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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC ACTIVITIES OF NATURAL DYE 

OBTAINED FROM (Isatis tinctoria L.) INDIGO PLANT 

ARSLAN, Nurcan  

M.Sc. in Biology  

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet ÖZASLAN 

July, 2019 

55 pages 

There are a lot of ‗dye plants‘ which contais painting materials that allow us to paint 

in Turkey. The blue color is derived from two major sources: Dyer‘s woad 

Indigofera tinctoria and indigo plant İsatis tinctoria L. Blue almondsare widely 

produced in Mardin region, a remarkable source of income and it attracts the 

attention of local and foreign tourists. Manufacturers use roots of Lahore tree to color 

these almond candies which are called ghots, sugarless. In our research we detected 

this is indigo dye, synthetically produced and imported from abroad on the contrary 

of manufacturer‘s iddaa. This dye is generally used in the textiles but has only seen 

in produced blue almond candies as food dye. Therefore, the aim of this study is to 

show coloring almond candies can be used to natural I. tinctoria that whether it has a 

cytotoxic effect instead of using synthetic Dyer‘s woad which used in food 

colouring. For this purpose, cytotoxicity was investigated by I.tinctoria cell celture 

method. MTT vitality test was applied. While I. tinctoria leaf extract H1299 cells did 

not show cytotoxic effect on the viability ratio, in increased cell proliferation. On the 

HUVEC cells it made fluctuations and showed a partial cytotoxic effect I. tinctoria 

leaf extrach was found to be non-cytotoxic on the H1299 line and on HUVEC cells. 

Key Words: Cytotoxicity, MTT, Isatis tinctoria  



ÖZET 

ÇĠVĠT OTU (Isatis tinctoria L.) BĠTKĠSĠNDEN ELDE EDĠLEN DOĞAL 

BOYANIN SĠTOTOKSĠK AKTĠVĠTESĠNĠN ARAġTIRILMASI 

ARSLAN, Nurcan 

Yüksek Lisans Tezi, Biyoloji 

DanıĢman: Prof. Dr. Mehmet ÖZASLAN 

Temmuz, 2019 

55 Sayfa 

Türkiye'de boya maddesi içeren ve boyama özelliğine sahip çok sayıda boya bitkisi 

bulunmaktadır. Mavi renk, çivit otu (Isatis tinctoria L.) ve indigo bitkisi (Indigofera 

indica Lam.) olmak üzere baĢlıca iki temel kaynaktan elde edilmektedir. Mardin 

yöresinde yaygın olarak üretilen yöre halkı için ciddi bir gelir kaynağı olan mavi 

bademler yerli ve yabancı turistlerin ilgisini çekmektedir. Üreticilerin  hayalet 

Ģekersiz diye adlandırdıkları bu badem Ģekerlerini  renklendirmek için lahor ağacının 

köklerinden elde edilerek yapıldığı ifade edilmektedir. Yapılan araĢtırmamızda 

üreticini iddiasının aksina  bunun çivit boyası olduğunu,sentetik olarak üretildiğini ve 

yurtdıĢından ithal edildiği saptanmıĢtır. Bu boyanın genel olarak tekstil boyası olarak 

kullanımının yaygın olduğu gıda boyası olarak sadece mavi badem Ģekeri üretiminde 

kullanıldığı görülmüĢtür. Bu nedenle gıda boyası olarak kullanılan sentetik çivit otu 

yerine doğal olan I. tinctoria ’ nın badem Ģekerini renklendirmede kullanılabileceğini 

göstermek için sitotoksik bir etkiye sahip olup olmadığı araĢtırılması amaçlanmıĢtır. 

Bu amaçla I. tinctoria hücre kültür yöntemiyle sitotoksisitesi araĢtırılmıĢtır. MTT 

canlılık testi uygulanmıĢtır. I. tinctoria yaprak özütünün H1299 hücreleri canlılık 

oranı üzerinde sitotoksik etki göstermeyip hücre sayısını arttırmıĢtır. I.tinctoria 

yaprak özütünün H1299 hattı üzerine ve HUVEC hücreleri üzerinde sitotoksik etki 

göstermediği tespit edilmiĢtir. 

Anahtar Kelimeler: Sitotoksite, MTT, Isatis tinctoria 
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BÖLÜM 1 

GĠRĠġ 

1.1 Çivit Otu’nun Biyolojik Özellikleri 

1.1.1 Çivit Otu Bitkisinin Özellikleri  

 

Isatis cinsine ait olan çivit otu Brassicaceae familyasındandır. Brassicaceae 

familyasına ait olan birçok bitki Türkiye‘de boya bitkisi olup boya maddesi içeren ve 

boyama özelliğine sahiptir. Ġki veya çok yıllık bir türdür. Gövdesi yeĢil bazen 

mordur, dip yaprakları köĢeli, ters mızraksı, yeĢil bazen mor renktedir. Gövde 

yaprakları tüylü veya tüysüz, oblong veya oblong-lanseolat olup kulakçıklıdır. Çiçek 

durumu bileĢik salkım, tüysüz, çok nadir olarak tüylüdür. Meyve boyutları 12-

15x2,5-4 mm uç ve taban kısmı ince ve yuvarlağımsıdır ( Tezcan ve Suyunu, 1991). 

Türkiye‘de Güney ve Doğu Anadolu bölgelerini tercih eden çivit otu il olarak 

incelendiğinde ise Osmaniye, Hakkari, Bitlis, Antalya, Bingöl, Manisa ve Niğde 

olduğunu görmekteyiz. Anadolu'da 25 tür Isatis cinsi bulunmaktadır (Baytop, 1984). 

Türkiye‘de doğal olarak Isatis tinctoria bulunmakta yol kenarlarında bile 

yetiĢmektedir (Jones ve Davis, 1965). Subtropik bölgelerde daha kolay yetiĢmekte, 

kuzey ülkelerde ise kültürü zor olmaktadır (Buchanan, 1987). Eskiden beri 

Anadolu‘da yetiĢtirilen ve ihraç edilen bu bitkinin sentetik olarak üretiminden sonra 

kültürüne son verilmiĢ; ancak son yıllarda bitkisel boyar maddelerin önem kazanması 

nedeniyle, yeniden bu bitki araĢtırılmaya baĢlanmıĢtır (Burns, 1995). Isatıs türünün 

tüm türleri sarı renkteki çiçekleri ile tanınmakta ve boyamada kullanılmasının sebebi 

ise indican adı verilen maddeyi içermesinden kaynaklanmaktadır (Enez, 1987). Çivit 

otuna fermantasyon iĢlemi uygulandıktan sonra mavi renginin çeĢitli tonları elde 

edilir. Elde edilen renk tonlarının farklı farklı olması boyanan maddenin boya 

banyosuna kaç defa batırıldığıyla alakalıdır. Ġlk boya banyosuna batırma iĢleminde 

lacivert, ikinci ve üçüncü boya banyosuna batırma iĢleminde ise mavi tonları elde 

edilir (Eyüboğlu vd.,1983) Boya maddesi içeren çiçek, yaprak, kabuk, kök gibi bitki 

kısımları boyama yapmak için kullanılmaktadır (Karadağ, 2007). Gıda 

renklendirmede, eczacılıkta, tekstil ve kozmetikte bu boya bitkilerinden 

yararlanılmaktadır  (Piccaglia ve Venturi, 1998). Mavi renkte bu doğal boyamacılıkta 

kullanılan ender renklerden biridir. Mavi renk içeren baĢlıca iki temel kaynak çivit 
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otu (Isatis tinctoria) ve indigo bitkisi (Indigofera tinctoria) dir (Piccaglia ve Venturi, 

1998). 

 

İsatis tinctoria                                                      İndigofera tinctoria 

ġekil 1.1 Çivit otu türleri  

 

Çivit otu türlerinin çiçeklenme zamanı farklılık gösterdiğinden tür teĢhisinin 

ayırımını yapmak oldukça güçtür. Mayıs ve ekim ayları arasında bitki çiçeklenme 

göstermektedir. Bitkinin yaprakları dip ve gövde yaprakları olarak iki kısma ayrılır. 

