastin, vinkristin, 

etoposid’e ek olarak son zamanlarda artemisinin, kannabioid, resveratrol, kamptoteşin 

gibi bazı bileşikler klinik denemelerde kullanılmaya başlamıştır (Korkina ve Kostyuk, 

2012). 

Bitkiler, ilaç tedavisi ve diğer uygulamalarda potansiyel bir kullanıma sahip olan 

yeni kimyasal bileşiklerin kaynağını oluşturmaktadır. Bitkiler; alkaloidler, steroidler, 

taninler, glikositler, uçucu yağlar, sabit yağlar, reçineler, fenoller ve flavonoidler gibi 

bileşikleri yaprak, çiçek, ağaç kabuğu, tohum, meyve, kök gibi özel bölgelerde biriken 

birçok aktif bileşik içermektedirler. Bitki materyallerinin tedavi edici etkileri bu ikincil 

ürünlerin kombinasyonu ile ortaya çıkarılmaktadır (Kma, 2013). 

2.4.3. Doğal ürünlerden özüt hazırlama yöntemleri 

 

Çeşitli kanser hücre soylarında sitotoksik veya anti-kanser aktiviteye sahip bitki 

kökenli ürünlerin potansiyel etkilerini belirleyebilmek amacıyla, bitki özütleri (ekstre) 

farklı şekillerde hazırlanmaktadır. Özütleme (ekstraksiyon), standart işlemler ile seçici 

çözücüler kullanılarak bitki ya da hayvan dokularındaki inaktif bileşenlerden aktif 

bileşenleri ayırmak için kullanılan bir yöntemdir (Handa ve ark., 2008). Özütleme, 

doğal bileşiklerden ilaç formülasyonlarının hazırlanmasındaki ilk önemli adımdır. 

Modern özütleme yöntemleri, geleneksel bitkisel ilaçların gelişiminde oldukça etkilidir.  

Bir bitki materyalinin özütlenmesi ve bileşiklerinin izole edilmesi aşağıdaki 

temel aşamaları kapsar (Gupta ve ark., 2012): 

1. Toplama ve bitki materyalinin doğruluğunu kanıtlama 

2. Kurutma 

3. Boyut küçültme 

4. Ekstraksiyon 
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5. Filtrasyon 

6. Konsantrasyon 

7. Kurutma ve sulandırma  

Çeşitli bitkisel özütlerin farklı hazırlanış şekillerine göre (suda, etanolde, 

metanolde, kloroformda, heksanda, diklorometanda) farklı kanser hücre soylarında 

farklı etkilere sahip olduklarını gösteren çok sayıda çalışma vardır. Örneğin, Arizona 

kaktüsünün (Opuntia ficus-indica) meyvesi olan kaktüs armudunun sulu özütünün HeLa 

hücrelerinde sitotoksik etkiye sahip olduğu, kaktüs armudunun %1’lik solüsyonunun 

HeLa hücrelerinin %40-60’ını öldürdüğü, %5’lik solüsyonunun ise 5. günde hücrelerin 

tamamını öldürdüğü gösterilmiştir (Zou ve ark., 2005). Paulownia coreana’ın 

yapraklarından elde edilen kloroform özütünün HeLa hücrelerinde antiproliferatif etki 

gösterdiği belirlenmiştir (Jung ve ark., 2012). Goniothalamus macrophillus’un 

diklorometan özütünün HeLa hücrelerindeki sitotoksik etkisi MTT yöntemi kullanılarak 

araştırılmış ve hücreler üzerinde iyi bir sitotoksik etki gösterdiği tespit edilmiştir (Alabsi 

ve ark., 2012; Kma, 2013). 

 

2.5. TIBBİ KULLANIMDAKİ ENDEMİK TÜRLER 

 

Yeryüzünün belirli bir bölgesinde yaşayan ve başka sahalarda rastlanmayan bitki 

ve hayvan türleri “endemik tür” olarak isimlendirilir. Endemik bir tür boyutu çok dar ya 

da çok geniş bir alan olabilir. Önemli olan, söz konusu bitki veya hayvan türünün 

yayılışının belirli bir bölgede olmasıdır. Tersi durumlarda endemizmden söz edilemez. 

Canlılar doğal engellerle karşılaştıkları zaman, yayılışları kesintiye uğrar ve endemik 

topluluklar parçalanarak farklılaşır. Parçalanan yaşam alanlarında gelişen türlerin gen 

yapıları değişerek yeni türler ortaya çıkar. Bir sahadaki endemizm oranı o alanın 

jeolojik yaşına, izolasyon derecesine ve süresine, ayrıca topografik özelliklerine bağlı 

olarak değişiklik gösterir. Bölge jeolojik olarak ne kadar yaşlı ise, orada çok öncelere ait 

flora veya fauna izleri bulma olasılığı da o kadar yüksek olur (Erinç, 1978).  

Değişik ülkelere ait olan özel bitkiler, günümüzde çok farklı yerlerde 

yetiştirilebilmektedir. Dünya Sağlık Örgütü (WHO), insanların %60’ının sağlık 

sorunları karşısında bitkilerden ilaç olarak yararlanıldığını tahmin etmektedir. Anadolu 
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da bulunduğu doğal konumu sebebiyle birçok özel bitki florasına sahiptir. Halen yapılan 

çalışmalar ile yeni türler bulunmakta ve tanımlanmaktadır (Avcı, 2005). 

2.5.1. Türkiye’de Endemik Bitki Çeşitliliği  

 

Türkiye, dünyada bulunduğu coğrafik konum açısından birçok doğa özelliğini 

bulunduran bir ülkedir. Ülkemiz, Avrupa ve Asya’nın birleştiği yerde üç tarafı 

denizlerle çevrili, önemli bir coğrafik bölgenin üzerinde konumlanmıştır. Değişik iklim 

ve toprak özellikleri gösterir ve buna bağlı olarak da farklı coğrafik bölgelere 

ayrılmıştır. Bu bölgelere göre endemik bitki türlerinin dağılımı da değişmektedir. 

Türkiye iklim olarak ılıman kuşakta yer almaktadır. Bitki çeşitliliği açısından 

diğer ılıman kuşak ülkeleri arasında önemli bir yere sahip olan bitki florasının 1/3 

kadarı endemik bitkilerden oluşmaktadır. Endemik türlerin bazıları dünyada önemli 

ekonomik değerlere sahiptir. Bu nedenle ülkemizde yetişen endemik türlerin korunması 

büyük önem taşımaktadır (Rigg ve ark., 2005). 

Türkiye, coğrafi özelliklerine bağlı olarak çok fazla bitki çeşitliliğine sahiptir. 

Yapılan araştırmalarda 12.000’in üzerinde bitki taksonu (sınıfı) olduğu ve endemizm 

oranında %34 ile dünyada çok önemli bir yere sahip olduğu gösterilmiştir (Avcı, 2005). 

Türkiye, başka ülkelerle karşılaştırıldığında bu çeşitlilik daha da iyi anlaşılmaktadır. 

Şekil 2-2’de görüldüğü gibi Yunanistan, Avrupa kıtasında 800 ile en fazla endemik türe 

sahipken, Türkiye’de 3000’den fazla endemik tür bulunmaktadır (Karagöz ve ark., 

2010). 

 

 

Şekil 2-2: Ülkelere göre endemik tür sayıları (Yoğunoğlu, 2011’den). 
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Türkiye’nin endemik tür sayısı diğer ülkelere göre çok fazladır (Şekil 2-3). 

Topraklarımızda yetişen 100’den fazla bitki türünün geniş değişim gösterdiği 5 mikro 

gen merkezi vardır. Bunlar dünya üzerinde kültürü yapılan birçok bitkinin gelecekte 

yetiştirilebilmesi için önemli genetik kaynaklardır (Atik ve ark., 2010). 

 

Şekil 2-3: Türkiye'deki coğrafi bölgelere göre endemik türlerin dağılımı ve sayısı 

(Yoğunoğlu, 2011’den). 

 

Çeşitlilik açısından 1. bölge Akdeniz Bölgesi olup, en az endemik türe sahip bölge 

Güneydoğu Anadolu Bölgesidir (Yoğunoğlu, 2011). 

 

2.5.2. Centaurea cinsi 

  

 Centaurea cinsi, Asteraceae familyasının Cyanarae tribusunda yer alan tek yıllık, 

iki yıllık ve çok yıllık otsu bitkilerdir (Davis, 1975; 1988; Güner, 2000). Centaurea 

cinsinin aynı veya farklı türleri farklı yörelerde yaşayan halk tarafından Çobangalgıdan, 

Acımık otu, Mavi Süpürge çiçeği, Peygamber düğmesi, Acımık, Gökbaş, Peygamber 

çiçeği, Kotankıran, Çandır dikeni, Deve dikeni, Eşek çalısı, Deligöz dikeni, Yaban 

dikeni, Eşek dikeni, Çakırdikeni, Çalı süpürgesi, Gelindili, Sarı diken, Zerdal dikeni, 

Kötürüm, Çoban dikeni, Çobançökerten, Yandak dikeni, Deniz geveni, Kavgalaz 

dikeni, Kaynana dili gibi farklı isimlerle tanımlanmaktadır (Tuzlacı, 2006). 
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Centaurea cinsi (Asteraceae), özellikle Akdeniz Bölgesi ve Batı Asya’da olmak 

üzere dünya çapında 600’den fazla tür içermektedir. Bu cins, Türkiye’de 120’si yerli 

olmak üzere 180’den fazla tür ile temsil edilmektedir. Bu nedenle Türkiye, Centaurea 

için ana gen merkezidir (Aktümsek ve ark., 2013).  

 Centaurea türleri halk arasında özellikle kuvvet verici, iştah açıcı, göğüs 

yumuşatıcı olarak, karaciğer ve böbrek rahatsızlıklarının tedavisinde, nefes darlığı, ülser 

ve sıtma hastalığı tedavisinde, baş, göz ve boğaz ağrılarının giderilmesinde, göz 

çevresinde görülen şişliklerin tedavisinde, sinüs enfeksiyonlarında, yılan ısırmalarına ve 

akrep sokmasına karşı, dikenleri siğile batırılarak siğillerin yok edilmesinde kullanılır 

(Baytop, 1999; Tuzlacı, 2006). 

 Centaurea türleri üzerinde yapılan çalışmalar ile bu türlerin yukarıda belirtilen 

etnobotanik kullanımlarını destekleyen antienflamatuar, antipiretik, anitülserojenik ve 

antimalaryal etkilerinin yanında, antimikrobiyal, antiviral, düz kaslar üzerinde 

antispazmoidik, hipoglisemik, immünolojik, nörotoksik, sitotoksik, vazodilatör, 

antidiyareik etkilerinin olduğu gösterilmiştir (Arif ve ark., 2004). C. pulchella, C. 

drabifolio, C. triumfetti, C. depressa ve C. virgata dahil olmak üzere birçok Centaurea 

türü tıbbi amaçlar için geleneksel olarak kullanılmaktadır. C. triumfetti ve C. urvillei 

subsp. stepposa’nın bazal yaprakları gıda maddesi olarak kullanılmakta ve taze iken 

yenmektedir. Ayrıca C. iberica’nın taze kökü, diğer kısımlarının soyulmasının ardından 

yenilebilmektedir (Aktümsek ve ark., 2013). 

 Aynı cinse ait değişik türlerde değişik etken maddelerin farklı dozlarda 

olabileceği yapılan çalışmalarda tespit edilmiştir (Aktümsek ve ark., 2011; Chicca ve 

ark., 2011; Forgo ve ark., 2012; Salla ve ark., 2013). Bu farklılıklar sıcaklık, toprak 

içeriği ve rakım (yükseklik) gibi çeşitli faktörlere bağlanmıştır.  

 Çeşitli Centaurea türleri ile bitkinin çeşitli bölgeleri uçucu yağ bileşimi, 

antioksidan kapasitesi ve ikincil metabolitlerinin tespiti için araştırılmıştır (Aktümsek ve 

ark., 2013). Centaurea türlerinin çoğunlukla toprak üstü kısımları çalışılmıştır. 

Centaurea cinsine ait olan türlerde genel olarak gayanolit, germakranolit, elemanolit ve 

ödesmanolit yapılarındaki seskiterpen lakton bileşikleri, çok sayıda metoksi ve hidroksi 

grubu taşıyan flavonoidler ve lignanlar taşıdıkları bulunmuştur (Zapesochnaya ve ark., 

1977; Ferguson ve ark., 2003; Trendaflova ve ark., 2007; Djeddi ve ark., 2008). 

Centaurea cinsi bitki türlerinden elde edilen uçucu yağlar veya özütünden izole edilen 

bazı bileşiklerin antimikrobiyal ve antifungal etki gösterdiği saptanmıştır (Köse ve ark., 
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2007; Djeddi ve ark., 2008; Rosselli ve ark., 2009). Centaurea cinsine ait bitki 

tohumlarından izole edilen lignan sınıfı bileşiklerin antioksidan özellik gösterdikleri 

ancak içlerinden bazılarının bu etkilerine ek olarak sitotoksik özelliklere sahip olduğu 

da ileri sürülmüştür (Forgo ve ark., 2012).  

 Centaurea cinsi ile total fenolik ve flavonoid içeriğini belirlemek, farklı in vitro 

testler kullanarak antioksidan özelliklerini gözlemlemek, bitkinin yağ asidi bileşimlerini 

tanımlamak amacı ile yapılan çalışmalar vardır (Tepe ve ark., 2006; Karamenderes ve 

ark., 2007; Aktümsek ve ark., 2013). Centaurea’da 30 adet özgün yağ asidi 

tanımlanmıştır. Araştırılan yağlar içerisinde linoleik ve linolenik asit içeriğinin total yağ 

asitleri içinde %30’luk bir değeri olduğu görülmüştür. C.salicifolia subsp. abbreviata ve 

C. babylonica’daki palmitik asit %29,3-%40,4 oranında iken, C. pseudoscabiosa subsp. 

araratica ve C. pulcherrima var. pulcherimma ise %29,81-%29,93 oranında linoleik 

asit bakımından zengindir (Aktümsek ve ark., 2011). Bu yağ asitleri insan vücudunda 

sentezlenmediğinden, Centaurea türlerinde bulunmaları oldukça önemli ve değerlidir.  