Dip kısımda bulunan yapraklar genellikle uzun ve rozetsizdir. Bitki çiçek açmaya 

baĢladığı andan itibaren dipte bulunan yapraklar dökülürler. Yapraklardaki tüy 

durumu karakteristik olmayıp tüylü veya tüysüz yapraklar olabilmektedir. Dalların 

uç kısımlarında açan çiçekler genellikle açık sarı renklidir. Bitkinin gövdesi türe göre 

15-40 cm ile 125-175 cm‘ye kadar uzayabilmekte ve yeĢil renktedir. Çivit otu bitkisi 

otsu bitki olarak kayalık yamaç, çalılık ve boĢ araziyi tercih ettiğini görürüz 

(Anonim, 1991). 
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ġekil 1.2 Çivit otu bitkisinin Türkiye‘de yayılıĢ alanı 

 

1.1.2 Çivit Otu’ nun Sınıflandırılması 

Kingdom: Plantae 

Subkingdom: Tracheobionta 

Division: Magnoliophyta 

Class: Magnoliopsida 

Subclass: Dilleniidae 

Order: Capparales 

Family: Brassicaceae 

Genus: Isatis 

Species: Isatis tinctoria L. 
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1.1.3 Çivit Otunun Faydaları 

 

Çivitotu ishale iyi gelmektedir. Kuvvetli bir antioksidandır ve kanseri önleyici 

niteliktedir. Vücuttan zehirli maddelerin atılmasına yardımcı olmaktadır. Boğaz 

ağrılarına iyi geldiği bilinmektedi, Hepatit A‘yı ve menenjiti önlemektedir. Grip 

olmaya karĢı bağıĢıklık sistemini kuvvetlendirmektedir. Kızamık ve kabakulak 

oluĢumunu engellemektedir. Farenjite iyi geldiği bilinmektedir. 

1.2 Doğal Boyar Maddeler 

1.2.1 Doğal Boyar Maddeler ve Önemi 

 

Doğal boyarmaddeler, doğada bazı bitkiler, hayvanlar tarafından (Karadağ, 1997), 

likenler ve mantarların sentezleyebildiği maddelerdir (Cardon, 2007). Doğal 

boyarmaddeler ve doğal boyamacılık tarihi de en az tekstil tarihi kadar eskiye 

dayanmaktadır (Pawlak vd., 2006). Doğal boyamacılığın tekstilde kullanımına 

baĢladığı tarih Hindistan ve Mezopotamya‘da MÖ. 4000‘li yıllarda olduğu 

bilinmektedir (Karadağ, 2007). 

Anadolu da bitkisel boyamacılıkta kullanılan bitkiler yüzlerce yıllık geçmiĢe sahiptir. 

Türkiye‘nin coğrafi yapısından ötürü kullanılan birçok bitkisel boya bitkilerin 

çeĢitlilik göstermesinden dolayı bu boyalar doğal olarak bitkilerden elde 

edilebilmektedir (Öztürk,1999). 

Bitkisel ve hayvansal boyarmaddeler çok uzun yıllar kullanılmıĢ olmasına rağmen 

sentetik boyaların ortaya çıkmasıyla kullanımları giderek azalmıĢ hatta yok olma 

derecesine gelmiĢtir. Sentetik boyalar toksik, kanserojen ve atıklarının çevreye 

verdiği zararların anlaĢılması ile tekrar doğal boyar maddeler gündeme gelmiĢtir 

(Karadağ, 2007; Ali vd., 2007). Bir yıllık veya iki yıllık olan doğal boyarmadde 

bitkileri çevre kirliliği oluĢturmayan, toksik ve kanserojen olmayan bitkilerdir (Nagar 

vd., 2005). Çevreye verilen önemden ve teknolojisinin kolay olmasından dolayı 

bitkisel boyarmaddeler hayvansal kökenli olanlara göre daha çok tercih edilmiĢtir 

(Karadağ, 2007).  

Doğal boyamacılıkta kullanılan boyalar bitkisel, hayvansal ve madensel kökenli 

boyarmaddeler olmak üzere üç baĢlık altında incelenmektedir. Bitkisel kökenli 
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olanlar bitkilerinin çiçeklerinden, yapraklarından, köklerinden, meyvelerinden veya 

testasından elde edilmektedir  (Arlı, 1982) . 

Boyacılıkta faydanılan boya bitkilerinden bazıları Anadolu‘nun hemen her tarafında 

doğal olarak bulunur. Alnus glutinosa (kızılağaç), Punica granatum (nar),  Juglans 

regia (ceviz), Alkanna tinctoria (havacıva),  Rhus ccoriaria (derici sumağı), Quercus 

infectoria (mazı meĢesi), Continus coggygria (boyacı sumağı), Euphorbia tinctoria 

(sütleğen), Quercus aegilops (palamut meĢesi), Allium cepa (soğan) bunlardan bir 

kaçıdır (Harmacıoğlu, 1955). Anadolu‘da yetiĢen diğer bitkileri kökboya, cehri, 

ceviz, havacıva, nar, boyacı sumağı, soğan, aspir, muhabbet çiçeği ve safran, çivit 

otu sayılabilir (Korur, 1937). 
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Tablo 1.1 Doğal Boya Eldesinde kullanılan bazı bitkiler ve elde edilen renkler  

 

Tekstil boyamacılığında ve duvar resimleri gibi sanat alanlarında çivit otundan elde 

edilen boyarmadde kullanılmıĢtır. Bu boya günümüzde resim ve kumaĢ boyamada 

kullanılır. (Delammare ve Guineau, 2007).  

1.3 Kanser  

 

Kanser hastalığı, vücudumuzda birçok organı etkileyebilen, günümüzde ölüm 

nedenlerinin baĢında gelen bir faktördür. Kanserin çok çeĢitinin olması, tedavisi ve 

seyri, ilaçlara karĢı olan direnci, hastalığın olduğu organ, hastalığın süresi gibi pek 

çok değiĢken tarafından etkilenir. Kanserin ve moleküler mekanizmasının 

izlenmesinde önemli bir rol olan gen ve proteinler arasındaki ağdır (Wu vd., 2012). 
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Kanser, çok etmenli bir hastalık olup; bakterilerden virüslere, radyasyondan kalıtıma, 

çevresel faktörlerden beslenme alıĢkanlığına ve kimyasallar kanser oluĢumuna sebep 

olan etkenler arasında sayılabilir (YokuĢ ve Çakır, 2012). Çevresel faktörler kanserin 

meydana gelmesinde kalıtım yoluyla meydana gelmesinden daha yüksek bir 

orandadır. Birlikte aktarılan hasarlı genlere kanserojenik çevresel faktörler de 

eklenince kanserleĢme riski artmaktadır. Vücutta bulunan serbest radikallere bağlı 

oluĢan DNA hasarları da kanserleĢme sürecinde önemli rol oynamakta. Tümör 

baskılayıcı genlerin, onkogen aktivasyonunu, serbest radikaller sinyal iletimini 

inaktive ederek tümör oluĢumu ve geliĢimini hızlandırmaktadır. Çevresel faktörlerin 

kanser için hızlandırıcı bir rolü olsada kanserden korunmada beslenme alıĢkanlıkları 

ile birlikte çevresel faktörler olumlu yönde etki gösterebilmekte. Yapılan bazı 

çalıĢmalarda sebze ve meyve tüketimi ile düĢük oranda yağ ve yüksek oranda lif 

içeren tam tahıllı ürünlerin tüketilmesi meme, akciğer, kolon ve prostat gibi birçok 

kanser türüne yakalanma riskini azalttığı görülmüĢtür (Beliveau ve Gingras 2007; 

Guha, 2009).  

Radyasyon, ısı, güneĢ ıĢığı, mekanik darbeler kansere sebep olan fiziksel etkenler 

arasında sayılabilir (Heynick vd., 2003). Radyasyon gibi iyonize ıĢınımlar, (nükleer 

emisyonlar, x, Ultra viole ıĢınları, gama ıĢınları vb.) biyolojik makro moleküllere 

direkt etki edebilecek yeterli quantum enerjiye sahiptirler (YokuĢ ve Mete, 2012). 

Bu ise baz yada Ģekerde;  DNA‘da ise  tek ve çift zincir kırıkları modifikasyonlarına 

sebep olur. DNA üzerinde hasar oluĢturduğuna dair çalıĢmaların bir diğeri de son 

yıllarda elektrikli ev aletlerinden yayılan, düĢük ve yüksek frekanslı manyetik 

alanların (noniyonize ıĢınımlar)  ıĢınımlarıdır  (YokuĢ ve Mete, 2003). (JAJTE vd., 

2001).   

Meyve ve sebze tüketiminin bazı kanserleri (kalın bağırsak, gırtlak, akciğer, mide, 

meme, pankreas, ve yemek borusu) önlediğine dair pek çok bilimsel bulgu vardır. 

Meyve ve sebzelerin içermiĢ olduğu antioksidanlar ve posaları sayesinde kansere 

karĢı korunmada etkili olduğu saptanmıĢtır (Devereux vd., 1999).  

 

Sağlık Bakanlığı tarafından 1992 yılında ―Kanser kayıt ve Ġnsidansı‖ projesi 

baĢlatılmıĢ olup bu projenin amacı kansere karĢı kontrol programlarının verilerinin 

oluĢturulabilmesi ve Türkiye‘de kanser istatistiklerinin güvenilir bir Ģekilde temin 
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edilmesidir. Bu amaçla 14 ilde KKM (Kanser Kayıt Merkezleri) kurulmuĢ. Bu illerde 

görülen kanser vakaları da bu merkezlerce aktif sistemle kayıt altına alınmaya 

baĢlamıĢtır (Condursa vd., 2006). 

 

ġekil 1.3 Aktif kanser kayıt merkezleri  

 

Ülkemizde kanserin profilinin belirlenmesi için 1983 yılında Kanserle SavaĢ Daire 

BaĢkanlığı kurulmuĢtur. Bu yıllarda kanser hastalığının bildirimi mecburi olup 

kanserin ne sıklıkla ortaya çıktığı konusunda çalıĢmalar yapılmıĢ. Bir diğer çalıĢma 

da kanserin hangi organlarda ve sayıları hakkında bilgi edinilmiĢtir  (Kayaalp, 1998; 

YokuĢ ve Çakır, 2012) 
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Erkeklerde en sık görülen 10 kanserin yaĢa göre standardize edilmiĢ 

hızları, (Türkiye BirleĢik Veri Tabanı, 2013) (Dünya Standart Nüfusu, 

100.000 KiĢide) 

 

ġekil 1.4 Erkeklerde en sık görülen 10 kanserin yaĢa göre dağılımı 
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ġekil 1.5 Kadınlarda en sık görülen 10 kanserin yaĢa göre dağılım 

Kadınlarda en sık görülen 10 kanserin yaĢa göre standardize edilmiĢ hızları, 

(Anonim, 2013) (Dünya Standart Nüfusu, 100.000 KiĢide) 

1.3.1 Kanser’in Nedenleri 

 

Kanserlere neden olan üç ana faktör; sigara, beslenme faktörleri ve mesleksel 

etkilenmelerdir. Ġnsanlardaki kanserlerin yaklaĢık üçte biri sigara nedeniyle, üçte biri 

de besinlerin tüketilmesi ve hazırlanması sırasında yapılan hatalardan dolayı 

meydana gelir. YaklaĢık %5 kadarlık bir bölümün nedeni de mesleksel faktörlerdir. 

Kanserlerin üçte ikilik bir kısmında korunma sağlamak için bu üç faktörü dikkate 

almak gereklidir  (Erefe, 1995). Bu sebeple, tüm bireylerin kanserden korunabilmesi 

için, erken tanı ve tedavi konularında bilgi edinmeleri sağlanmalıdır. 

Günümüzde kanser hastaları geliĢen tedavi yöntemleriyle daha uzun süre 

yaĢayabilmektedir. Fakat kanser hastalığının ismi, isminin verdiği korku, gelecek 

endiĢesi, hastalığın tedavi sürecinde yaĢayabilecekleri stres hastayı olumsuz 

etkileyen bazı unsurlar arasında sayılabilir (Babaoğlu,  2003). Kanser gibi yaĢamı 

tehdit eden bir hastalığa yakalanmıĢ olmak bireylerde ciddi bir psikolojik rahatsızlık 

yaratmakla birlikte yapılan araĢtırmalar da kanser hastalarının önemli bir kısmında 

normal reaksiyonların ötesinde psikiyatrik bozukluk olarak nitelendirilebilecek 

bulgular olduğunu ortaya koymaktadır (Millan vd., 2006; Pitceathly ve Maguire, 

2003).  
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1.3.2 Akciğer Kanseri 

 

Akciğer kanseri 20. yüzyılın baĢlarında nadir görülen bir hastalık iken günümüzde en 

sık görülen kanser vakalarından biridir ve erkeklerde ölüm nedenlerinin baĢında 

gelmektedir. Dünya Sağlık Örgütünün 2008 de ki  raporuna göre kanser ölümlerinin 

erkeklerde % 29.3' ü, kadınlarda % 11' i akciğer kanseri nedeniyle olmaktadır (Ferlay 

vd., 2010). 

Ülkemizde 1980‘den bu yana sigara tüketiminin kadınlarda artıĢ göstermesiyle 

akciğer kanseri ölümleri kadınlarda artarken erkeklerde bu oran çok değiĢkenlik 

göstermemektedir (CoĢkunpınar, 2013; Kiyohara ve Ohno, 2010; Kligerman ve 

White, 2011; Köktürk vd., 2004; Rayet ve Gelinas, 1999). 

1.3.3 Akciğer Kanseri  Epidemiyolojisi 

 

Kadınlarda akciğer kanseri görülme sıklığı, 1960 yılında 6/100000 iken, 1990 yılında 

bu oran 40/100000 olarak bildirilmiĢtir (Rivera ve Stover, 2008). ABD‘ de halen 

kadınlarda en önemli kanser ölümü nedeni akciğer kanseridir (Wu vd., 2012). 

Önümüzdeki yıllarda akciğer kanserinin ülkemizde de giderek artabileceği 

öngörülmektedir (Çelik, 2001). Akciğer kanserine sebep olan en büyük etken 

sigaradır. Tüm akciğer kanserlerinin %80-90‘ı tek baĢına sigaraya bağlıdır (Öz, 

2001; Ġtil, 2000; Spiro ve Porter, 2002). Ülkemizde resmi rakamlara göre her yıl 

20.000-25.000 yeni akciğer kanseri hastası ortaya çıkmakta ve bu rakamın artarak 

30.000-40.000‘e kadar ulaĢabileceği düĢünülmektedir (Spiro ve Porter, 2002).  

ABD‘de erkeklerde akciğer kanseri ve sigara arasındaki kolerasyon grafik, 20 yıllık 

süre aralığında artan sigara içme oranları ve artan akciğer kanseri insidansını 

gösteriyor.  
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ġekil  1.6 ABD‘de erkeklerde akciğer kanseri ve sigara arasındaki korelasyon  

 

Akciğer kanseri olan hastalarda hastalarının yaklaĢık %90‘ı sigara kullanmaktadır 

(MetintaĢ, 2010). Türkiye‘deki akciğer kanseri hastaların %88,7‘sinin sigara 

kullanmıĢ olduğu saptanmıĢtır. Sigara içimi akciğer kanseri ile direk iliĢkili olup 

kadınlarda %90, erkeklerde %79 oranında olduğu tespit edilmiĢtir  (Bilello vd., 

2002).  Sigara içenlerde akciğer kanserinin meydana geliĢme riski sigara içmeyenlere 

göre 24-36 kat daha fazladır (Müsellim, 2007).  Pasif sigara içiminde ise bu risk 

%3,5‘dur  (Halilçolar vd., 1999). 

Ülkemizde her yıl 8.750 kiĢinin pasif içicilikten yüzünden öldüğü tespit edilmiĢtir 

(Smith vd., 2012). 
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ġekil 1.7 Ülkelere göre bazı akciğer kanserlerinin yaĢa göre ölüm oranları (her 

100.000 kiĢi baĢına,),  

Tablo 1.2 Ülkelere göre bazı akciğer kanserlerinin yaĢa göre ölüm oranları 

 

  veri yok  

  ≤ 5   30-35 

  5-10                                                                    40-45 

  10-15                                                                     45-50 

  15-20                                                                            50-55 

  20-25                                                                      

  25-35                                                            

 

1.3.4 Etiyolojisi 

 

Akciğer kanseri hastalığına neden olan birçok faktör vardır. Bunlardan en etkili 

olanları; sigara, mesleki karsinojenler ve çevresel faktörlerdir. Hava kirliliği, 

http://www.wikiwand.com/tr/Akci%C4%9Fer_kanseri#citenote96
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geçirilmiĢ akciğer hastalıkları, diyet, viral enfeksiyonlar, ve immünolojik faktörler de 

diğer etkenler arasındadır (Tdamç, 2006). Akciğer kanseri olgularının %90‘nından 

sorumlu olan en önemli faktör sigaradır. Yüzyıllardır tütün ürünlerini kullanmamıza 

rağmen sigaranın ticari olarak piyasaya sürülmesinden sonra akciğer kanseri birçok 

ülkede ortaya çıkmıĢtır (Alberg ve Samet, 2003). Bazı inorganik ve organik 

maddelerin etkileĢimi ile akciğer kanseri riskinin arttığı bilinmektedir. Bu maddeler 

arasında, arsenik, nikel, kadmiyum, krom, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, 

klorometil ether ve klorometil metil eter, radyasyon, demir-çelik, asbest, formaldehid 

gibi kimyasallar sayılabilir (Tdamç, 2006).  