Centaurea türleri önemli etken maddelere sahip olmalarından dolayı fonksiyonel 

besin formülasyonları için önemli bir kaynak oluşturabilecekleri düşünülmektedir. 

  

2.5.2.1. Centaurea nerimaniae 

 

Centaurea cinsi, Türkiye’deki en zengin bitki çeşitidir. Bu bitki % 64’ü endemik 

olan 198 tür tarafından temsil edilmektedir. Bu çalışmada kullanılan Centaurea 

nerimaniae (C. nerimaniae) Türkiye'nin İçel ili kuzeybatısında, Arslanköy ilçesine 

yakın Bolkar Dağı’ndan 2004 yılında toplanmıştır (Şekil 2-4). C. nerimaniae Güney 

Anadolu'ya endemiktir ve bir Akdeniz bitkisidir (Şekil 2-5). Bu yeni tür, Türk  

florasının araştırılması ve korunmasına değerli katkıları için Türk botanikçi Prof. Dr. 

Neriman ÖZHATAY onuruna adlandırılmıştır (Kültür, 2010). 

C. nerimaniae bitki özütünün kimyasal bileşenleri henüz belirlenmemiş olup, bu 

bitki türü ve özütü ile ilgili herhangi bir in vivo ve/veya in vitro çalışma 

bulunmamaktadır. Bu bitkinin özütü, HeLa ve MDA-MB-231 kanser hücre soyları 

üzerindeki sitotoksik ve apoptotik etkilerinin araştırılması amacıyla ilk kez bu 

çalışmada kullanılmıştır. 
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Şekil 2-4: Centaurea nerimaniae sp. (Kültür, 2010). 

 

 

Şekil 2-5: C. nerimaniae sp. (Kültür, 2010).  

(A: tüm bitki yapısı, B: yapraklar; a: alt kısım, b: orta kısım, c: üst kısım) 

 

C. nerimaniae bilgileri 

İsimlendirme: Centaurea nerimaniae Ş. Kültür sp. nov. (Asteraceae) 

Lokalizasyon: C5 İçel, Mezitli-Arslanköy arası, Mezitli’den 30 km sonra, 900 m 

yükseklikte 

Toplayan: Şükran Kültür ve Tuncay Kültür 

Teşhis eden: Şükran Kültür 

Kodu: ISTE 98163 
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2.6. APOPTOZ  

 

Apoptoz (programlı hücre ölümü), hücre proliferasyonunun kontrolü için veya 

DNA hasarına yanıt olarak hücrelerin seçtiği fizyolojik bir ölüm şeklidir. 

Embriyogenez, morfogenez, normal doku yenilenmesi gibi fizyolojik olaylar sırasında 

ya da çeşitli patolojik koşullarda hücre içi veya hücre dışı uyaranlar ile 

tetiklenebilmektedir. 

Apoptozun tipik morfolojik özellikleri; hücre büzülmesi, hücre membranının 

tomurcuklanması, kromatin kondensasyonu ve nukleus parçalanmasıdır (Şekil 2-6). 

Apotozun erken evrelerinde hücre yüzeyinde birtakım değişiklikler ortaya çıkar. Plazma 

membranının iç yüzünde yer alan Fosfatidilserin (PS) membran dışına taşınır. 

Makrofajlar veya komşu hücreler, apoptotik hücreleri yüzeydeki bu molekülleri 

tanıyarak fagositoz ile yutarak ortadan kaldırırlar. Bu temizlik süreci organizmaların 

gelişimi ve homeostasisi için önemlidir. Annexin-V, fosfatidilserin’e bağlanan 

rekombinant bir protein olup, PS uçlarıyla güçlü bir şekilde etkileşir ve apoptozun 

tespitinde kullanılabilir. Apoptotik hücrenin bu şekilde yok edilmesi inflamasyon 

oluşumunu engeller. Bu işlem sonucunda veya sırasında oluşabilecek herhangi bir hata 

veya yetmezlik sonucunda çeşitli hastalıklar ortaya çıkabilir. (Hacker, 2000; Ziegler ve 

Groscurth, 2004; Elmore, 2007; O’Brien ve ark., 2008; Öztürk, 2009; Öztürk, 2011; 

Galuzzi, 2012). 

 

Şekil 2-6: Apoptoz morfolojisi   (http://php.med.unsw.edu.au/cellbiology’den uyarlama). 

http://php.med.unsw.edu.au/cellbiology'den
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1.1.1. Apoptoz mekanizmaları 

 

Apoptotik hücre ölümünde hücre içi veya hücre dışından gelen ölüm uyaranlarına 

göre esas olarak iki hücresel mekanizma iş görür. 

1) Ölüm reseptörleri aracılı yolak  

2) Mitokondriyum aracılı yolak 

 

Ölüm reseptörleri aracılı yolak: Hücre dışı ölüm sinyalleri toksinler, hormonlar, 

büyüme faktörleri eksikliği veya sitokinler olabilir. Hücre membranında yer alan ölüm 

reseptörleri (TNFR-1, Fas/CD95, TRAIL1, TRAIL2) ligandları ile etkileşerek ölüm 

sinyallerini hücre içine iletir. Ölüm reseptörlerinin sitoplazmik bölgelerinde yer alan 

ölüm bölgesi (death domain - DD) aktifleşerek sitoplazmadaki bir aracı protein ile 

etkileşir ve ardından kaspaz aktivasyonu gerçekleşir (Şekil 2-7). Örneğin Fas reseptörü 

Fas ligandı ile etkileştiğinde reseptörün sitoplazmik ucundaki DD uyarılır ve Fas ilişkili 

ölüm bölgesi içeren (FADD) adaptör protein ile etkileşerek ölüm sinyal kompleksi 

(DISC) oluşur. Bu kompleksi tanıyan bölgelere sahip olan prokaspaz-8 DISC’e bağlanır 

ve aktif kaspaz-8’e dönüştürülür. Kaspaz-8 de kaspaz-3’ü aktifleştirir. Bunun 

sonucunda birçok hücresel protein ve DNA yıkılarak apoptoz gerçekleşir. Bazı 

koşullarda ölüm reseptör yolağı ile alınan ölüm sinyali, mitokondri yolağı ile bağlantı 

kurabilir ve iki yolak birlikte çalışabilir. Özellikle DISC kompleksi kaspaz-8’i 

aktifleştirmede yetersiz kaldığı zaman kaspaz-8 Bid’i keser ve tBid oluşur. Bu da 

mitokondri membranına yerleşerek mitokondriyal yolağın tetiklenmesine neden olur. 

(Hacker, 2000; Ziegler ve Groscurth, 2004; Elmore, 2007; O’Brien ve ark., 2008; 

Öztürk, 2009; Öztürk, 2011; Galuzzi, 2012). 

 

Mitokondriyum aracılı yolak: Büyüme faktörü eksikliği, hücre içinde aşırı 

kalsiyum (Ca+2) birikimi, oksidatif stres ve DNA hasarı gibi etkenler bu yolağı 

tetiklemektedir. Hücre içinden gelen ölüm sinyalleri ile Bcl-2 protein ailesinin 

kontrolünde olan mitokondriyum membranlarındaki porların geçirgenlik kontrolü 

bozulur ve mitokondriyumun membranları arasındaki alanda yerleşik olan sitokrom-c, 

AIF (apoptoz tetikleyici faktör) Endo-G, Smac/DIABLO, Htr/Omi gibi pro-apoptotik 

proteinler mitokondriyumdan sitoplazmaya salınır. Sitokrom-c’nin sitoplazmaya 

salınması geri dönüşümsüz bir adımdır (Şekil 2-7). Salınan sit-c, sitoplazmada 



 23 

prokaspaz-9 toplayan adaptör protein Apaf-1 ile birlikte multimerik kaspaz aktifleştirici 

apoptozom kompleksini oluşturur, burada kaspaz-9 aktifleşir ve kaspaz-3’ü aktifler, 

ardından apototik yıkımlar başlar. Birçok hücresel protein ve DNA parçalanır. 

Smac/Diablo ve Htr2A/Omi, apoptoz inhibitör proteinlerinin negatif düzenleyicisidir. 

AIF ve Endo-G nukleusa taşınır ve DNA’nın fragmentasyonuna yol açan kromatin 

parçalanmasını başlatır. (Hacker, 2000; Ziegler ve Groscurth, 2004; Elmore, 2007; 

O’Brien ve ark., 2008; Öztürk, 2009; Öztürk, 2011; Galuzzi, 2012). 

 

 

 

Şekil 2-7: Apoptoz mekanizmaları (Wong, 2011’den uyarlama). 
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2.6.1. Apoptozun kontrolünde rol alan proteinler 

 

 Apoptozun mitokondriyal olaylarının düzenlenmesi ve kontrolü Bcl-2 protein 

ailesinin üyeleri tarafından gerçekleştirilir. Bcl-2 protein ailesi hücrenin kaderinde 

önemli rol oynayan bir kontrol noktasında bulunur. Birçok durumda, apoptoz 

yolaklarının etkinleşmesi kaspazların aktifleşmesine yol açar. Apoptozun 

gerçekleşmesinde kaspaz ailesinden birçok proteaz iş görür. Apoptoz inhibitör 

proteinleri (IAP’lar) birçok uyarana karşı, hücresel IAP’lar kaspazların doğrudan 

inhibitörü olarak görev yapar. Tümör baskılayıcı protein olan p53’ün de apoptoz 

süresince Bcl-2 protein ailesinin düzenlenmesinde önemli bir rolü bulunmaktadır. 

(Hacker, 2000; Ziegler ve Groscurth, 2004; Elmore, 2007; O’Brien ve ark., 2008; 

Öztürk, 2009; Öztürk, 2011; Galuzzi, 2012). 

 

2.6.1.1. Bcl-2 ailesi 

 

Bcl-2 ailesine ait proteinler mitokondri bütünlüğün korunmasında ve 

mitokondriye ait proteinlerin sitoplazmaya salınımının kontrol edilmesinde önemli rol 

oynarlar. Bcl-2 ailesi iki alt grupta toplanır; proapoptotik proteinler (Bax, Bak, Bad, 

Bid, Bim, Puma, Noxa, Bmf, Hrk, Bik, Bok) ve antiapoptotik proteinler (Bcl-2, Bcl-xL, 

Bcl-w,Mcl-1, A1/Bfl-1, Bcl-B/Bcl2L10) (Şekil 2-8). Hücreler antiapoptotik ve 

proapoptotik Bcl-2 proteinlerinin dengesine bağımlı olarak apoptotik uyaranlara karşı 

duyarlıdırlar. Proapoptotik Bcl-2 proteinleri hücresel hasar veya strese karşı sensör 

olarak görev yaparlar ve sitozolde bulunurlar. Hücresel stres uyaranları ile mitokondri 

yüzeyine göç ederler. Proapoptotik ve antiapoptotik Bcl-2 proteinleri arasındaki 

etkileşim ile mitokondri membranlarındaki porların geçirgenlik kontrolü bozulur, 

mitokondriye özel bazı proapoptotik moleküller (Smac/Diablo, AIF, Endo-G ve 

sitokrom-C) bu porlardan sitozole kaçarlar ve apoptotik ölüm adımları ilerler. 

Bcl-2 ailesinin homoloji gösteren, 4 ortak bölüm içeren “BH” bölgeleri (BH-1,-

2,-3,-4) dimerizasyon işlevlerinde ve apoptozun kontrolünde önemlidir. Apoptotik 

uyarana yanıt olarak öncelikle sadece-BH3 proteinleri, transkripsiyonel uyarım yolu ile 

(Bax, Noxa, Puma), proteoliz yolu ile (Bid), yeni bir hücresel yerleşim kazanarak (Bim, 

Bmf) veya defosforile olarak (Bad) aktiflenirler. Aktifleşen sadece-BH3 proteinleri 
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antiapoptotik Bcl-2 üyelerini baskılayarak apoptotik hücre ölüm mekanizmasını 

çalıştırırlar (Dewson ve Kluck, 2000; Petros ve ark., 2004).  

 

Şekil 2-8: Bcl-2 ailesi proteinleri (Martinou ve Youle, 2012’den uyarlama). 

 

2.6.1.2. Kaspazlar 

 

Kaspazlar, proteinleri aspartik asit bölgelerinden proteolitik olarak kesen sistein-

aspartil proteazlardır. Sitoplazmada inaktif halde bulunurlar ve çeşitli uyaranlarla 

aktifleşirler. Kaspaz şelalesi oluşturarak apoptozun ilerlemesine katılırlar. Apoptozun 

hem morfolojik hem de biyokimyasal değişikliklerinden sorumludurlar. Hücreye ait 

yapısal ve fonksiyonel birçok sitoplazmik ve nuklear proteinlerin, ayrıca nuklear 

DNA’nın yıkılmasını gerçekleştirirler. Memelilerde kaspaz ailesinin 14 farklı üyesi 

bulunmuştur. Apoptozdan sorumlu kaspazlar;  başlatıcı kaspazlar (kaspaz-8, -9, -2, -10, 

-12) ve efektör kaspazlar (kaspaz-3, -6, -7) olmak üzere iki alt grupta toplanırlar (Şekil 

2-9). Diğer kaspaz ailesi üyeleri kaspaz-1, -4, -5, -11 ve -13 ise enflamatuar 

kaspazlardır. Ölüm uyaranları başlatıcı kaspazları aktifleştirir, başlatıcı kaspazlar da 

efektör kaspazları uyarırlar. Başlangıç kaspazları olan kaspaz-8 ve -10, ölüm efektör 

bölgeleri (DED) ile, kaspaz-9 ve -2 ise (CARD) bölgeleri ile aktifleşirler. Hücresel 

yıkımdan sorumlu olan efektör kaspazlar, kaspaz-3,-6 ve -7’dir ve başlatıcı kaspazlar 

tarafından aktifleştirilir. Aktif kaspaz-3 bir seri hücresel proteinin yıkımı ile hücre 

ölümünün biyokimyasal ve morfolojik aşamalarının tamamlanmasında kilit rol oynar. 

Apoptozun en önemli belirteçlerinden birisi de nukleustaki DNA’nın internukleozomal 
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bölgelerden kırılmasıdır. Kaspaz-6 ve -3, nuklear parçalanmayı gerçekleştirir. Kaspaz-3, 

ICAD’i (kaspazla aktifleşen DNaz inhibitörü) serbestleştirir ve CAD (kaspaz bağımlı 

DNaz), kromatini internukleozom bölgelerinden kırarak nukleusun apoptotik 

parçalanmasını sağlar. Apoptoz tayininde DNA’nın nukleozomal üniteler şeklinde 

parçalara ayrılması jel elektroforezinde özel bir DNA bant şekli ile (DNA merdiven 

görüntüsü) ile tespit edilir. Kaspaz-6 ise nükleer laminlerin yıkılmasında, ardından 

kromatin yoğunlaşmasında ve nukleusun apoptotik parçalanmasında önemli rol oynar 

(Zhivotovsky, 2003; Salvesen ve Riedl, 2008). 

 

 

Şekil 2-9: Kaspaz ailesi (Lavrik ve Krammer, 2009’den uyarlama). 

 

2.7. KANSER VE APOPTOZ  

 

Yetişkin insan vücudunda her saniye mitoz ile yüzbinlerce yeni hücre oluşurken, 

homeostasinin sağlanması adına bir o kadarı da apoptoz ile ölmektedir. Apoptotik 

sinyallerdeki bozukluk çeşitli hastalıklarda birinci veya ikinci düzeyde rol oynayabilir. 

Kanser, normal bir hücreyi malign bir hale çeviren değişiklikler/mutasyonlar 

nedeniyle, hücrelerin sayısının aşırı artmasına, apoptozun azalmasına veya apoptoza 
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direnç gösterilmesine neden olan bir hastalıktır. Bcl-2 ailesine ait proteinlerin anormal 

çalışması kanserde sıklıkla görülmektedir. Bcl-2 birçok kanser türünde aşırı ifade 

edilmekte ve apoptozun doğrudan baskılanmasına yol açarak kanserin gelişimine neden 

olmaktadır. Bcl-2 proteinin aşırı şekilde ifade edilmesi hematopoetik hastalıklarda 

sıklıkla görülmektedir. 

Bax, Bak ve Bad gibi proapoptotik genlerdeki mutasyonlar veya aktivasyon 

değişiklikleri birçok kanser tipi ile ilişkilidir. İnsana özgü kanserlerin neredeyse 

yarısında onkogen etkinleşmesine, hipoksiye ve özellikle DNA hasarına bağlı olarak 

p53 mutasyonları görülmekte ve bu da büyümenin durmasına ve/veya apoptozun 

uyarılmasına neden olmaktadır. p53’ün hedef genleri arasında p21, Bax, Puma, Noxa, 

Apaf-1 ve Fas bulunur. p53 aynı zamanda Bcl-2, Bcl-XL veya Survivin gibi 

antiapoptotik proteinlerin de ifadesini baskılar. Transkripsiyondan bağımsız p53 

apoptoz yolaklarında p53 mitokondriye göç eder, Bcl-XL ile etkileşir, porların 

permeabilizasyon kontrolü bozulur ve sitokrom-c’nin salınmasına neden olur. Bim, 

Raf/Mek/Erk yolağını baskılayarak melanoma hücrelerinin öldürülmesinde önemli bir 

rol oynar.  

Moleküler mekanizmaları hızlıca çözülen apoptotik hücre ölümünün 

engellenmesi veya uyarılmasına yönelik yeni teşhis ve tedavi modelleri 

geliştirilmektedir. Proapoptotik veya antiapoptotik genlerin mutasyonları ile veya bu 

moleküllerin yokluğu ya da aşırı ifadeleri ile apoptoz mekanizmasının bozulabildiği ve 

çeşitli hastalıkların patogenezinde rol oynadığı bir çok çalışma ile gösterilmiştir. 

Apoptoz yolakları gen tedavisi, antisens stratejiler, rekombinant bileşikler, klasik 

organik kimyasallar kullanarak engellenerek veya uyarılarak tedavi amacıyla birçok 

deneysel ve klinik çalışmalar yapılmaktadır. Kanser tedavisinde çok sayıda geliştirilmiş 

ve piyasa sürülmüş olan apoptoz ile ilişkili ilaçlar bulunmaktadır.  

Kanser tedavisinde kullanılan ilaçların birçoğu, apoptozu kontrol eden genlerin 

ekspresyonları üzerine etkilidirler. Deneysel modeller ile hücre ölüm reseptörlerine 

agonist veya antagonist rekombinant moleküller ile ölüm reseptörlerinin işlevlerinin 

baskılandığı veya uyarıldığı gösterilmiştir. TRAIL agonistleri ile kanser ve diğer bazı 

hastalıkların tedavisinde klinik çalışmalar hızla devam etmektedir. Meme epitelinde 

Bcl-2 ekspresyonu östrojene bağımlıdır ve anti-östrojen etkili tamoksifen’in kullanımı 

ile meme kanserlerinde Bcl-2 ekspresyonları baskılanır ve apoptoz uyarılır. Bir diğer 

ajan olan vitamin D ve sentetik analogları, vitamin D reseptörlerini uyarır ve çoğu 
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antiapoptotik Bcl-2 ailesine ait genin, örneğin Bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1’in 

ekspresyonunu baskılar. (Lockshin ve Zakeri, 2007; Hanahan ve Weiberg, 2011; 

Öztürk, 2009; Öztürk, 2011; Goldar, 2015). 

2.8. HÜCRE CANLILIĞI VE SİTOTOKSİSİTE 

 

Sitotoksisite, ölüm mekanizmalarından bağımsız kimyasal bir bileşiğin hücre 

öldürme özelliği olarak tanımlanır. Sitotoksisite testi, etken bir maddenin kanser 

hücreleri üzerindeki toksik etkisini belirlemek amacıyla yapılan bir yöntemdir. 

Geleneksel tedavi modelleri içinde yer alan sitotoksik kemoterapi, hala birçok kanser 

türü için tercih edilmektedir (Kumar ve ark., 2012). Kemoterapi amaçlı kullanılmakta 

olan sitotoksik maddeler, bölünme evresindeki bir hücreyi, G0 fazındaki bir hücreye 

oranla daha fazla etkilemektedir. Bu nedenle, sitotoksik etkinin saptanması büyük önem 

taşımaktadır. Potansiyel antikanser bileşikler için yapılan tarama çalışmalarında 

sitotoksisite mümkün olan en düşük konsantrasyonda taranmalıdır (Mycek, 1998; 

Alabsi ve ark., 2012). 

Sitotoksik etki, tümör hücrelerinin kontrolsüz bir şekilde büyümesini önlemek 

amacıyla antikanser tedavilerde tercih edilir. Kullanılan sitotoksik ilaçlar, hücre 

çoğalmasının kontrolünde rol oynayan kinazlar, membran reseptörleri veya hücre içi 

sinyal moleküllerinin işlevlerine müdahale eder. Bu nedenle sitotoksik bir etki, hücre 

ölümünün uyarılmasından önce hücre büyümesi ve bölünmesini engelleyerek 

durdurmaktadır (Kustermann ve ark., 2013).  

Hücre canlılığının ölçümü, hücre biyolojisinde temel adımdır. Sitotoksisitenin 

saptanmasında çeşitli analiz yöntemleri kullanılmaktadır. Klasik olarak Tripan mavisi 

testi, LDH testi, Nötral kırmızı testi, MTT, MTS, WST-1, XTT testleri gibi hücre 

canlılığını ve sitotoksisiteyi tespit etmekte kullanılan birçok yöntem vardır. Bu 

yöntemlerin yanı sıra son yıllarda hassas analizler yapabilen sistemler geliştirilmiştir 

(Berridge ve ark., 2005; Stoddart, 2011). 
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Klasik sitotoksik analiz yöntemleri: 

 Tripan Mavisi: Vital olmayan bir boyadır ve membran bütünlüğü bozulmuş 

hücrelerde birikmektedir. Tripan mavisi ile boyanmış hücrelerin sayısı Hemositometre 

ile mikroskop altında tespit edilmektedir (Drake ve ark., 1972). 

 LDH Testi (laktat dehidrojenaz): LDH sızma testi, ekstraselüler 

medyumdaki laktat dehidrojenaz ölçümüne dayanmaktadır. İntraselüler LDH’nın kaybı 

(azalışı) ve kültür medyumuna salınımı, hücre membran hasarına bağlı olarak meydana 

gelen geridönüşümsüz hücre ölümünün belirteci olmaktadır (Koh ve Choi, 1987). 

 Nötral Kırmızı Testi: Nötral kırmızı, vital bir boyadır. Canlı hücrelerin 

içerisinde birikerek yaşayan hücrelerin tespit edilmesini sağlamaktadır. Nötral kırmızı 

ile boyanan canlı hücrelerin oranı Hemositometre ile mikroskop altında sayılarak tespit 

edilmektedir (Borenfreund ve Puerner, 1985). 

 MTT (3-(4, 5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium 

bromide) Testi: Temel olarak, çoğalan hücrelerin artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile 

tetrazolyumu kullanarak formazan (mor renkli) üretmesi sonucu görülen renk 

değişiminin absorbans olarak spektrofotometre ya da ELISA okuyucu ile ölçülmesi 

prensibine dayanmaktadır. Formazan ürünü hücre membranları için geçirgen değildir, 

bu nedenle sağlıklı hücrelerde birikmektedir (Mossmann, 1983). 

 MTS (3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-5- (3-karboksimetoksifenil)-2- (4-

sulfofenil)-2H -tetrazolyum) Testi: Fenazin metosülfat (PMS) varlığında, fosfat 

tamponlu tuzlu su (PBS) içinde 490-500 nm. değerinde maksimum absorbansa sahip 

olan bir formazan ürününü üretir. MTT testindeki gerekli adımlar olmadan, hücre 

kültürüne doğrudan bir reaktif ekleme kolaylığı sunan tek aşamalı MTT testi olarak da 

tanımlanmaktadır (Malich ve ark., 1997). 

 WST-1 (2-(4- iyodofenil)-3- (4-nitrofenil)-5- (2,4-disulfofenil)- 2H-  

tetrazolyum) Testi: Hücre proliferasyonu, hücre canlılığı, sitotoksisitesi ve radyoaktif 

olmayan ölçümü için uygulanan kolorimetrik bir testtir. Tetrazolyum türleri arasında en 

iyi alternatiflerden biridir. Diğer tuzlara göre çabuk renk değişimi göstermektedir 

(Ishiyama ve ark., 1996). 

 XTT (3-Bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum) Testi: XTT, 

renksiz ya da hafif sarı bir madde olup, indirgendiği zaman parlak turuncu rengini alır. 

Bu renk değişimi, sadece pozitif yüklü dördüncül tetrazol halkasının parçalanmasıyla 

gerçekleştirilir (Jost ve ark., 1992). 
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 xCELLigence Sistemi (Gerçek zamanlı, hücre indeksi analizi): Hücresel 

biyolojik olaylar, bu sistem tarafından hiçbir işaretleme yapılmadan empedans tabanlı 

gerçek zamanlı hücre analizi ile tespit edilebilmektedir. Sistem, elektrodlu plakaların 

(E-plaka) zeminine yerleştirilmiş mikro-elektrodlar sayesinde elektriksel empedans 

ölçer (Şekil 2-10). Empedans ölçümü hücre sayısı, hücre canlılığı, hücre morfolojisi ve 

hücre hareketi dahil olmak üzere hücrelerin çeşitli biyolojik durumu hakkında kantitatif 

bilgi verir (Ke ve ark., 2011). 

 

 

Şekil 2-10: xCELLigence sistemi (Roche, 2008). 

  

xCELLigence (Roche Applied Science, Mannheim, Almanya ve ACEA 

Biosciences, San Diego, CA) sistemi; empedans tabanlı gerçek zamanlı hücre analizörü, 

RTCA tek plaka istasyonu, entegre yazılım programı bulunan RTCA bilgisayarı ve tek 

kullanımlık 96’lık E-plaka olmak üzere 4 ana bileşenden oluşur (Roche, 2008; Ke ve 

ark., 2011). 

RTCA sistemi, yapışkan (adherent) hücrelerin özel E-plakalardaki her bir 

kuyunun altında bulunan mikroelektrod sensörlerle etkileşerek yapışmasına ve bu 

kuyularda meydana gelen elektrik empedansdaki (öz direnç) değişiklikleri ölçmektedir 

(Şekil 2-11). Bu cihaz, hücre yapışması, çoğalması, hücre ölümü, yayılma ve diğer 

morfolojik değişikliklerin uzun dönemde ve gerçek zamanlı izlenmesine olanak verir 

(Kustermann ve ark., 2013). 

Sistemin temelini oluşturan ve gerçek zamanlı olarak hücre empedansını 

ölçmekte kullanılan 96’lık E-plaka, tek kullanımlık olup 96 kuyucuk içerir. Her bir 

kuyucuğun alt kısmında altından yapılmış mikroelektrod sensör bulunur. Sistem, 
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mikroelektrodlar üzerine yapışan hücrelerin empedansını ölçer. Kuyucuklara ekilen 

hücre sayısı, ayrıca hücrelerin elektrodlarla etkileşebilme potansiyeli ve toplam hücre 

morfolojisi empedansı etkileyen faktörler arasında yer almaktadır (Urcan ve ark, 2010).  