 

ġekil 1.8 Akciğer kanserinden alınan sürüntü örneği 

E, A vitamini ve betakaroten yönünden zengin beslenmek akciğer kanseri riskini 

azaltır (Alberg ve Samet, 2003). Akciğer de skar geliĢimine yol açan tüberküloz, 

akciğer hastalığı, bronĢektazi, pnömoni ve abse gibi hastalıklar da akciğer kanserinin 

geliĢme riskini arttırırlar (Osann, 1991). Kronik obstrüktif akciğer hastalığı 

varlığında da bu risk yükselmektedir (Kreuzer vd., 2002).  

1.3.5 Patolojik Sınıflama 

 

Akciğer tümörlerinin oluĢtuğu yerler  %95 oranında bronĢ epitelidir. Tümörlerin  

%5‘ lik kısmını ise bronĢiyal karsinoidler, mezenkimal tümörler, lenfomalar, 

mezotelyomalar, bronĢiyal bez neoplazmları ve bazı benign lezyonlar 

oluĢturmaktadır (Robbins, 1995).  
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Histolojik tipte akciğer kanseri dört Ģekilde bulunur: Skuamöz hücreli kanser, 

adenokanser, büyük hücreli indiferensiye kanser ve küçük hücreli akciğer. Ġlk üç 

tipteki akciğer kanseri çoğunlukla Küçük Hücre DıĢı Akciğer Kanseri (KHDAK) 

olarak sınıflandırılmaktadır. Bazı olgularda bu histolojik tipler ayrı ayrı veya  birlikte 

de bulanabilirler (Travis vd., 2011).  

 

 

ġekil 1.9 Akciğer kanseri türleri  

 

1.3.5.1 Skuamöz Hücreli Karsinom 

 

Skuamöz Hücreli Karsinom, erkeklerde kadınlara oranla daha fazla görülen ve daha 

çok sigara ile iliĢkili olan kanser türüdür. Büyük bronĢların merkezinden 

kaynaklanmakta olup bölgesel lenf nodlarına kolay yayılmaktadır. Göğüs kafesi 

dıĢına diğer hücre tiplerine göre daha geç yayılır. Bu tümörler dokularda keratin 

inciler ve hücre içi köprüler oluĢturan iyi farklılaĢmamıĢ tipten, minimal skuamöz 

eğilim özelliği olan farklılaĢmıĢ tipe kadar değiĢebilmektedir. Bu tür hastalığın seyri 

diğer tiplerden daha iyidir (Robbins, 1995). Morfolojik olarak 4 varyantı vardır 

(Parkin vd., 2001). ġeffaf hücreli, küçük hücreli, papiller ve bazaloid varyantlar 

(Perez vd., 2012).  
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ġekil 1.10 Skuamöz hücreli karsinom 

 

1.3.5.2 Adenokarsinom 

 

Skuamöz hücreli karsinoma göre sigara içimi ile daha az iliĢkili olan akciğer kanseri 

türüdür. Cinsiyet ayırt etmeksizin yıllar içinde sıklığı her iki cinste de giderek artan 

akciğer kanseri türüdür. Pnömoni, tüberküloz, interstisyel fibrozis, pnömokonyoz 

gibi akciğer hastalıklarının skarları üzerinde tümörün geliĢtiği düĢünülmektedir. 

Periferik hava kanalları ve alveollerden geliĢmeye baĢlayan terminal tümörlerdir 

(Robbins, 1995; Fidaner vd., 2001). 
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ġekil 1.11 Adenokarsinom 

 

1.3.5.3 Büyük Hücreli Karsinom 

 

Büyük hücreli akciğer kanseri, herhangi bir kategoriye giremeyecek kadar 

farklılaĢma (sitolojik farklılık, morfolojik olarak skuamöz veya glandüler 

ayrımlaĢma) göstermeyen kanserlerin Ģeklidir. Genellikle hücrelerin periferine 

yerleĢir. Dev hücrelerden oluĢan ve bazen hücrelerin kendine has özelliklerini 

kaybetmesiyle kendini gösteren kanserdir. Erken dönemde bile çok hızlı yayılabilen 

akciğer kanseri türüdür  (Robbins, 1995; Sholl, 2012; Travis ve Brambilla,  2004).  
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ġekil 1.12 Büyük hücreli akciğer karsinomu 

 

1.3.5.4 Küçük Hücreli Akciğer Karsinomu  

 

 Akciğer kanser türleri arasında görülme oranı %14 kadardır. Sigara ile iliĢkili olup 

erkeklerde görülme sıklığı kadınlara göre daha fazladır. Hastalarda hücrelerin ölümü 

ve kanama sıklıkla görülür. KHAK olan hastalarda hastalık hızlı ilerleme gösterir 

(Kaiser,  2002). Çoğunlukla santral bir bronĢtan kaynaklandığı düĢünülür. Akciğer 

kanseri türleri arasında kökeni üzerinde en çok tartıĢılan tümör tipi küçük hücreli 

akciğer karsinomlarıdır (Churg, 1988; Warren vd.,1989).  
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ġekil 1.13 Küçük hücreli akciğer kanserinin histopatolojik görüntüsü. 

 

1.4 Hücre Hatları 

 

Ġnsan göbek kordonu damar endotel hücreleri (Human Umbilical Vein Endothelial 

Cell -HUVECS). 

Ġnsan göbek kordonu toplar damarı endotel hücreleri normal olarak insan göbek bağı 

kordonundan ayrıĢtırılır. Endotel hücrelerin, patolojisini ve fonksiyonlarını nasıl 

gösterdiğini çalıĢmak için en uygun hücre hattı olarak HUVEC hücreleri 

kullanılmaktadır. Genetik faktörlerin incelenmesinde insan endotel hücre modelinde 

gerçekleĢtirilen deneyler sonucunda daha çok önem kazanmaya baĢlamıĢ olup etken 

maddelerin daha etkili kullanılması da mümkün olabilecektir (Park vd, 2006). 

Biyolojik alanda endotel hücreleri birçok alanda yararlanılabilen araĢtırma modeli 

sağlar. Ġlk izolasyondan bu yana, Ġnsan göbek kordonu damar endotel hücreleri 

(HUVECS),  uygun bir kültür ortamı sağlayabildiğinden ve çalıĢılması kolay 

olduğundan çok tercih edilenhücre çeĢitidir (Kaji vd., 2017) Ancak, bazı araĢtırmalar 

için anjiyogenez, geçirgenlik gibi süreçler üzerinde odaklanan mikrovasküler Endotel 

Hücreleri (EC) çalıĢmak için çok daha önemli fizyolojik modeldir (Song vd, 2012). 

HUVEC hücreleri üzerinde aĢı, antikor ve enzim üretimi, ilaç araĢtırmaları, hücreler 

arası bağlantılar gibi birçok farklı alan için deneysel çalıĢma olanağı sağlar. En iyi 
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100 µm 

endotel hücre kaynağı özelliğini taĢımaktadırlar. Maliyeti düĢük olup temin edilmesi 

kolaydır (Yazır ve Dalkılıç, 2012). 

 

ġekil 1.14 Hücreler 

1.4.1 ÇalıĢmada Kullanılan H1299 Hücreleri  

 

Tümör virüsü olarak Peyton Rous tarafından 1911‘de ilk defa saptanmıĢ. H1299 

hücre hattı günümüzde kanser ilaçlarının etkisinin saptanmasında, kanser ilçlarının 

geliĢtirilmesinde kullanılırken mikrobiyolojide virüslerin tanımlanması, üretilmesi ve  

virüs aĢılarının geliĢtirilmesi için kullanılmaktadır (Rous, 1911; Akçalı, 2010). 

ġekil 1.15 H1299 Hücrelerinin mikroskobik görünümü 
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Hücresel yapıları dar sitoplazmalı, organelden içerikleri yönünden fakir hücrelerdir. 

Ġnce sitoplazmik uzantılara sahiptirler. Tümör hücrelerinin çekirdekleri belirgin, 

eosinofilik sitoplazmalı hücrelerdir. Gerçek lümen oluĢumu en önemli özelliğidir. 

Ġnter veya intrasellüler boĢluklar, iyi geliĢmiĢ desmosomal bağlantılar mevcuttur 

(Soyocak vd., 2009; Wang vd. 2013; Zhang vd., 2014; Lin vd., 2014;  Yua vd., 

2014). 

H1299 KHAK hücre hattı iken, A549 küçük hücreli akciğer hücre hattıdır. Akciğer 

kanserlerinin %80‘i küçük hücreli ve küçük hücreli olmayan hücre hatlarına aittir 

(Travis vd., 2011). Tüm akciğer kanseri tipleri arasında ise yaklaĢık olarak %85‘ ini  

küçük hücre dıĢı akciğer kanseri oluĢtururken, yaklaĢık %15‘ini de küçük hücreli 

akciğer kanseri oluĢturmaktadır (Hann ve Rudin, 2008; Roy vd., 2008; Li vd., 2012; 

Liu ve Giaccone, 2013). Küçük hücre dıĢı akciğer kanseri, küçük hücreli akciğer 

kanserine göre daha sık görülmekte ancak büyümesi daha geç olmaktadır. Küçük 

hücreli akciğer kanseri daha hızlı büyür, vücuttaki diğer organlara çok daha çabuk 

yayılma yapar   (Alberts vd., 2004; Bayram, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



BÖLÜM 2 

LĠTERATÜR ÖZETLERĠ 

Davis (1965), Türkiye‘ de yayılıĢ gösteren Isatis taksonlarını tespit etmiĢ ve Flora of 

Turkey‘ de 26 tür, 11 alttür ve 2 varyetenin sistematiğini, yayılıĢ alanlarını, 

ekolojisini ve morfolojik özelliklerini belirtmiĢtir. 

Hesbert vd. (1984), Ames testini kullanarak yaptıkları çalıĢmada Ġndigo ve 

indirubinin fare karaciğerindeki sitogenetik potansiyelini değerlendirmiĢlerdir. Ġlk 

uygulamadan 30 ve 54 saat sonra öldürülen farelerdeki sitotoksik etkiyi 

karĢılaĢtırmıĢlardır. Doğal indigo 0.1, 1, ve 1.2 gr/kg orantılı olarak kemik iliği 

hücrelerine uygulandığı zaman istatistiksel olarak önemli bir sitotoksik etki 

göstermediğini saptanmıĢtır. 

Mısırdalı (1985), Isatis türünde morfolojik olarak araĢtırmalar yapmıĢ Doğu, 

Güneydoğu Anadolu ve Akdeniz Bölgelerinden toplanan 453 Isatis türünün 31 tür, 

14 alt tür ve 2 varyete tesbit etmiĢtir. 

Hoessel vd. (1999), I.indigotica‘nın kuru yapraklarından elde etmiĢ olduğu ekstraktın 

içindeki indirubinin Cylin Dependent Kinazlara (CDK) üzerinde inhibitör etkisi 

yaptığını bu sayede hücrelerin çoğalmasını engellediğini tespit ederek tümörlü 

hücrelerin geliĢimini engellediğini ortaya koymuĢtur.  

Gilbert vd. (2000), HPLC ile birleĢtirilmiĢ ELSD kullanarak çivit otunun (Isatis spp.) 

yaprak ekstraktlarındaki indigo öncüllerinin analizini yapmıĢ ve bu bileĢenlerin 

indirubin ve tryptanthrin olduğunu HPLC-MS ile tanımlamıĢlardır.  

Marko vd. (2001), yaptıkları çalıĢma ile insan tümör hücrelerinde CDK1‘in 

aktivitesini engelleyen bu sayede hücre çoğalmasını engelleyerek tümör oluĢumunu 

durduran indirubin türevlerinden (indirubin-5 sulfonate ve indirubin-3 monoxime) 

olduğunu bildirmiĢtir.  
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Leclerc (2001), yaptığı çalıĢmada, Ġndirubin‘in sitotoksik etkisinin olduğunu MFC-7 

kanser hücreleri üzerinde çalıĢmalar yaparak indirubinin inkübasyon süresine ve 

Ġndirubin dozuna bağlı olduğunu bildirmiĢtir. 30µM konsantrasyonundaki Ġndirubin 

MFC-7 hücreleri ile karĢılaĢtığı zaman bu hücrelerin geliĢiminin %42 oranında 

azaldığını saptamıĢlardır. Ġndirubin‘in methanol ve DMSO‘da çözünmesi ile MFC 

hücrelerine karĢı sitotoksitesinin azaldığı ve Ġndrübinin daha yüksek 

konsantrasyonunda MFC hücrelerine karĢı etki gösterdiği saptamıĢlardır. 

Danz vd.  (2001), SARS virüsüne İsatis kökünün etki ettiğini tesbit etmiĢlerdir. 

Geleneksel Çin Tıbbında Kronik Lösemi‘nin (CML) tedavisinde kullanılmakta olan 

11 bitkisel karıĢımı araĢtırken tek bir etken maddenin indigo olduğunu saptayan Çin 

Hematoloji Enstitüsü daha sonra yaptığı çalıĢmalarda anti lösemik aktivitenin 

indigonun kırmızı renkli izomeri olan indirubinden kaynaklandığını tespit etmiĢ. 

Ġndirubinin moleküler mekanizmasının nasıl çalıĢtığı üzerine araĢtırmalar baĢlamıĢ 

ancak 90‘lı yılların sonuna kadar indirubinin etki mekanizması bulunamamıĢtır 

(Meijer vd. 2006).  

Çivit otunun genç yaprakları ezildiğinde içerisindeki glukobrassin miktarı brokoliden 

65 kat daha fazladır. Prostat kanserine karĢı kullanılan 8 bitkiden (Reishi mantarı, 

krizantem, panax ginseng, meyan kökü gibi) biri de Isatis‘tir  (Galletti, 2006).  

Ġndirubinin CML üzerine etkisinden sonra, hemofili hastalığı üzerindeki etkileri 

merak edilmiĢ ve deneysel çalıĢmalar yapılmıĢtır. Bu deneylerde olumlu yönde etkisi 

kanıtlanmıĢtır. Ġndirubin tedavisi lösemi hastalarının bir kısmına uygulandıktan sonra 

hastalığın belirtilerinde iyileĢme görüldüğü, diğer kısmında ise hastalığının tamamen 

tedavi edildiğini görülmüĢtür. Kanser tedavisi olan hastalarda Ġnduribin, kanser 

tedavisindeki bir ilaçla kıyasladığında, ilacın daha yüksek bir oranda sonuç 

vermesine rağmen, bulguların azaltılmasında (kanserli hücrelerin çoğalmasının 

durması ve kan proteinlerinin üretimi) benzer bir sonuç alındığı tespit edilmiĢtir. 

(Meijer vd. 2006). 
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Ġndirubin tümör hücrelerinin kontrolsüz büyümesini durdurmak için kullanılan bir 

maddedir. Ġndirubin Cyclin Dependent Kinases (CDKS) olarak adlandırılan sönmüĢ 

enzimlere tutunarak tümör hücrelerinin kontrolsüz çoğalmasını engellemek için 

çalıĢır. Hücre bölünmesini bu enzimler düzenler. CDKS enzimleri kansersiz 

hücrelerde normal olarak uygun bir zamanda etkinliğini kaybederken kanserli 

hücrelerde CDK‘lar aktif kalır ve hücreler kontrolsüz olarak bölünmeye devam eder. 

Indirubin CDK‘lara tutunur, aktivitelerini engeller ve hızlı hücre bölünmesini 

durdurur (Meijer vd. 2006; Liau vd. 2007).  

Isatis cinsine ait türlerde indirubinin bitkideki varlığı ve bitkideki miktar tayini 

HPLC cihazı ile yapılmaktadır. Ġndirubin de bir indigo öncülüdür. Ġndigo 

öncülleriiçin kullanılan metotlar biraz değiĢtirilerek indirubin içinde 

kullanılabilmektedir (Liau vd. 2007). 

Isatis‘den elde edilen doğal mavi boyanın ve sentetik indigonun genotoksik etkisi 

üzerine de çalıĢmalar yapılmıĢ olup, Dominici vd.  (2010), Indigofera tinctoria‘dan 

elde edilen doğal indigonun suda ve Di Metil Sülfoksit (DMSO)‘de çözünmesi ile 

oluĢan iki solüsyonun sitotoksik etkisini araĢtırmıĢlardır. Ġki solusyonun da 

genotoksik etkisinin %10‘un altında olduğunu tesbit etmiĢlerdir. ÇalıĢma sonuçlarına 

göre indigonun hem sitotoksik hem de genotoksik etkisinin olmadığını 

saptamıĢlardır.  