Ortamda 1µA kadar alternatif akım uygulanması, hücreler ile mikroelektrodlar 

arasında elektriksel alanın oluşmasını sağlar. Hücreler elektrodlar üzerine yerleştikleri 

andan itibaren, sistemden geçen akım hücrelerin elektrik empedansına eşit olur. Sistem 

tarafından sürekli olarak empedans ölçümü yapılır, empedans verileri bilgisayara 

gönderilir ve yazılım tarafından analizi gerçekleşir (Ke ve ark., 2011).  

 

 

Şekil 2-11: Hücrelerin elektrik empedansının ölçümünün şematik gösterimi (Roche, 2008). 

  

Ortamda elektroda yapışmış bir hücre olmadığında, elektrodun empedansı, 

elektrod çözeltisinin ve kuyucuktaki boş çözeltinin etrafındaki iyonik çevrenin 

empedansına göre belirlenir. Ancak elektroda yapışmış hücreler olduğunda, elektrodun 

sensör yüzeyine yapışan hücreler bir yalıtkan gibi davranacağından ve elektrod 

çözeltisinin yüzeyindeki iyonik çevreyi değiştireceğinden, empedansta bir artışa sebep 

olur. Elektrod üzerinde ne kadar hücre çoğalırsa, alınan empedans değeri de o kadar 

artar. Elde edilen empedans değeri “hücre indeksi” adı verilen bir parametre ile ölçülür. 

Üretici firmanın önerdiği hücre indeksi en az 0,5, ideal olarak ise 1 ya da daha yüksek 

değer kabul edilir. Ayrıca, kullanılacak hücre sayısı, hücre indeksi/hücre sayısı lineer 

aralığında olmalıdır. Her bir kuyucuğun sahip olduğu elektrodtan alınan empedans 

http://www.roche.com/
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ölçüm değerleri, kuyucukta elektroda yapışmış hücre olup olmadığına, kuyucuğun 

elektrod geometrisi ve kuyucuktaki iyon konsantrasyonuna göre değişiklik gösterir 

(Roche, 2008; Martinez-Serra ve ark., 2014). 

xCELLigence sistemi; ilaç geliştirme, toksikoloji, kanser, tıbbi mikrobiyoloji ve 

viroloji araştırmalarında çeşitli uygulamaların bir arada yapılabilmesi için dinamik, 

gerçek zamanlı, işaretleme içermeyen hücre analizini sağlayan hücre bazlı 

mikroelektronik bir biyosensör sistemidir (Ke ve ark., 2011).   
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Çalışma, İstanbul Üniversitesi Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji Anabilim 

Dalı’nda 2013-2015 yılları arasında yapılmıştır.1 

3.1. BİTKİ ÖZÜTÜ 

Çalışmada kullanılan endemik bir tür olan Centaurea nerimanie Ş. Kültür bitki 

özütü Doç. Dr. Gülay MELİKOĞLU’ndan (İstanbul Üniversitesi Eczacılık Fakültesi 

Farmakognozi Anabilim Dalı) temin edildi. Bu çalışmada, Bolkar Dağı’ndan 2004 

yılında Doç. Dr. Şükran KÜLTÜR tarafından toplanan bitkinin toprak üstü kısımları 

laboratuvar ısısında kurutulduktan sonra toz edildi. Saf metanol ile perkole edilip 

rotavaporda 30-35°C’de yoğunlaştırıldı. Elde edilen bitki özütü liyofilize edilerek 

kullanıldı. 

3.2. HeLa ve MDA-MB-231 HÜCRE SOYLARI 

HeLa (İnsan Servikal Adenokarsinom Hücreleri - Human Cervical 

Adenocarcinoma Cells): ATCC (American Type Culture Collection) kökenli olarak 

İstanbul Üniversitesi Fen Fakültesi Radyobiyoloji Anabilim Dalı’ndan temin edildi. 

MDA-MB-231 (İnsan Meme Adenokarsinom Hücreleri - Human Breast 

Adenocarsinoma Cells): ATCC (American Type Culture Collection) kökenli olarak 

İstanbul Üniversitesi Tıp Fakültesi Biyofizik Anabilim Dalı’ndan temin edildi. 

3.3. HÜCRE KÜLTÜRÜ 

Hücre kültüründe besiyeri olarak kullanılan medyum (DMEM, Gibco Lab.) distile 

suda çözündürülerek içerisine 100 μg/ml streptomisin (Streptomisin sülfat, İ.E. Ulagay) 

ile 100 IU/ml penisilin (Pronapen, Pfizer) eklendi, daha sonra 0,22 μm olan steril 

filtreden (Millipore) geçirildi. Hazırlanmış olan stok besiyeri, +4 °C’de saklandı. 

HeLa ve MDA-MB-231 hücreleri, %10 Fötal Bovine Serum (FBS, Gibco Lab.) 

içeren Minimum Essential Medium’da (MEM), pH 7,2’de, 37˚C’de, haftada iki kez 

                                                 

 

1
Hücre kültürü çalışmalarının bir bölümü İstanbul Tıp Fakültesi Biyofizik Anabilim Dalı’nda yapılmıştır. 
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düzenli pasajları yapılarak yetiştirildikten sonra bu hücrelerin standart hücre kültürü 

besiyerine, % 10 FBS eklenerek ve pH’sı % 4,4’lük NaHCO3 ile 7,2’ye ayarlanarak 25 

cm2’lik steril kültür kaplarında, % 5 CO2 ve % 95 hava içeren nemli atmosferde, 

37°C’de tek tabaka kültür olacak şekilde inkübasyonları gerçekleştirildi.  

3.3.1. Hücrelerin pasaj işlemi 

HeLa ve MDA-MB-231 hücreleri, yetiştirildikleri kültür kapları içerisinde 

yeterli yoğunluğa eriştiklerinde pasaj işlemine başlandı. Hücreler, bulundukları 

yüzeyden kaldırılmaları amacı ile 3 ml tripsin ile 4 dakika inkübe edildi. Süspanse 

edilen hücreler bulundukları kültür kabından toplanarak santrifüj tüpüne aktarıldı ve 

tripsini baskılamak amacıyla üzerine 3 ml besiyeri eklendi. 500xg dönme hızında 5 

dakika santrifüj edilerek hücrelerin çökmesi sağlandı. Çöken hücrelerin süpernatant 

kısmı uzaklaştırıldı. Deney için gerekli hücre sayıları hematositometre ile hesaplanıp, 

besiyeri ile sulandırma yapılarak, her deney için daha önce belirlenen optimum sayıda 

hücrelerin ekim işlemi gerçekleştirildi (Freshny, 2000). 

3.3.2. Hücrelerin ekimi 

Hücrelerin ekim işlemleri, sitotoksisite (xCELLigence sistemi) deneyi için 96 

kuyucuklu kültür kaplarına 10.000 hücre/ml; İmmünhistokimya (İHK) ve TUNEL 

yöntemleri için 24 kuyucuklu kültür kaplarına 150.000 hücre/ml, ayrıca apoptotik 

hücrelerin morfolojilerinin floresan mikroskobunda görüntülenmesi amacıyla uygulanan 

DAPI boyaması için 20.000 hücre/ml olacak şekilde yapıldı. Hücrelerin ekim 

işlemlerinin ardından pH 7.2’de, %5 CO2 ve % 95 hava içeren inkübatörde 37°C’de, 24 

saat bekletilerek inkübasyon gerçekleştirildi. 

3.4. ÖZÜTTEN FARKLI KONSANTRASYONLARIN HAZIRLANMASI  

Deneylerde kullanılan C. nerimaniae bitkisinin toprak üstü kısımlarından 

metanolde hazırlanmış olan özütten farklı konsantrasyonların hazırlanmasında daha 

önce yapılmış olan çalışmalar referans alındı (Dağdeviren, 2010; Erel ve ark., 2014). C. 

nerimaniae bitkisinin özütü, serumsuz DMEM’de çözündürülerek steril filtreden 

geçirildi ve stok solüsyon elde edildi. Hazırlanan stok solüsyondan % 10 FBS içeren 

steril DMEM ile sulandırılarak 8 farklı konsantrasyon (0.001 - 0.005 - 0.01 - 0.05 - 0.1 - 

0.5 - 1 - 5 mg/ml) hazırlandı. 
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3.5. GERÇEK ZAMANLI SİTOTOKSİSİTE ve HÜCRE İNDEKSİ ÖLÇÜMÜ 

Özütün 8 farklı konsantrasyonun (0.001 - 0.005 - 0.01 - 0.05 - 0.1 - 0.5 - 1 - 5 

mg/ml) HeLa ve MDA-MB-231 kanser hücre soyları üzerindeki sitotoksisitesi ve hücre 

indeksinin analizi xCELLigence sistemi kullanılarak yapıldı (Ke, Wang, Abassi, 2011).  

1. HeLa ve MDA-MB-231 kanser hücre soyları, kültür kaplarında (flasklarda) %75 

doluluğa ulaştıktan sonra 1x104 hücre/100 µl olacak şekilde resüspanse edildi.  

2. İlk adımda cihazdaki 96 kuyulu özel plakaya (E-plate) 100 µl medyum 

eklenerek sağlama değeri alındı. Daha sonra bu kuyulara ait hücre ekimleri 

(10.000 hücre/kuyu) yapıldı ve ardından E-plaka cihaza yerleştirildi.  

3. xCELLigence (RT-CES, xCELLigence; Roche Applied Science, Mannheim, 

Germany, and ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) sistemine ait software 

programı açılarak plaka 19 saat boyunca tutuldu ve 19 saat sonra (hücre indeksi 

1 olduğunda) 8 farklı konsantrasyonda hazırlanan özüt (0,001 - 0,005 - 0,01 - 

0,05 - 0,1 - 0,5 -1 - 5 mg/ml) hücreler ile muamele edildi.  

4. Kontrol olarak 3 ayrı kuyuda özüt içermeyen %1 serumsuz medyum kullanıldı. 

5. Özüt uygulamasının ardından empedansa bağlı hücre indeks değişimi (hücre 

canlılığı) 72 saat boyunca izlendi.  

6. Uygulama 15’er dakikalık arayla 72 saat boyunca, 3 tekrarlı olarak yapıldı.  

7. Bitki özütünün farklı konsantrasyonlarının hücre soyları üzerindeki sitotoksik 

etkisi ve IC50 değeri, RTCA Software 1.2.1 kullanılarak hesaplandı. 

8. HeLa ve MDA-MB-231 kanser hücre soyları için en uygun etken doz ve saat 

belirlemesi analizi yapıldı. 

3.6. ETKEN DOZLARA GÖRE DENEY GRUPLARI 

A. HeLa (serviks adenokarsinomu) hücre soyu  

1. Kontrol grubu: Özüt uygulanmayan grup 

2. Deney grubu: C. nerimaniae özütünün etken dozunun uygulandığı grup 

B. MDA-MB-231 (meme adenokarsinomu) hücre soyu 

1. Kontrol grubu: Özüt uygulanmayan grup 

2. Deney grubu: C. nerimaniae özütünün etken dozunun uygulandığı grup 
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3.7. MORFOLOJİK GÖRÜNTÜLEME YÖNTEMLERİ 

HeLa ve MDA-MB-231 hücre soylarında, morfolojik olarak apoptotik hücrelerin 

tespiti ve apoptotik indeksin belirlenmesi amacıyla 24'lü kuyulara 150.000 (TUNEL ve 

İHK) - 20.000 (DAPI) hücre/kuyu olacak şekilde ekildi. 24 saat boyunca 37˚C 

inkübatörde bekletildi. Daha sonra, özütün xCELLigence sistemi ile belirlenen etken 

dozları HeLa ve MDA-MB-231 hücre soylarına belirlenen saat süresince uygulandı.  

3.7.1. Faz-Kontrast Mikroskobu 

C. nerimaniae bitkisinden hazırlanan özütün etken dozlarının uygulandığı HeLa 

ve MDA-MB-231 hücrelerinde meydana gelen değişimler, 48 ve 72 saat deney 

süresinin sonunda x20’lik objektifte Olympus CKX41 marka faz-kontrast mikroskobu 

ile incelendi. Deney gruplarındaki hücrelerde genel sitotoksisite ve apoptoza özgü 

oluşan morfolojik değişimler gözlemlendi. 

3.7.2. Işık Mikroskobu 

Hücre soyları, İmmünhistokimya ve TUNEL tekniklerinin uygulanması için 

aşağıdaki işlem sırasına uygun olarak hazırlandı.  

1. Kültür kaplarında tek tabakalı hale ulaşan hücreleri yüzeye kaldırmak için  

3 ml tripsin eklendi ve tripsin aktivasyonu için 4-5 dakika boyunca 37˚C’lik 

etüvde bekletildi. 

2. Kültür kaplarından toplanan hücreler 5 dakika 500g’de santrifüj edildi. 

3. Süpernatant uzaklaştırılarak pellete 1 ml medyum (DMEM) eklendi. 

4. Hücreler pipetaj ile iyice homojenize edildi ve sayımları yapıldı. 

5. Hücrelerin 24’lük kuyulara ekimi için gerekli olan ve önceden sterilize edilmiş 

olan 15cm’lik yuvarlak lameller alevden geçirilerek kuyulara yerleştirildi. 

6. İHK ve TUNEL yöntemi için her bir kuyuya 150.000 hücre ekildi ve optimum 

hücre yoğunluğu sağlandı. 

7. Lameller kuyulara yerleştirildikten sonra, HeLa ve MDA-MB-231 hücreleri 

150.000 hücre/kuyu olacak şekilde eklendi. 