Kim vd. (2007), ratlada oluĢturdukları tümör modelinde indirubinin bir bileĢeni olan 

indirubin-5-nitro-3-monoxime‘in kolon, göğüs, mide ve akciğer gibi çeĢitli tümörleri 

önleyici etkisinin olduğunu ratlarda oluĢturdukları tümor modeli üzerinde 

ispatlamıĢlardır.  

 

Kameswaran (2009), yaptığı çalıĢma ile indirubinin ticari analoğu olan indirubin-3 

oxime‘in antikanser etkisini insanda gırtlak kanserini oluĢturan tümörlü hücrelere 
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karĢı denemiĢ ve indirubin-3-oxim‘in hücre ölümünü ve apoptosisi teĢvik ettiğini 

saptamıĢlardır. 

Kannan vd. (2010), Wrightia tinctoria‘nın dermotofik ve dermotofik olmayan 

mantarlara karĢı umut verici bir aktivite gösterdiğini belirtmiĢlerdir. Kloroform 

yardımı ile elde edilen ekstraktın 0.5/ml olacak Ģekilde Trichophyton rubrum, 

Epidermophyton floccosum, Aspergillus niger ve Scopulariopsis brevicaulis 

suĢlarına karĢı aktivite gösterdiğinin saptamıĢlardır. Etken maddeler arasındaki en 

önemli bileĢik olarak indirubin olduğunu belirtmiĢlerdir. Ġndirubin‘in antifungal 

aktivite gösterdiğini ve dermotofit bakterilere karĢı kullanılabileceğini tespit 

etmiĢlerdir. 

Husuan vd. (2009), yaptıkları diğer bir çalıĢmada in vitro‘da I.indigotica‘nın insan 

ilik hücresi (HL-60) ve Swine pseudorabies virüsüne (PrV) karĢı etkilerini 

incelemiĢlerdir. ÇalıĢma sonucu indirubinin PrV virüsüne karĢı inhibitör aktivitesi, 

HL-60 hücrelerine karĢı da çok yüksek bir sitotoksik etkiye sahip olduğunu tespit 

etmiĢlerdir.  

You vd. (2009), beyin ve boyun kanseri olan hastalara radyoterapi sonrası 

I.indigotica‘nın köklerinden elde ettikleri ekstraktı uygulamıĢlar ve çalıĢma 

sonucunda İsatis kökünün kontrol grubuna göre tedavinin radyasyona bağlı yan 

etkilerini ciddi oranda azalttığını tespit etmiĢlerdir. Hemoglobin düzeyi üzerinde ise 

etkisinin olmadığını gözlemlemiĢlerdir.  

Kim vd. (2007), indirubin türevi olan glukobrassin ve neoglukobrassin‘in insan 

tümor kitlesi üzerine etkilerini araĢtırmıĢlardır. Bu çalıĢmada kanserli hücrelerin 

çoğalmasını önlemede etkili olduğunu saptamıĢlardır. 

Williams vd. (2011), indirubini beyin tümörü olan hastalara uygulamıĢlar ve 

indirubinin beyin tümür hücrelerinde Glikojen (GSK-3) sentezini engelleyerek beyin 

tümörlerinin önüne geçtiğini iv vivo ve in vitro olarak saptamıĢlardır. Ġndirubin‘ in 
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sadece GSK-3 sentezini engellemekle kalmadığını aynı zaman da diğer hücreleri 

sararak koruma altına aldıklarını gözlemlemiĢlerdir. 

Bacani vd. (2011), çivit otunun mutajenik aktivitesinin fareler üzerinde yaptıkları 

çalıĢmada doza ve uygulama süresine bağlı olduğunu saptamıĢlardır. Hazırladıkları 

isatin dozlarını (50, 100, 150 mg/kg) farelere besin yolu ile vermiĢler ve dozların 

komet ve mikronükleus testi yaparak mutajenik etkisinin olmadığını belirtmiĢlerdir. 

Dozları ikinci kez tekrar uyguladıklarında yalnız en yüksek doz olan 150 mg/kg dozu 

DNA‘nın yapısında daha fazla hasar meydana getirip mikronükleus oluĢumunu 

tetiklemiĢtir. 

Calvo vd. (2011), Indogofera truxillensis ve I.suffruticosa ekstraktlarını metanol ile 

çözüp salmonella suĢlarının TA100, TA98, TA102 ve TA97 ırklarına karĢı mutajenik 

özelliğini tesbit etmiĢlerdir. Indogofera truxillensis‘in metanolik ekstraktının T98 

suĢuna S9 (fare karaciğeri) yok iken mutajenik aktivite gösterdiğini saptamıĢlardır. 

Gai vd. (2015), kök hücre kültürü ile yetiĢtirilmiĢ üç haftalık Isatis tinctoria 

fidelerinin köklerini %80‘ lik etanol ile ekstrakte ederek, bitkinin yapısındaki 

flavonoid miktarını HPLC ile ölçmüĢler ve toplam flavonoid miktarını 438,10 µg/g 

olarak tespit etmiĢlerdir. 

Galleti vd. (2015), Ġtalya‘ da farklı bölgelerde yetiĢtirdikleri Isatis canescens türünün 

glukobrassisin, toplam fenol ve flavonoid miktarlarını incelemiĢlerdir. Kuru herbada 

toplam fenol miktarının ortalama 22–27 mg GAE/g arası olduğunu flavonoid 

miktarının ise 5–8 mg/g kateĢin eĢdeğeri olduğunu, bölgeler arasında fenol ve 

flavonoid içeriği yönünden önemli farklar kaydedildiğini bildirmiĢlerdir. 
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BÖLÜM 3 

MATERYAL VE METOD 

 

3.1 Materyal  

3.1.1 ÇalıĢmada Kullanılan Kimyasal Maddeler  

 

Kullanılan kimyasallar penisilin, streptomisin (Biological Industries, Ġsrail), DMEM 

(Sigma Aldrich, Amerika), etidyum bromür (EtBr) (Merck, Amerika), FBS 

(Biochrom, Berlin), immünositokimya boyama kiti (Invitrogen, Amerika), 1xPBS 

(PAN Biotech, Almanya), MTT kiti (Cyman Chemical, Amerika), Tripsin-EDTA 

(Sigma Aldrich, Amerika), DMSO (Merck, Amerika), tripan blue (Roche, Amerika), 

Nf-kB transkripsiyon faktörü (Cell Signalling, Amerika), Metanol (Merck, 

Germany), Hekzan (Sigma Aldrich, USA) dir. 

3.1.2 ÇalıĢmada Kullanılan Solüsyonlar  

 

10X TBE tamponu hazırlanıĢı: Borik asit 55 g (Scharlau, Ġspanya), EDTA 9,37 g 

(Merck, Almanya), Tris 108 g (Amresco, Amerika) 1000 ml distile suda bekletip 

tamamen çözülerek pH 8,4‘e ayarlanır. Bu karıĢım otoklavlanarak +4 °C‘de 

saklanmıĢtır.  

Dondurucu medium hazırlanıĢı: FBS 5 ml (Biochrom, Berlin), DMEM 40 ml (Sigma 

Aldrich, Amerika), DMSO 5 ml (Merck, Amerika)  hazırlanarak -80 °C‘de 

saklanmıĢtır.  