8. Eklenen hücrelerin üzerine kuyuları 1ml’ye tamamlayacak şekilde medyum 

eklendi. 

9. Hücrelerin lamellere iyice tutunup yapışması için 24’lük plakalar 37˚C’lik 

etüvde 1 gün boyunca inkübe edildi. 



 37 

10. HeLa ve MDA-MB-231 hücreleri için belirlenen etken özüt dozları 

hazırlanarak steril filtrelerden (Millipore) geçirildi. 

11. 24’lük plakalardan medyum uzaklaştırıldı. Kontrol ve deney grubu, 12’şerlik 

kuyular şeklinde ayarlandı.  

12. Kontrol grubuna 1 ml medyum, her iki deney grubuna taze olarak hazırlanmış 

olan bitki özütünün etken dozları eklendi, ardından 1ml’ye tamamlanacak 

şekilde medyum ilave edildi. 

13. HeLa (48 saat) ve MDA-MB-231 (72 saat) hücre soyları belirlenen saatler 

süresince 37˚C’lik etüvde inkübasyona bırakıldı. 

14. İnkübasyon sonunda hücreler faz-kontrast mikroskop altında incelenerek ışık 

mikroskopi işlemleri için hazır oldukları tespit edildi. 

15. Tween-20/PBS ile 3 kez 5 dakika süreyle hücreler yıkandı. 

16. Hücreler; İHK için %4’lük paraformaldehit ile, TUNEL yöntemi için %10’luk 

formol ile 20 dakika fikse edildi (fiksatifler steril filtreden geçirilerek 

kullanıldı). 

17. Tween-20/PBS ile 3 kez 5 dakika süreyle hücreler yıkandı. 

18. İHK ve TUNEL yöntemlerine başlamadan önce için her bir kuyuya 1 ml PBS 

eklendi ve 24’lük plakalar daha sonra kullanılmak üzere +4˚C’ye kaldırıldı. 

3.7.2.1. İmmünhistokimya 

Apoptoz belirteçlerinden olan aktif kaspaz-3 antikoru (Santa Cruz Biotech; Sc-7148, 

1:100 dilüsyon) kullanılarak %4’lük paraformaldehit ile tespit edilen hücrelere 

uygulanan Streptavidin-Biotin-Peroksidaz yöntemi ile kit (Histostain-Plus Bulk Kit, 

Zymed LAB-SA Detection System, Amerika) içinde tavsiye edilen işlem sırası bazı 

değişiklikler ile optimize edilerek immünhistokimyasal boyama uygulandı (Wang, 

2014). 

1. Hücreler, 3 defa 5’er dakika PBS ile yıkandı. 

2. Maskeleme (blocking) solüsyonu ile 20 dakika muamele edildi (istenmeyen 

antijenlerin baskılanması). 

3. Aktif kaspaz-3 antikoru (1:100) ile bir gece +4°C’de nemli ortamda muamele 

edildi. 

4. Hücreler, 3 defa 5’er dakika PBS ile yıkandı. 

5. % 0.3 H2O2’de 10 dakika muamele edildi. 
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6. Hücreler, 3 defa 5’er dakika PBS ile yıkandı. 

7. Biotin ile işaretli ikinci antikor ile 20 dakika muamele edildi. 

8. Hücreler, 3 defa 5’er dakika PBS ile yıkandı. 

9. Streptavidin-Peroksidaz kompleksinde 20 dakika muamele edildi. 

10. Hücreler, 3 defa 5’er dakika PBS ile yıkandı. 

11. Substrat-kromojen (AEC = 3-aminoetil 9-karbazol) solüsyonu ile 20 dakika renk 

reaksiyonu (kırmızı) gözlenene kadar inkübe edildi. 

12. Distile suda yıkandı. 

13. Hücrelere 40 saniye boyunca metilen mavisi zıt boyası uygulandı. 

14. Distile suda yıkandı. 

15. İHK yöntemi uygulandıktan sonra kuyulardaki lameller dikkatli bir şekilde ince 

uçlu pens yardımıyla kaldırılıp, lamlar üzerine damlatılan gliserin-jelatin ile 

kapatıldı ve 1 saat 37˚C’lik etüvde tutuldu. 

İmmün boyama özgüllüğünün kontrolü: İmmün boyamanın kontrolü için negatif 

kontrol kullanıldı. Negatif kontrol olarak İHK işlem sırasında primer antikor yerine 

PBS damlatılarak tüm işlem basamakları aynen uygulandı.  

3.7.2.2. TUNEL Yöntemi 

Apoptotik ölümün belirteçlerinden olan DNA kırıklarının in situ olarak saptanması 

için TUNEL metodu (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick and labeling) 

kit (ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Peroksidase Kit -S7101-KIT, 

Chemicon, Almanya) içinde tavsiye edilen işlem sırası bazı değişiklikler ile optimize 

edilerek (Wu, 2008) uygulandı. Apoptotik süreçte kırılan DNA parçalarının 3’OH 

uçları, Terminal deoksinükleotidil transferaz (Tdt) enzimi kullanılarak digoksigenin 

işaretli dUTP ile işaretlendi ve işlem sonunda işaretlenmiş apoptotik hücreler AEC (3-

aminoetil 9-karbazol) ile boyanarak mikroskopta görünür hale getirildi. 

1. Hücreler Tween-20/PBS (25µl Tween-20 + 50 ml PBS) ile 15 dakika yıkandı. 

2. Hücreler, PBS ile hazırlanmış % 0.3 H2O2 ile 5 dakika oda ısısında muamele 

edildi (endojen peroksidazın maskelenmesi için). 

3. Hücreler, 3 defa 2’şer dakika Tween-20/PBS ile yıkandı. 

4. Lamellerin çevresi dikkatlice kurulanıp, hücrelerin üzerine 75 µl 1 x Dengeleyici 

Tampon konulup plastik lameller ile kapatıldı. 30 dakika oda ısısında inkübe 

edildi. 
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5. Plastik lameller kaldırıldı, lamellerin etrafı kurulandı ve üzerlerine 55 µl TdT 

enzimi konularak plastik lameller ile kapatıldı. 37°C’lik etüvde 1 saat inkübe 

edildi. 

6. Plastik lameller kaldırıldı, hücreler durdurma/yıkama tamponu ile oda ısısında 

10 dakika yıkandı. 

7. Hücreler 3 defa 5’er dakika Tween-20/PBS ile yıkandı. 

8. Her lamel üzerine 65 µl Anti-Digoksigenin-Peroksidaz konuldu ve üzerlerine 

plastik lameller tekrar kapatılarak oda ısısında 30 dakika bekletildi. 

9. Plastik lameller kaldırıldıktan sonra hücreler 3 defa 5’er dakika yıkandı. 

10. Hücrelerin bulunduğu lamellerin etrafı kurulandıktan sonra her birine 75 µl AEC 

damlatıldı. 6-7 dakika sonra pozitif renk reaksiyonu mikroskop altında kontrol 

edildi. 

11. Renk reaksiyonunun oluşmasından sonra hücreler distile su ile 3 defa 1’er 

dakika yıkandı. 

12. Hücreler zıt boyama için metil yeşili ile 2 dakika boyandı, distile su ile boyama 

durduruldu. 

13. TUNEL yöntemi uygulandıktan sonra kuyulardaki lameller dikkatli bir şekilde 

ince uçlu pens yardımıyla kaldırılıp, lamlar üzerine damlatılan gliserin-jelatin ile 

kapatıldı ve 1 saat 37˚C’lik etüvde tutuldu.  

Uygulama esnasında taze olarak hazırlanan solüsyonlar:  

% 0.3 H2O2 (PBS ile) 

Tdt: 77 μl  Reaksiyon Tamponu + 33 μl Tdt Enzimi = 110 μl 

Durdurma/Yıkama tamponu: 10 µl Yıkama solüsyonu + 340 µl Distile Su =   

350 µl 

TUNEL Boyama özgüllüğünün kontrolü: Boyamanın kontrolü için negatif 

kontrol kullanıldı. Negatif kontrol olarak hücre ekili lamele TUNEL işlem 

sırasındaki Tdt enziminin uygulandığı aşamada, Tdt enzimi yerine distile su 

damlatıldı. Daha sonra tüm işlem basamakları aynen uygulandı.  
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3.7.3. Floresan Mikroskobu 

HeLa ve MDA-MB-231 hücre soylarına özüt uygulaması ile ortaya çıkan 

apoptotik hücrelerin ve nukleus morfolojilerinin tespiti için DAPI boyama yöntemi 

uygulandı ve floresan mikroskobunda incelendi (Huang, 2007). 

1. Işık mikroskopi yönteminin işlem sırası aynen uygulandı. Sadece 6. ve 16. 

adımlar aşağıda verildiği şekilde uygulandı. 

2. 6. işlem sırasında 24’lük plakalardaki her kuyucuğa 20.000 hücre/kuyu olacak 

şekilde HeLa ve MDA-MB-231 hücre soyları ekildi.  

3. 16. işlem sırasında, hücreler saf metanol ile 20 dakika tespit edildi.  

4. Tween-20/PBS ile 3 kez 5’er dakika yıkandı. 

5. Kuyucuklara PBS ile sulandırılan DAPI (SC-3598) (1:1000) eklendi ve 5 

dakika karanlıkta inkübe edildi.  

6. Lameller doğrudan lamlar üzerine kapatıldı.  

7. Hazırlanan lamlar Olympus BX51 floresan mikroskobunda (λex 364 nm; λex 

454 nm) incelendi. 

3.8. APOPTOTİK İNDEKS 

Apoptotik indeksin tespiti, LEICA marka ışık mikroskobunda ve x20 büyütmede 

rastgele seçilen 12 alanda TUNEL pozitif olarak işaretlenen apoptotik ve normal 

nukleuslar sayılarak apoptotik indeks (Tunçdemir ve Öztürk, 2008) aşağıdaki formüle 

göre hesaplandı. 

Apoptotik indeks (AI) = Apoptotik nukleus sayısı / Toplam hücre sayısı x 100  

3.9. İSTATİSTİKSEL ANALİZ 

Deney gruplarından elde edilen veriler karşılaştırmalı olarak değerlendirildi. HeLa 

ve MDA-MB-231 hücrelerinin sitotoksisite ölçüm sonuçları tek yönlü ANOVA’ya göre 

Tukey testi ile, deney gruplarının kontrol grubuna göre ve birbirleri ile olan 

anlamlılıkları ise Mann-Whitney U Testi ile değerlendirildi. Anlamlılık değeri olarak 

p<0.05 seviyesi temel alındı. Değerlendirmeler “GraphPad Prism version 6.00, 

GraphPad Software, San Diego California USA, Anonim-c” programı kullanılarak 

yapıldı. 
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3.10. Kullanılan kimyasal malzemeler 

1- Antikor sulandırıcı (Zymed) 

2- DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindole) (Santa Cruz) 

3- DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Gibco)  

4- Etanol (Merck) 

5- FBS (Fetal Bovine Serum) (İnvitrogen) 

6- Formol (Merck) 

7- Gliserol (Santa Cruz) 

8- H2O2 (Hidrojen peroksit) (Merck)  

9- Kaspaz-3 antikoru (Santa Cruz)  

10- Paraformaldehit (Merck) 

11- PBS (Phosphate Buffered Saline) (pH 7,4) (Gibco)  

12- Penisilin (İ.E. Ulagay) 

13- Streptomisin (Pronapen, Pfizer)  

14- Tripsin % 0.25 (İnvitrogen) 

3.11. Kullanılan gereçler 

1- Ayarlanabilir hacimli pipet seti (Eppendorf)  

2- Balon joje (500, 1000 ml)  

3- Buzdolabı (Ariston)  

4- Derin dondurucu (-20 0C) (Elektrolux) 

5- Enjektör (10, 50 cc) 

6- Floresan mikroskop (Olympus BX 51) 

7- Hassas terazi (Ohaus Galaxy 4000)  

8- Işık mikroskobu (Leica DM 2500) 

9- İnkübatör (CO2’li) (Eppendorf) 

10- İnvert (faz-kontrast) mikroskop (Olympus, CKX41)  

11- Kriyojenik tüpler (Santa Cruz)  

12- Laminar kabin (ESCO Class II Type A2)  

13- Mavi kapaklı şişe (100, 500, 1000 ml) 

14- Membran filtre (0.22 µm) (Millipore) 

15- Mezür (25, 50, 200 ml) 

16- pH metre (Scheat pH-meter CG825) 
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17- Pipette controler (CAPP) 

18- Saf su cihazı (Millipore Elix 3)  

19- Santrifüj (Hettich EBA 8S)  

20- Santrifüj tüpü (15, 50 ml) (Santa Cruz)  

21- Serolojik Pipet (5 ml) (Santa Cruz)  

22- Sonikatör (United Jewelry Tool Supplies) 

23- Steril pipet uçları (10,100, 1000 µl) (Expell) 

24- Thoma Lamı  

25- xCELLigence cihazı (ACEA, Roche) 

26- Yuvarlak Lamel (15 mm) 

27- 25 cm2 ve 75 cm2 kültür kapları (Santa Cruz) 

28- 12’lik, 24’lük ve 96’lık kuyucuklu plakalar (Santa Cruz) 

 

3.12. Kullanılan tampon ve çözeltiler  

   1-  %10’luk formol  

% 37 Formaldehid (Merck)      100 ml 

Distile su                                   900 ml 

 

2- % 4’lük paraformaldehit 

Paraformaldehit                          4 gr 

PBS                          100 ml’e tamamlandı.  

650C’de karıştırıcı ile çözelti berraklaşıncaya kadar 1N NaOH damlatılarak 

karıştırıldı. Steril filtre ile süzüldü. 

 

3- Fosfat tuz tamponu (PBS) (PH: 7.2-7.4) 

NaCl                                            8.79 gr. 