 DMEM besiyeri hazırlanıĢı: FBS %10  (Biochrom, Berlin), Penisilin-Streptomisin 

%1 (Biological Industries, Ġsrail), L-glutamin %1  (ThermoScientific,Amerika) 

hazırlanarak +4 °C‗de saklanmıĢtır. 
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3.1.3 ÇalıĢmada Kullanılan Sarf Malzemeler 

 

24 kuyucuklu plate (Sigma Aldrich, USA), 96 kuyucuklu plate (Sigma Aldrich, 

USA), ependorf tüp (ISO Lab, Almanya), kroviyal tüp (ISO Lab, Almanya), falkon 

tüp (ISO Lab, Almanya), pasteur cam pipet (ISO Lab, Almanya), yuvarlak lamel 

(ISO Lab, Almanya) ,25‘ lik flask (Greiner Bio-One, Almanya), Thoma lamı (Optik 

Labor, Almanya) 

3.1.4 ÇalıĢmada Kullanılan Cihazlar 

 

 Spektrofotometre (Thermo Scientific, USA), invert mikroskop (Nicon Eclipse, 

USA), yatay elektrofotez sistemi (Cleaver, Ġngiltere), vorteks (Velp Scientifica, 

Ġtalya), -80º saklama dolabı (Thermo Scientific, USA) santrifüj (Hettich, Almanya), -

20º saklama dolabı (Vestel, Türkiye), soxlet cihazı (Gerhartd EV14, Almanya), 

pasteur pipet silahı (Capp Aid, Danimarka), hassas terazi (Precissa, Ġsviçre), CO₂  

inkübatörü (Heal Force, Avusturalya), rotary evaporatör (Heidolph Herzbad HB 

Digit, Almanya), UV cihazı (DNR-IS, Ġsrail), otomatik pipet (Eppendorf, Almanya), 

steril kabin (Thermo Scientific, USA) 

3.2 Metod 

3.2.1 I.tinctoria L.’nin Temini 

 

Gaziantep, Ġslahiye, Huzurlu yaylası, hamo tepesi etekler  36º 58   52 , 50 K-36º 28  

45, 87   D enlem ve boylamında 1551 rakımda bitki 14 Haziran 2016 tarihinde Flora 

of Turkey and the East Aegean Ġsland v:1‘e göre Gaziantep Üniversitesi Biyoloji 

Bölümü ArĢ. Gör. Fatih Yayla tarafından bitkinin teĢhisi yapılmıĢtır. Bitki bir bütün 

olarak (kök, gövde, yapraklar ve çiçek) yaĢ olarak toplanıp gölgede güneĢ 

görmeyecek Ģekilde herbaryum tekniklerine göre kurutulmuĢtur. Bu kurutulmuĢ olan 

bitkinin yeĢil renkli yaprakları kullanılmıĢtır. 

3.2.2 I.tinctoria L.’nin Özütünün Elde Edilmesi 

 

1. KurutulmuĢ olan İ.tinctoria‘nın yeĢil yapraklarını alıp elimizle oldukça küçük 

parçalara ayırıldı (Farusi, 2007). 
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2. Bunzen beki üzerinde beherin 2/3 nü damıtılmıĢ su ile doldurup kaynamaya 

bırakıldı. Kaynayan suyun içine parçalamıĢ olduğumuz yapraklar ilave edildi. Bu 

iĢlem İ.tinctoria‘nın elimizdeki yaprakları bitene kadar devam edildi (Farusi, 2007). 

3. Bütün yapraklar eklendikten sonra 1 dk kadar daha kaynatıldı (Farusi, 2007). 

4. Yaprakları temiz bir behere aldıktan sonra süzme iĢlemi yapıldı. KarıĢımın olduğu 

beheri soğuması için daha geniĢ bir kabın içine su konulup beher oturtuldu. Bu iĢlem 

esnasında karıĢımın daha hızlı soğuması için beherin içindeki karıĢım karıĢtırıldı. 

Bütün bu iĢlemlerin sonucunda isatan b içeren bir çözelti elde edilmiĢ oldu. Aynı 

zamanda Ġsatan-b indoksilin kararsız bir bileĢiktir (Farusi, 2007). 

5. Özütümüz soğuyunca hacmini ölçüp hacminin %1‘ kadar amonyak ilave edildi. 

Amonyak eklendikten sonra çözeltinin rengi önce kahverengiden yeĢil kahveye daha 

sonra da çözeltinin rengi yeĢile döndü. Amonyağı ilave ettikten sonra indoksil içeren 

bir çözelti elde edildi (Farusi, 2007)  

 

3.2.3 Hücre Kültürü  

 

ÇalıĢmamızda akciğer kanser hücre hatları H1299 kullanılmıĢtır. Hücre soyları 

Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyokimya AD öğretim üyesi Prof. Dr. 

Engin ULUKAYA‘dan temin edilmiĢtir. Temin edilen hücre soyları kullanılacağı 

zamana kadar kriyovial tüpler içerisinde -80ºC dolapta saklanmıĢtır. 

3.2.4 Hücre Kültürünün Kullanım Alanları 

 

 Ġlaç geliĢtirme, toksik ajanların belirlenmesi, antikanser ilaçlarının toksisitesini 

belirlemek, farmakolojide, biyouyumlulukta, implantlar ve kozmetikte kullanılır. 

3.2.5 Hücre Soylarının Stoktan Çıkarılması 

 

 Kiroviyalleri -80ºC‘den alınan sıcak su banyosunda hızlı bir Ģekilde çözerek 

hücreler çoğaltılmıĢtır. Bu hücreler kroviyallerde dibe çökmeden; %10 FBS (fetal 

bovin serum) (Biochrom, Berlin), %1 Penisilin-Streptomisin (Biological Industries, 
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Ġsrail) ve %1 L-glutamin (Thermo Scientific, Amerika) içeren 5ml DMEM- Ham‘s 

F12 (1:1) 38 (Sigma Aldrich, Amerika) besileri içerisine alınmıĢtır. Hücrelerin 

süspansiye hale gelmesi için 800 rpm‘de 5dk santrifüj edilip süpernatant kısım aspire 

edilmiĢ ve dipte kalan hücre peleti üzerine 1ml besiyeri ilave edilmiĢtir. Daha sonra 

37°C‘de, %5 CO₂  içeren ortamda inkübasyona bırakılması için falkon tüplerin 

üzerine 4 ml besiyeri ilave edilip ve 5 ml‘lik hücre süspansiyonu 25 cm‘lik flasklar 

(Thermo Scientific, Amerika) içerisine alınmıĢtır (Cevatemre, 2012). 

3.2.6 Hücre Soylarının YetiĢtirilmesi ve Pasajlanması   

 

ÇoğaltılmıĢ olan hücre soyları yeterli seviyeye %60-70 ulaĢtıklarında flask 

içerisindeki besiyeri aspire edilmiĢtir. 25 cm‘lik flask içerisine 2 ml 1XPBS (PAN 

Biotech, Almanya) eklenerek hücrelerin serumdan ayırıĢtırılması için hücrelerin 

yüzeylerinin hafif bir Ģekilde yıkanması sağlanmıĢtır. Flask içerisine yapıĢan 

hücreleri PBS ile ortamdan uzaklaĢtırıldıktan sonra hücrelerin yüzeyden ayrılmaları 

için 0.5ml %0,05 Tripsin-EDTA (Sigma Aldrich, Amerika) solüsyonu kullanılarak 5 

dakika %5 CO₂ ‘li ortamda ve 37°C‘de, hücrelerin inkübasyonu sağlanmıĢtır. Bu 

iĢlemlerden sonra hücrelerin flask yüzeyinden ayırılıp ayrılmadığını kontrol etmek 

için mikroskop ile incelenir. Hücreler yüzeyden ayrıĢmıĢ ise tripsinin inhibe edilmesi 

için en az iki katı kadar besiyeri ilavesi yapılmıĢ ve tamamen hücrelerin ayrıĢması 

sağlanmıĢtır. Böylece tripsinin yüzeyden ayırdıktan sonra hücrelerin parçalanmadan 

hücre zarlarına zarar vermesi engellenmiĢtir. Ġçerisinde besiyeri bulunan (falkondaki 

toplam hacim tripsinin 10 katı olmalı) 15ml‘lik falkon tüp içerisine alınan Flask 

içerisindeki hücre süspansiyonu 5dk 800 rpm‘de santrifüj edildikten sonra 

süpernatant kısım pipetle uzaklaĢtırılmıĢ ve elde edilen hücre peleti 1 ml hücre 

besiyerinde çözündükten sonra üzerine 9 ml besiyeri ilave edilmiĢtir. Hücre soyları 

37°C‘de, %5 CO₂  içeren ortamda inkübasyona bırakmak için elde edilmiĢ olan 

10ml‘lik hücre süspansiyonu 75 cm‘lik flasklara alınmıĢtır. Hücrelerin istenilen 

rakamlara gelene kadar bu iĢlemler tekrar edilerek çoğaltılmaları sağlanmıĢtır 

(Cevatemre, 2012). 
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3.2.7 Hücre Soylarının Stoklanması  

 

Besiyerinin ortamdan uzaklaĢtırmak için hücrelerin flask yüzeyini tamamen 

kaplamaları beklenmiĢtir. Flask yüzeyine tutunmuĢ olan hücreler 1XPBS ile hafifçe 

yıkandıktan sonra PBS ile aspire edilerek uzaklaĢtırılmıĢtır. 0,5 ml %0,05 Tripsin-

EDTA (Sigma Aldrich, Amerika) solüsyonu eklenerek hücrelerin flask yüzeyinden 

kalkmalarını sağlanmıĢtır. Hücreler 5 dakika boyunca 37°C‘de, %5 CO₂ ‘li ortamda 

inkübasyona bırakılmıĢtır. 5 dakikalık inkübasyon süresinden sonra flask yüzeyinden 

ayrıldığı kabul edilen hücrelere mikroskopla incelenmiĢtir. Tripsinin inhibe edilmesi 

için flaskların içine en az iki katı kadar besiyeri ilave edilmiĢtir. 15 ml‘lik falkon tüp 

içerisine alınan flask içerisindeki hücre besileri süspansiyonu 5dk buyunca 800 

rpm‘de santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj edildikten sonra falkonların içerisindeki 

süpernatant kısım aspire edilmiĢ ve pelet üzerine her bir kriyovial için 1,5 ml 

dondurucu medium (5ml DMSO+5ml FBS+40ml DMEM) karanlık ortamda ilave 

edilmiĢtir. Hücre süspansiyonu kriyovialler içerisine dağıtılarak azot tankına 

kaldırılmıĢtır (Cevatemre, 2012). 