KH2PO4                                                          0.272 gr. 

NaHPO4                                                         1.135 gr.  

1000 cc distile su ile tamamlandı. 
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3- Tween-20/PBS 

Tween-20      25 µl 

PBS       50 µl 

4- Gliserin jel  

Gelatin                                      1 g 

Gliserol                                     7 ml 

Ultra saf su                               6 ml 

 

5- H202 

H202                                         1 ml 

PBS                     9 ml       
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4. BULGULAR 

4.1. GERÇEK ZAMANLI SİTOTOKSİSİTE ve HÜCRE İNDEKSİ ANALİZİ 

 

Gerçek zamanlı hücre analizi için xCELLigence sisteminde E-plakalara ekilen 

(Tablo 4.1) HeLa ve MDA-MB-231 hücre soylarının hücre indeksinin 1’i geçtiği 19. 

saatte tespit edildi. Hazırlanan 8 farklı konsantrasyon, E-plaka yerleşimine bağlı olarak 

kuyucuklardaki hücrelere uygulandı ve özüt konsantrasyonlarının hücreler üzerindeki 

sitotoksisitesi ve canlılığa etkilerinin analizi RTCA software kullanılarak yapıldı. 

  

Tablo 4-1: HeLa ve MDA-MB-231 hücre soylarının ekildiği ve 8 farklı özüt 

konsantrasyonunun ayarlandığı 96 kuyucuklu E-plaka yerleşimi (CN: Centaurea 

nerimaniae). 

 

 

Sonuçlara göre, Şekil 4-1 ve Şekil 4-2’de gösterildiği gibi, özütün uygulandığı an 

0. saat olarak kabul edildi. Canlılık eğrileri her 15 dakikada bir yazılım sistemi 

tarafından çizilerek, özüt konsantrasyonlarının HeLa ve MDA-MB-231 hücrelerinin 

canlılığı üzerindeki etkileri saptandı.  

HeLa hücrelerinde (Şekil 4-1) en yüksek doz değeri olan 5 mg/ml’nin hücrelerin 

tamamına toksik etki gösterdiği, en düşük doz olan 0.001 mg/ml’den 0.01 mg/ml’ye 

kadar artan doz değerlerinin hücre ölümü üzerinde çok fazla etkili olamadığı, bu 

nedenle de HeLa hücrelerinin çoğalmaya devam ettiği tespit edildi. Özüt uygulanan 

HeLa hücre soyu, kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, hücre canlılığı üzerine etki eden 
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ilk dozun 0.5 mg/ml olduğu, hücre indeksinde en etkili dozun ise 1 mg/ml olduğu 

(p<0.001) ve kontrole göre hücre canlılıgını inhibe ettiği gözlendi.  

Zamana bağlı hücre indeksi grafiğinde (Şekil 4-2), MDA-MB-231 hücre soyunda 

en düşük doz değerinden 0.5 mg/ml’ye kadar artan konsantrasyonların hücre ölümü 

üzerinde etkili olamadığı, 5 mg/ml son doz değerinin HeLa hücrelerinde de görüldüğü 

gibi hücrelerin tamamına toksik etki gösterdiği saptandı. xCELLigence sisteminde 

MDA-MB-231 hücrelerine ait analiz sonuçlarında beklenenden farklı bir grafik elde 

edildi. 0.1 mg/ml ve 0.5 mg/ml dozlarında proliferasyon yönünde farklı bir eğri 

çizdikleri, ancak sitotoksik dozların 1-5 mg/ml arasında olduğu tespit edildi. Elde edilen 

hücre analiz grafiğindeki bu değişikliklerin MDA-MB-231 kanser hücresinin fenotipik 

özelliklerine bağlandı. Özütün 1 mg/ml’lik dozunun hücrelere toksik etki göstermeye 

başladığı ve kontrol grubuna göre hücre canlılığını inhibe ettiği tespit edildi (p<0.001).  

Özüt uygulamasının ardından 72 saat sonra elde edilen bulgular, xCELLigence 

sistemi RTCA software programı tarafından analiz edilerek detaylı bir şekilde 

değerlendirildi. HeLa ve MDA-MB-231 hücrelerinin 24, 48 ve 72 saatteki zamana bağlı 

empedans değerleri ile hücre indeksi değerleri (IC50: hücrelerin yarısını inhibe eden doz 

değeri) elde edildi. Şekil 4-3’teki grafiklerde 24, 48 ve 72 saat sonunda HeLa hücre 

soyuna ait IC50 değerleri sırasıyla gösterildi. Bu değerlerin 24 saatte 1,2902 mg/ml, 48 

saatte 1,4271 mg/ml ve 72 saatte 1,1278 mg/ml olduğu tespit edildi. Şekil 4-4’teki 

grafiklerde sırasıyla 24, 48 ve 72 saat sonunda MDA-MB-231 hücre soyuna ait IC50 

değerleri gösterildi. Bu değerlerin 24 saat için 7,69 mg/ml, 48 saat için 5,503 mg/ml ve 

72 saat için 3,67 mg/ml olduğu tespit edildi. 

Elde edilen sonuçlara göre etken dozların zamana bağlı etkileri göz önünde 

bulunduruldu. Her üç zaman diliminde de HeLa hücre soyu için elde edilen IC50 

değerleri birbirlerine çok yakın olduğundan, en uygun etken zamanı tespit edebilmek 

için 24, 48 ve 72 saatte belirlenen etken dozların HeLa hücreleri üzerindeki etkileri 

araştırıldı. En düşük etken doz (1,1278 mg/ml - 72 saat) zamana bağlı olarak hücrelere 

uygulandı ve 72 saat sonunda faz-kontrast mikroskobunda gözlenen hücrelerde çok 

fazla harabiyet olduğu, bu dozun 72 saat sonunda hücre canlılığı üzerine güçlü toksik 

etki gösterdiği belirlendi. 24. saatteki etken doz (1,2902 mg/ml) uygulandığında ise 

hücrelerdeki çoğalmanın halen devam ettiği görüldü. Bu çalışmalar 3 kez tekrarlandı. 

Sonuç olarak, HeLa hücre soyu için 48 saatteki ve MDA-MB-231 hücre soyu için de 72 

saatteki etken dozların uygulanması gerektiği tespit edildi. 
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Şekil 4-1: C. nerimaniae özütünün artan konsantrasyonlarının HeLa hücreleri üzerindeki 

72 saatlik gerçek zamanlı hücre analizi (: 24. saat, : 48. saat, : 72. saat).  

 

 

 

Şekil 4-2: C. nerimaniae özütünün artan konsantrasyonlarının MDA-MB-231 hücreleri 

üzerindeki 72 saatlik gerçek zamanlı hücre indeks analizi (: 24. saat, : 48. saat, 

: 72. saat).  
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Şekil 4-3: 24, 48 ve 72 saat sürelerinin sonunda xCELLigence sisteminden elde edilen C. 

nerimaniae özütünün 8 farklı konsantrasyonunun HeLa hücreleri üzerindeki 

(IC50) eğrileri.  

(Tablo 4-1’e göre değerlendirilen kuyucuklar; B1, B2, B3, C1, C2, C3, D1, D2, D3, E1, E2, E3, F1, F2, F3, G1, G2, 

G3, H1, H2, H3, A4, A5, A6, B4, B5, B6; Veri noktaraları ortalama ± S.E.M değerlerini temsil 

etmektedir.) 
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Şekil 4-4: 24, 48 ve 72 saat sürelerinin sonunda xCELLigence sisteminden elde edilen C. 

nerimaniae özütünün 8 farklı konsantrasyonunun MDA-MB-231 hücreleri 

üzerindeki (IC50) eğrileri.  

(Tablo 4-1’e göre değerlendirilen kuyucuklar; D4, D5, D6, E4, E5, E6, F4, F5, F6, G4, G5, G6, H4, H5, H6, A7, A8, 

A9, B7, B8, B9, C7, C8, C9, D7, D8, D9; Veri noktaraları ortalama ± S.E.M değerlerini temsil 

etmektedir.) 
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Şekil 4-5: C. nerimaniae bitki özütünün farklı konsantrasyonlarının HeLa hücre soyuna 

uygulandıktan 24, 48 ve 72 saat sonundaki hücre indeksi değerleri 

 

 

 

 
 

Şekil 4-6: C. nerimaniae bitki özütünün farklı konsantrasyonlarının MDA-MB-231 hücre 

soyuna uygulandıktan 24, 48 ve 72 saat sonundaki hücre indeksi değerleri 
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4.2. MORFOLOJİK GÖRÜNTÜLEME YÖNTEMLERİ 

4.2.1. Faz-Kontrast Mikroskobu 

 

Centaurea nerimaniae özütünün sitotoksisite değerleri göz önünde 

bulundurularak en etkili olan dozun HeLa için (1,42 mg/ml) ve MDA-MB-231 için 

(3,67 mg/ml) olduğu saptandıktan sonra, C.n. deney grubunun uygulandığı hücre 

soylarında faz-kontrast mikroskobu ile morfolojik olarak tipik apoptotik hücreler 

gözlemlendi (Şekil 4-7, 4-8). Deney sürelerinin sonunda HeLa (48 saat) ve MDA-MB-

231 (72 saat) hücre soylarında meydana gelen sitotoksik etkinin uygulanan 

konsantrasyon ve saate bağlı olarak arttığı görüldü. 

 

 

Şekil 4-7: HeLa hücre soyunda (A) kontrol grubunun ve (B) C. nerimaniae bitki özütünün 

etken dozunun (1,42 mg/ml) uygulandığı deney grubunun 48 saat sonunda faz-

kontrast mikroskop görüntüsü (x20).  

 

 

Şekil 4-8: MDA-MB-231 hücre soyunda (A) kontrol grubunun ve (B) C. nerimaniae bitki 

özütünün etken dozunun (3,67 mg/ml) uygulandığı deney grubunun 72 saat 

sonunda faz-kontrast mikroskop görüntüsü (x20).  
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4.2.2. Işık Mikroskobu 

4.2.2.1. İmmünhistokimya 

 

Aktif kaspaz-3 immünhistokimyasal boyama sonucu, sitoplazmaları boyanmış 

olan hücreler (Şekil 4-9, 4-10) kaspaz-3 (+) olarak değerlendirildi. Bazı hücrelerde aktif 

kaspaz-3 immünreaktivitesi nukleusun sitoplazmik yüzeyine yakın bölgelerde 

yoğunlaşmış olarak saptandı. HeLa ve MDA-MB-231 hücre soylarında rastgele seçilen 

12 alanda yapılan kaspaz-3 immünpozitif hücrelerin sayımı sonucunda, kaspaz-3 

immünpozitif hücre sayımlarının ortalama değerleri (Tablo 4-2) ve grafiği (Şekil 4-12) 

verildi.  

Aktif kaspaz-3 immünpozitif hücrelerin sayımı sonucunda, HeLa hücre soyunun 

deneyli grubunda kaspaz-3 immünpozitif hücre sayısının kontrol grubuna kıyasla 

belirgin bir artış gösterdiği (p<0.0001) gözlendi (Şekil 4-9). MDA-MB-231 hücre 

soyunun deneyli grubunda da kontrol grubuna kıyasla aktif kaspaz-3 immünpozitif 

hücre sayısında artış gözlendi (p<0.001). Sadece MDA-MB-231 hücre soylarında etken 

dozda özüt uygulanan grupta apoptotik veya apoptotik olmayan morfolojilere sahip 

kanser hücrelerinde kaspaz-3 immün boyanmasının sitoplazma dışında, sadece 

nukleusta veya nukleus+sitoplazmada pozitif olduğu gözlendi (Şekil 4-10, 4-11). Bazı 

hücre gruplarında aktif kaspaz-3 nukleus pozitifliği ayrıca nukleusun çevresinde de 

belirgin olarak gözlendi (Şekil 4-10).  

 

Şekil 4-9: HeLa hücre soyunda aktif kaspaz-3'ün immünhistokimyasal olarak 

gösterilmesi.  

(A) Kontrol grubu ve C. nerimaniae bitki özütünün etken dozunun (1,42 mg/ml) uygulandığı (B, C) deney grubuna 

ait 48 saat sonunda sitoplazmaları aktif kaspaz-3 immünpozitif hücreler (Bar; A, B: 80 µm, C: 40 µm).  
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Şekil 4-10: MDA-MB-231 hücre soyunda aktif kaspaz-3’ün immünhistokimyasal olarak 

gösterilmesi.  

(A) Kontrol grubu ve C. nerimaniae bitki özütünün etken dozunun (3,67 mg/ml) uygulandığı (B, C, D, E, F, G, 

H) deney grubunun 72 saat sonundaki aktif kaspaz immünpozitifliğinin ışık mikroskobu görüntüleri (C, D, 

E: nukleus aktif kaspaz-3 hücreler (); F: nukleus + sitoplazma (+) hücreler ( ), sadece nukleus (+) 

hücreler (); G: nukleus periferindeki sitoplazmada (+)’lik gösteren hücreler (); H: sadece nukleus periferi 

(+) hücreler () ), (Bar: A, B, C, E: 20 µm; D, F, G, H: 40 µm). 
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Şekil 4-11: MDA-MB-231 hücre soyunda sitoplazmada, sadece nukleusta veya 

nukleus+sitoplazmada aktif kaspaz-3 immünpozitif hücrelerin ortalama sayısı. 

 

Tablo 4-2: HeLa ve MDA-MB-231 deney gruplarına ait ortalama aktif kaspaz-3 

immünpozitifliğinin değerleri. 

 Kontrol C. n. 

HeLa 13,08 ± 5,47 68,34 ± 5,00 

MDA-MB-231 4,63 ± 7,29 45,37 ± 30,10 

 

 

Şekil 4-12: HeLa ve MDA-MB-231 deney gruplarına ait aktif kaspaz-3 immünpozitif 

hücre sayımı sonuçlarının (%) istatistiksel değerlendirilmesi (MDA-MB-231, 

*p<0.001 kontrol grubuna göre; HeLa, **p<0.0001 kontrol grubuna göre).  
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4.2.2.2. TUNEL Yöntemi ve Apoptotik indeks 

 

Apoptotik işaretli nukleuslara sahip hücreleri saptamak için yapılan TUNEL 

yöntemi sonucu, nukleusları kahverengi olarak boyanmış olan hücreler apoptotik olarak 

değerlendirildi (Şekil 4-13, 4-14). TUNEL yöntemi ile boyanan hücrelerin, LEICA DM 

2500 marka ışık mikroskobunda x20 objektif büyütmesi ile rastgele seçilen 12 alanda 

TUNEL (+) hücreler sayılarak apoptotik hücre indeksi hesaplandı (Tablo 4-3).  

HeLa ve MDA-MB-231 C.n. deneyli gruplarında apoptotik hücre indeksi 

kontrol grubuna kıyasla anlamlı olarak yüksek (p<0.0001) tespit edildi (Şekil 4-15). 

Ancak her iki hücre soyunun etken dozlarının uygulaması sonucunda MDA-MB-231 

hücrelerinin HeLa hücrelerine kıyasla daha dirençli oldukları ve apoptotik indeksinin 

daha düşük (p<0.0001) olduğu tespit edildi (Şekil 4-16).  

 

 

Şekil 4-13: HeLa hücre soyunda TUNEL yöntemi ile apoptotik hücrelerin gösterilmesi. 

(A) Kontrol grubu ve C. nerimaniae bitki özütün etken dozunun (1,42 mg/ml) uygulandığı (B, C) deney grubunda  48 

saat sonunda TUNEL pozitif apoptotik hücreler (  ), (Bar; A: 80 µm, B, C: 40 µm). 
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Şekil 4-14: MDA-MB-231 hücre soyunda TUNEL yöntemi ile apoptotik hücrelerin 

gösterilmesi.  

(A) Kontrol grubu  ve C. nerimaniae bitki özütünün etken dozunun (3,67 mg/ml) uygulandığı (B, C) deney 

grubunda 72 saat sonunda TUNEL pozitif apoptotik hücreler  (  ), (Bar; A: 40 µm, B, C: 20 µm). 

 

Tablo 4-3: HeLa ve MDA-MB-231 deney gruplarına ait ortalama apoptotik hücre indeksi 

değerleri. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Kontrol C. n. 

HeLa 10,67 ± 7,06           67,34 ± 3,66 

MDA-MB-231 14,54 ± 12,83 45,08 ± 11,79 

 

 

Şekil 4-15: HeLa ve MDA-MB-231 deney gruplarına ait apoptotik hücre indeksinin (%) 

kontrol gruplarına göre istatistiksel olarak değerlendirilmesi (*p<0.0001, kontrol 

gruplarına kıyasla). 
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Şekil 4-16: HeLa ve MDA-MB-231 deney gruplarına ait apoptotik hücre indeksinin (%) 

istatistiksel olarak değerlendirilmesi (HeLa deney grubuna kıyasla p<0.0001) 

 

4.2.3. Floresan Mikroskop 

 

Centaurea nerimaniae bitki özütünün (1,42 mg/ml) dozunun HeLa hücre soyu 

üzerine ve (3,67 mg/ml) dozunun MDA-MB-231 hücre soyu üzerine uygulanması 

sonucunda 48 ve 72 saat deney süreleri sonunda meydana gelen apoptoza özgü nukleus 

morfolojisinin özellikleri DAPI ile floresan mikroskopta gözlendi (Şekil 4-17, 4-18).  

 

 

Şekil 4-17: HeLa hücrelerinin DAPI boyaması ile apoptotik hücrelere ait nukleus 

morfolojilerinin floresan mikroskobunda gösterilmesi.  

(A) Kontrol grubunda normal ve mitotik (  ) nukleuslar, ve C. nerimaniae özütünün etken dozunun (1,42 

mg/ml) uygulandığı (B, C) deney grubunda 48 saat sonunda gözlenen apoptotik hücreler (  ), (x40). 
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Şekil 4-18: MDA-MB-231 hücrelerinin DAPI boyaması ile apoptotik hücrelere ait nukleus 

morfolojilerinin floresan mikroskobunda gösterilmesi.  

(A) Kontrol grubunda normal nukleuslar ve C. nerimaniae özütünün etken dozunun (3,67 mg/ml) 

uygulandığı (B, C) deney grubunda 72 saat sonunda gözlenen mitotik (  ) nukleus ve apoptotik hücreler     

(  ), (x40). 
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5. TARTIŞMA 

Bu çalışmada, Türkiye için endemik bir bitki türü olan Centaurea nerimaniae 

bitkisinin toprak üstü kısımlarından elde edilen metanol özütünden 8 farklı 

konsantrasyon hazırlanarak HeLa (insan serviks adenokarsinomu) ve MDA-MB-231 

(insan meme adenokarsinomu) hücre soyları üzerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri 

araştırıldı.  

Dünya üstünde değişik bölgelerde endemik olarak yetişen Centaurea bitkisiyle, 

farklı tedavi amaçları için farklı türlerin özüt ve/veya bileşikleri ile yapılan çalışmalarda 

değişik etki mekanizmaları ortaya konulmasına rağmen (Koca ve ark., 2009; Csupor ve 

ark., 2010; Zengin ve ark., 2010; Aktümsek ve ark., 2013; Erel ve ark., 2014; Özbilgin 

ve ark., 2014; Koç ve ark., 2015) bu bitkiye ait türlerin kanser hücreleri üzerindeki 

etkileri konusunda çok az sayıda çalışma vardır (Csupor ve ark., 2009; Csapi ve ark., 

2010; Chicca ve ark., 2011; Erel ve ark., 2011; Forgo ve ark., 2012). Centaurea 

bitkisinin Türkiye’de yetişen endemik türleri ile yapılan daha önceki çalışmalarda 

antimikrobiyal (Yaylı ve ark., 2005; Buruk ve ark., 2006; Köse ve ark., 2007; Uğur ve 

ark., 2010; Kahriman ve ark., 2011), antibakteriyal (Uğur ve ark., 2009), 

antienflamatuar (Koca ve ark., 2009; Erel ve ark., 2014), antimalaryal (Özbilgin ve ark., 

2013), antipiretik (Akkol ve ark., 2009), antiviral (Özçelik ve ark., 2007), 

antiülserojenik (Gürbüz ve ark., 2007; Yeşilada ve ark., 2004) ve antioksidan 

(Aktümsek ve ark., 2011; Zengin ve ark., 2012; 2013; Erel ve ark., 2014; Koç ve ark., 

2015) etkileri gösterilmiştir. Sitotoksik etkileri konusunda ise sadece iki çalışma 

bulunmaktadır (Erel ve ark., 2011; Erel ve ark., 2014).  

Centaurea türlerinden farklı çözeltiler (metanol, etanol, kloroform, vb.) 

kullanılarak hazırlanan özütlerin yanında ayrıca hazırlandıkları bitki bölümlerine bağlı 

olarak da farklı etkilere sahip oldukları gösterilmiştir. Erel ve ark. (2014), C. 

aphrodisea, C. athoa, C. hyalolepis, C. ibericave C. polyclada türlerinden elde edilen 

kloroform ve metanol özütleri ile SK-MEL (insan deri malignant melanoma), BT-549 

(insan meme karsinomu), KB (insan oro-laringeal skuamöz karsinomu), SK-OV-3 

(insan ovaryum adenokarsinomu) hücre soyları üzerindeki çalışmalarında C. athoa’nın 

kloroform özütünün tüm tümör hücre soylarında sitotoksik etki (40–56 µg/ml) 

gösterdiğini, buna karşılık C. polyclada’nın kloroform özütünün BT-549, KB, SK-OV-3 
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hücrelerinde (sırasıyla, 30, 33 ve 47 µg/ml) en güçlü sitotoksik aktiviteye sahip 

olduğunu bildirmişlerdir. Türlerin metanol özütlerinin ise çoğunlukla antioksidan 

aktiviteye sahip olduğunu tespit etmişlerdir. Csapi ve ark. (2010), C. arenaria 

kloroform özütünün 10 μg/ml’lık etken dozunun HeLa, A431 (insan deri epidermoid 

karsinomu) ve MCF-7 (insan meme adenokarsinomu) hücre soylarında antiproliferatif 

etkiye sahip olduğunu bulmuşlardır. 

Aynı cinse ait farklı türler içerisinde, birtakım etken maddelerin değişik dozlarda 

bulunabileceği çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir (Aktümsek ve ark., 2011; Chicca ve 

ark., 2011; Forgo ve ark., 2012; Salla ve ark., 2013). Bu farklılıkların sıcaklık, toprak 

içeriği ve rakım gibi çeşitli faktörlere bağlı olabileceği ileri sürülmüştür. Centaurea’nın 

çeşitli türlerinin birçok etken madde içerdiği, özellikle çok sayıda metoksi ve hidroksi 

grubu içeren flavonoidler ve lignanların dışında bazı türlerde linoleik asit ve palmitik 

asit gibi çeşitli yağ asitleri içerdikleri de tespit edilmiştir. Bu özelliklerinden dolayı 

Centaurea türlerinin gıda endüstrisinde, kozmetikte ve ilaç yapımında kullanılabileceği 

ileri sürülmüştür (Zapesochnaya ve ark., 1977; Ferguson ve ark., 2003; Trendaflova ve 

ark., 2007; Djeddi ve ark., 2008; Aktümsek ve ark., 2013). 

Forgo ve ark. (2012), Macaristan’da endemik olarak yetişen Centaurea jacea 

türünün toprak üstü kısımlarından hazırlanan kloroform özütleri ile yaptıkları bir 

çalışmada, insan tümör hücre soyları üzerindeki güçlü antiproliferatif etkisinin özütün 

içerdiği flavon ve seskiterpenoidlere bağlı olduğunu göstermişlerdir. Aynı özütün HeLa, 

MCF-7 ve A431 hücreleri üzerindeki büyüme inhibisyon aktiviteleri incelenmiş, hücre 

soyları üzerindeki en yüksek aktiviteyi Centaureidin adlı flavonol göstermiştir (IC50: 

HeLa=0,08; MCF-7=0,13; A431=0,35 µM). Ayrıca izole edilen diğer bileşiklerden; 

apigenin, cirsilol, hispidulin ve cnicin’in de kanser hücre soyları üzerinde orta derecede 

antiproliferatif etki gösterdiğini gözlemlemişlerdir. 

Erel ve ark. (2011), endemik bir tür olan C. calolepsis türünün ikincil 

metabolitlerini incelemiş ve Cnicin’in, LLC-PK1, SK-MEL, KB, BT-549, SK-OV-3, 

Vero (Afrika yeşil maymun böbrek fibroblastları) ve LLC-PK11 (domuz böbrek 

epitelyal hücreleri) hücre soylarındaki sitotoksik etkisini araştırmışlardır. Çalışmanın 

sonucunda, Cnicin’in Vero hücreleri için toksik olmadığı fakat LLC-PK11 (IC50: 23 

μM) hücreleri üzerinde çok az bir toksisite gösterdiği, ayrıca diğer 4 kanser hücre 

soyları arasında SK-MEL ve BT-549 hücrelerinde (sırasıyla IC50: 14 ve 18 µM) 
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sitotoksisite gösterdiği gözlemlenmiştir. Böylece Cnicin maddesinin sitotoksik etkiye 

sahip olduğu gösterilmiştir. 

Centaurea nerimaniae türü ile daha önce yapılmış herhangi bir in vivo ve in 

vitro çalışma bulunmamaktadır ve kimyasal içeriği henüz tespit edilmemiştir. Bu 

çalışma ile ilk kez Centaurea nerimaniae’den hazırlanan metanol özütünün HeLa ve 

MDA-MB-231 hücre soyları üzerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri saptanmıştır. 

İçerdiği bileşiklerin izolasyonları tamamlandığında sitotoksik ve apoptotik etkilere 

neden olan maddelerin tespiti önemli bir rol oynayacaktır. 

Malign dokularda kanser hücrelerinde apoptotik hücre ölümünün uyarımı, 

kanser ilaçlarının geliştirilmesinde stratejik bir öneme sahip olmuştur (Ramasamy ve 

ark, 2012; Parsaee ve ark., 2013). Çoğunluğu bitkilerin ham özütlerinden ve/veya 

bileşiklerinden yararlanılarak yapılan doğal kaynakların antikanser etkilerinin 

araştırılmasında, hayvan deneyleri ve klinik çalışmalardan önce kanser hücre soyları 

üzerinde sitotoksik ve apoptotik etkinin değerlendirilmesi yapılmaktadır (Ramasamy ve 

ark., 2012). 

Sitotoksisite ve hücre canlılığını tespit etmek amacıyla kullanılan Tripan mavisi, 

MTT ve XTT gibi yöntemlerin yanında son zamanlarda yeni sistemler geliştirilmiştir. 

Bu çalışmada hücre canlılığı ve sitotoksisitenin tespit edilmesi amacıyla kullanılan 

xCELLigence sistemi, hiçbir işaretleme yapılmadan gerçek zamanlı olarak görüntüleme 

sağlayan çok yönlü bir araçtır. Diğer klasik yöntemlere göre farklı konsantrasyonların 

farklı zaman dilimlerindeki etken dozlarının belirlenmesi için hassas analizler yapabilen 

ve kısa sürede daha hızlı sonuç veren güvenilir bir sistemdir (Urcan ve ark., 2010; Ke ve 

ark., 2011; Daker, 2012; Yalçın ve ark., 2013; Özdemir ve Ark, 2014) Centaurea 

nerimaniae bitki özütünün 8 farklı konsantrasyonunun HeLa ve MDA-MB-231 kanser 

hücre soylarındaki sitotoksik etkilerini ve hücre canlılığını ölçmek için hücre indeksi 

(CI) profilleri xCELLigence sistemi kullanılarak tespit edildi. Centaurea nerimaniae 

metanol özütünün hücreler üzerindeki zamana bağlı sitotoksik etken dozları, HeLa 

hücre soyunda 48. saatte 1,42 mg/ml ve MDA-MB-231 hücre soyunda 72. saatte 3,67 

mg/ml olarak belirlendi. 

Bu çalışmada HeLa hücre soyu için 48. saatte 1,42 mg/ml olarak saptanan 

sitotoksik etken dozun, daha önce HeLa hücreleri üzerinde yapılan çalışmalar ile 

karşılaştırıldığında (Shiezadeh ve ark., 2013; Matic ve ark., 2013; Akindele ve ark., 
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2015) kabul edilebilir sınırlarda olduğu ve bu dozun apoptotik hücre ölümünü belirgin 

olarak indüklediği gösterildi. Ancak MDA-MB-231 hücre soyu için 72. saatte 3,67 

mg/ml olarak tespit edilen sitotoksisite düzeyinin gerek daha önce bu hücre soyu ile 

yapılan sitotoksisite çalışmalarına (Meng ve ark., 2011; Wong ve ark., 2013; Shebaby 

ve ark., 2014) gerekse antikanser ajanları için önerilen sitotoksite düzeylerinin üzerinde 

olduğu tespit edildi. MDA-MB-231’in etken dozunun sitotoksik ve apoptotik etkilerine 

rağmen HeLa hücreleri ile kıyaslandığında MDA-MB-231 hücre soyunun daha dirençli 

olduğu ve kullanılan özütün HeLa hücre soyu için anti-kanser amaçlı kullanımının daha 

uygun olabileceği düşünüldü. Ancak daha sonraki çalışmalarda C. nerimaniae özütü 

farklı maddelerle (kloroform, etanol, vd.) çözündürüldüğünde MDA-MB-231 hücre 

soyu üzerindeki etkilerinin araştırılması uygun olacaktır. 

Centaurea nerimaniae’nin sitotoksik etken dozunun HeLa ve MDA-MB-231 

soyları üzerindeki hücresel etkilerini değerlendirmek amacıyla morfolojik görüntüleme 

yöntemleri kullanıldı ve apoptozun uyarıldığı tespit edildi. Etken doz uygulanan 

gruplarda hem HeLa hem de MDA-MB-231 hücre soyunda faz-kontrast mikroskobu ve 

floresan mikroskobu altında apoptotik hücrelerin nukleuslarında meydana gelen tipik 

morfolojik değişiklikler tespit edildi. Etken doz uygulamaları ile HeLa ve MDA-MB-

231 hücrelerinde yuvarlaklaşma, membran tomurcuklanması, kromatin kondensasyonu 

ve apoptotik cisimler gibi apoptoza özel morfolojik değişimler tespit edildi. Her iki 

hücre soyu grubunda sitotoksik etken dozların apoptotik hücre ölümünü uyardığı 

TUNEL yöntemi ve aktif kaspaz-3 tayini ile de desteklendi.  

Apoptoz uyarılması ile sitoplazmada bulunan aspartat-spesifik sistein proteazlar 

olan  kaspazların aktivasyonu apoptoza özgü morfolojik değişimlerin ortaya çıkmasında 

çok önemli bir role sahiptir. Apoptoz uyaranları ile mitokondriyumdan sitokrom-c’nin 

sitozole salınımından sonra, sit-c, Apaf-1, dATP ve prokaspaz-9, birlikte apoptozomu 

oluştururlar ve kaspaz-9 bu komplekste aktifleştirilir, aktif kaspaz-9 da kaspaz-3’ü etkin 

hale getirir. Diğer taraftan dış kaynaklı apoptoz uyaranları ile ölüm reseptörleri aracılığı 

ile aktifleştirilen kaspaz-8 de kaspaz-3’ü aktifleştirir. Kaspaz-3, başta hücre iskeleti 

proteinleri olmak üzere hücre içinde birçok işlevsel ve yapısal proteinin yıkılmasında 

rol alır. Ayrıca ICAD’i keserek aktifleşen endonukleaz, CAD’ın nukleusa girişini 

sağlar, nukleusta DNA fragmentasyonuna neden olarak hücreyi ölüme götürür. (Hacker, 
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2000; Ziegler ve Groscurth, 2004; Elmore, 2007; O’Brien ve ark., 2008; Salvesen ve 

Riedl, 2008; Öztürk, 2011; Galuzzi, 2012). 

Kaspaz-3 aktivasyonu, apoptotik sinyal iletiminde ve işlevlerinde çok önemli bir 

rol alır ve apoptotik hücre ölümünün bir belirteci olarak kabul edilir. Bu çalışmada 

HeLa için kullanılan özütün 1,42 mg/ml dozu, MDA-MB-231 için 3,67 mg/ml dozunun 

sitotoksik etkisinin apoptoz üzerinden ve kaspaz-3 aktivasyonu uyarılması ile ilişkili 

olduğu tespit edildi. Her iki hücre soyunda da özüt uygulaması yapılan gruplarda 

kontrol grubuna kıyasla kaspaz-3 aktivasyonunun anlamlı bir şekilde artmış olduğu 

tespit edildi. 

Apoptoz belirteci olarak kabul edilen kaspaz-3 aktivasyonunun tespiti için 

kullanılan İHK boyama yöntemi ile sitoplazmaları pozitif boyanan hücreler, apoptotik 

hücreler olarak kabul edilir. Bu çalışmada da sitoplazmaları boyanan kaspaz-3 (+) 

hücreler, özütün uygulandığı HeLa hücrelerinde (p<0.0001) ve MDA-MB-231 

hücrelerinde (p<0.001) kontrol gruplarına kıyasla yüksek oranda tespit edildi. Ancak 

özellikle her iki hücre soyu karşılaştırıldığında, HeLa hücrelerinde kaspaz-3 

aktivasyonunun MDA-MB-231 hücrelerine kıyasla daha yüksek olduğu (p<0.0001) ve 

MDA-MB-231 hücrelerinin bu özüte karşı kaspaz bağımlı apoptotik hücre ölümüne 

daha dirençli olduğu sonucuna varıldı.  

Bu çalışmada gözlenen bir diğer önemli bulgu da MDA-MB-231 hücre soyuna 

ait deney grubunda tespit edildi. Etken dozun uygulandığı grupta, hücrelerin 

sitoplazmalarının haricinde nukleus ve/veya sitoplazma pozitifliklerinin de varlığı 

saptandı. Apoptozun uyarılmasının ardından nukleusun morfolojik değişikliklerinden 

sorumlu olan aktif kaspaz-3 normal koşullarda sitoplazmada yerleşik olarak bulunur. 

Ancak diğer bazı çalışmalarda da, nukleusta kaspaz-3 immünpozitifliğinin gözlendiğine 

dair bulgular bildirilmiştir (Martins ve ark., 1997; Gu ve ark. 1999; Kim ve ark., 2000). 

Kim ve ark. (2000), Leydig hücre kültüründe, EDS (etan dimetanesülfonat)’nin 

apoptozu indüklediğini TUNEL (+) ve kaspaz-3 (+) ile tespit etmişler ve çalışmalarında 

kaspaz-3 İHK boyanmalarının sitoplazma haricinde nukleusta da olduğunu 

göstermişlerdir. Özellikle yoğun nuklear kaspaz-3 immünreaktivitesinin TUNEL (+) 

hücrelerde olduğunu vurgulamışlar, EDS uygulamasından 12 ve 24 saat sonra gözlenen 

bu boyanmanın aktif kaspaz-3’ün nukleusa transportu ile ilişkili olduğunu ileri 

sürmüşlerdir. Sitoplazmadaki aktif kaspaz-3’ün  nukleusa taşınmasındaki rolünün ne 
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olduğu bilinmemekle birlikte, DNA fragmentasyonu ve apoptotik işlemlerdeki 

nukleusun terminal olaylarının gerçekleşmesinde rol alan birtakım proteinlerin 

aktivasyonları ile ilgili rol oynayabileceğini ileri sürmüşlerdir. 

Kamada ve ark. (2005), anti-Fas antikoru ile uyarılan HepG2 (insan karaciğer 

karsinomu) hücrelerinde, aktif kaspaz-3’ün p17 ve p12 alt ünitelerinin İHK ile 

nukleustaki varlıklarını göstermişlerdir. GFP (yeşil floresan protein) kullanarak kaspaz-

3’ün nukleusa aktif olarak taşındığını göstermişler, bu konuda henüz bilinmeyen ve 

saptanmayan birtakım taşıyıcı proteinlerin iş gördüğünü ve transport mekanizmalarının 

moleküler yolaklarının aydınlanması gerektiğini belirtmişlerdir. Daha sonra Lou ve ark. 

(2010), aktif kaspaz-3’ün crm-1-bağımsız nuklear eksport sinyali (NES) taşıdığını ve 

bazı koşullarda henüz bilinmeyen birtakım mekanizmalarla herhangi bir apoptotik 

uyaran olmaksızın da nukleusa taşındığını ileri sürmüşlerdir. Kamada ve ark. (2005)  

bazı durumlarda aktif kaspaz-3’ün yoğun bir şekilde nukleusun sitoplazmik yüzüne 

bakan bölgesinde yoğunlaştığını, nukleusların çevresinde veya içinde pozitif olarak 

bulunduğunu tespit etmişlerdir. Aktif kaspaz-3 tarafından kesilen CAD, DFF 40 (DNA 

fragmentasyon faktörü 40) ve Acinus (apoptotik kromatin kondensasyon indükleyici) 

gibi bazı nukleus çevresinde bulunan sitoplazmik substratların apoptoz 

indüksiyonundan sonra nukleusa geçtikleri ve apoptotik nuklear morfolojiyi 

oluşturduklarını bildirmişlerdir. 

Bu çalışmada da MDA-MB-231 hücre soyunda özütün etken dozunun 

uygulandığı grupta, Kim ve arkadaşlarının (2000) Leydig hücreleri üzerine EDS 

uygulamasıyla uyardıkları apoptotik hücrelerde gözlemledikleri gibi, hem TUNEL 

pozitif hücrelerde hem de apoptotik olmayan kanser hücrelerinde kaspaz-3 nuklear 

pozitifliğinin olduğu, bazı hücre gruplarında ayrıca nukleusun çevresinde aktif kaspaz-3 

immünpozitifliği belirgin olarak gözlendi. Nukleustaki kaspaz-3’ün varlığının tespit 

edilmesine karşın, halen buradaki rolünün ne olduğu tam olarak bilinmemektedir. 

Faleiro ve Lazebnik (2000), kaspaz-9’un nuklear transportu bozduğu, özellikle nuklear 

porların difüzyon limitlerini arttırdığı ve kaspaz-3’ün bu yolla nukleusa geçtiğini ileri 

sürmüşlerdir. Bu çalışmada da metastatik özelliği güçlü olan MDA-MB-231 

hücrelerindeki nuklear aktif kaspaz-3 varlığının, hücre soyunun apoptotik yolaklardaki 

yanıtına bağlı olabileceği ve nukleusta DNA fragmentasyonunu kontrol eden 
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proteinlerin veya hücre döngüsünü kontrol eden proteinlerin üzerinde rolü olabileceği 

düşünüldü.  

Bu çalışmada ayrıca MDA-MB-231 deneyli grupta, bazı TUNEL pozitif 

hücrelerde nuklear kondensasyonun belirgin olarak nukleus periferine yerleştiği tespit 

edildi. Zhou ve ark. (2009), UC14 (insan mesane hücre soyu) hücrelerinde apoptoz 

uyarımından sonra TUNEL boyamasının özellikle periferal nuklear kromatin 

kondensasyonu şeklinde olduğunu ve bu hücrelerde kaspaz-3 ve kaspaz-9 

aktivasyonuna dair bir bulgu tespit etmediklerini bildirmişlerdir. Kaspaz bağımsız DNA 

fragmentasyonu olduğunda, bazı durumlarda TUNEL pozitifliğinin bu şekilde olduğu 

bildirilmiştir. Bu çalışmada kullanılan özütün MDA-MB-231 hücreleri üzerindeki 

apoptotik etkisinin kaspaz bağımlı ve kaspaz bağımsız gibi farklı yollardan hücreleri 

apoptoza götürdüğü düşünüldü.  

Bu tez çalışmasında, ülkemize özgü endemik bir bitki olan Centaurea 

nerimaniae bitki özütünün farklı konsantrasyonlarının, HeLa ve MDA-MB-231 

hücrelerinde sitotoksik, apoptotik ve anti-tümoral etkilere sahip olduğu ortaya 

çıkarılmıştır. Bu tez çalışması, C. nerimaniae bitki özütü ile yapılan ilk çalışma 

özelliğine sahiptir. 

Bu çalışma ile elde edilen sonuçlar, yeni ve daha etkili anti-tümöral ajanların 

bulunmasında ülkemizde yetişen endemik türlerin önemini bir kez daha ortaya 

koymaktadır. Bu endemik türler, bilimsel alanda sağlayacağı fayda dışında, ülkemiz 

ekonomisine de önemli katkıları olacağından büyük öneme sahiptir.  

Daha sonraki çalışmalarda Centaurea nerimaniae’den izole edilecek etken 

bileşiklerin kimyasal yapılarının belirlenmesi ile her birinin sitotoksik, antiproliferatif 

ve apoptotik hücre yolakları üzerindeki moleküler etkilerinin tespit edilmesi, özütün 

kansere karşı yeni bir ajan olarak değerlendirilmesine katkıda bulunacaktır. 
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