3.2.8 Kullanılan Besiyerinin Hazırlanması  

 

H1299 akciğer kanseri hücre hatları ve HUVEC hücre hattı çalıĢmamızda 

kullanılmıĢtır. %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-glutamin (Thermo 

Scientific, Amerika) içeren 5ml DMEM: Ham‘s F12 (Sigma Aldrich, Amerika) 

besiyeri içerisine hücre süspansiyonları alınmıĢtır (Cevatemre, 2012). 

 3.2.9 Hemasitometre ile Hücrelerin Sayımı 

 

 20 μl 0,5 ml‘lik tüpe alınan ve üzerine eĢit miktarda %0,5‘lik tripan mavisi (Roche, 

Amerika) konularak iyice homojen dağılması sağlanan süspansiyonu tripsinizasyon 

iĢleminden sonra hemasitometre ile hücre sayımı yapılmıĢtır. Hematositometre distile 

su ile iyice temizlenmiĢtir. Hücre sayımı için bu karıĢımdan thoma lamına üzerine 12 

μl alınarak mikroskopta bu lam üzerinde beĢ alanda hücre sayımı yapılmıĢtır. 1ml 

besiyerinde ne kadar hücre olduğu hesaplamak için bulunan sayı sulandırma 

katsayısı ile çarpılmıĢtır (Cevatemre, 2012). 
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3.2.10 MTT (Metiltiyazoltetrazolium) Canlılık Metodu Amaç: 

 

Sitotoksitesiyi ölçmek  

Metabolik aktiviteyi göstermek  

Sitostatik aktiveyi ölçmek  

3.2.11 MTT Yöntemi 

 

1983 yılında ilk kez Mosmann  vd., tarafından MTT yöntemi belirlenmiĢ. MTT 

yöntemi hücre kültüründe büyütülüp çoğaltılan hücrelerdeki mitokondriyal 

dehidrogenaz enzim aktivitesinin kolorimetrik ve kantitatif ölçülmesi esasına 

dayanmaktadır (Mossman, 1983). 

MTT analizinde formazon boyalarının ve enzimatik aktivitenin kolorimetrik 

ölçümüne dayanan hücre çoğalmasının miktarının tespit edildiği bir yöntemdir. 

terapotik ajanların hücre üzerindeki sitotoksik etkisi ve çoğalmayı tetileyici etkileri 

bu yöntemle belirlenebilmektedir. Canlı hücrelerin metabolik aktiviteleri bu metot 

için kullanılan temel parametridir. MTT‘nin tetrazolium halkasının parçalanması 

esasına dayanmaktadır. Bu metotta, MTT canlı hücrelere aktif olarak absorbe olur ve 

reaksiyon mitokondriyal süksinat dehidrogenaz tarafından katalize edilerek mavi-

mor renkli, suda çözünmeyen formazana indirgenir. Sadece aktif mitokondrinin 

içinde bulunduğu canlı hücrelerde formazan oluĢumu, görülmektedir. Formazan 

oluĢumu hücre canlığının bir bulgusu olarak kabul edilmekte ve spektrofotometrik 

olarak belirlenen absorbans değerleri kristallerin çözünmesiyle oluĢan canlı hücre 

sayısı ile iliĢkilendirilir (Denizot ve Lang, 1986; McGahon vd. 1995; Horakova vd. 

2001). Çoğalan hücreler prolifere olmayan hücrelerden metabolik olarak daha çok 

aktivite gösterdiği için, bu metotla sadece hücre canlılığı ve sitotoksite değil hücre 

aktivasyonu ve proliferasyonu da belirlenir (Doyle ve Griffiths, 1998). MTT 

yönteminin çalıĢması için ticari olarak satın alınan mtt kitin kullanım Ģekli esas 

alınmıĢtır.   

Bu enzimin aktivitesi canlı hücrelerde görülürken, ölen hücrelerde ise aktivite 

gözlenmemektedir. Enzim aktivitesinin azaldığını veya kaybolduğunu anlamanın 
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yolu hücrelerin canlı olup olmamasıdır. Bu nedenle hücreler mitokondriyal 

dehidrogenaz enziminin değiĢime uğrattığı MTT kimyasalına (Tetrazolyum (3-(4,5-

dimetiltiyazol-2)-2,5-difenil tetrazolyum bromid) maruz bırakılırlar. MTT, sarı renkli 

suda çözünebilen tetrazolium tuzu olup canlı hücreler tarafından alınır ve 

mitokondriyal süksinat dehidrogenaz enzimleri tarafından suda çözünmeyen koyu 

mavi-mor renkli formazan kristallerine dönüĢtürülür. Formazan kristallerinin oluĢum 

bölgesi ve indirgenme olayının olduğu bölge mitokondri olduğu kabul edilmektedir 

(Cevatemre, 2012). 

Sitotoksik bileĢiklerin hücrelere zarar vermesi MTT tetrazoliumun formazana 

indirgenmesini azaltmaktadır. Sonuç olarak; canlı ve mitokondri iĢlevi bozulmamıĢ 

hücreler mavi-mor renkte boyanmakta, ölü veya mitokondri iĢlevi bozulmuĢ hücreler 

ise boyanmamaktadır. Daha sonra oluĢan bu formazan kristallerini 570‘nin dalga 

boyunda spektrofotometre ile ölçüm yapmak için Kristal disolving ya da SDS gibi 

deterjanlar kullanılarak suda çözünür hale getirilerek oluĢturdukları renk göz önünde 

bulundurukarak ölçülmektedir. Sonuç olarak; baĢlangıçta aynı sayıda ekilmiĢ ve hiç 

özüt uygulanmamıĢ kontrol hücrelerindeki renk sertliği ile özüte maruz bırakılmıĢ 

hücrelerdeki renk sertliği oranlanarak özüte maruz bırakılmıĢ hücrelerdeki canlılık 

oranı (yüzdesi) hesaplanmaktadır (Cevatemre, 2012). 

Hücre kültür kaplarının ortalama %80‗ini kapladığı zaman aynı pasaj sayısına sahip 

olan HUVEC ve H1299 hücrelerinden besiyerleri uzaklaĢtırılmıĢtır. Hücrelerin 

birbirinden ve tabandan ayrıĢması için Tripsin-EDTA karıĢımı kullanılmıĢtır. Daha 

sonra HUVEC ve H1299 hücreleri sayılarak 96 kuyucuklu hücre kültür kaplarına 

5.000 hücre/kuyucuk olacak Ģekilde ekilip 24 saat 37 ºC, %5 CO₂ ‘li ortamda 

inkübasyona bırakılmıĢtır. 5 (6,25-12,5-25-50-100)  farklı dozda 100 μl 

I.tinctoria.özütü üçer tekrarlı olarak uygulanan hücreler 48 saat inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Kontrol amaçlı olarak kit içeriğindeki kör, %2,5‘luk metanol, 

maksimum inhibisyon (MI) için TritonX100 ve özüt uygulanmayan sadece hücre 

içeren kuyucuk Ģeklinde kontrol kuyucukları üçer tekrarlı olarak oluĢturulmuĢtur. 

Ġnkübasyon sonunda tüm kuyucuklara 10μl MTT solüsyonu ilave edilerek karanlıkta 

37 ºC, %5 CO₂ ‘li ortamda 4 saat inkübe edilmiĢtir. MTT solüsyonuna maruz 

bıraktığımız hücrelerde formazan kristalleri 43 görüntüsü meydana gelmiĢ ve oluĢan 

formazan kristalleri Cristal Disolving çözeltisi yardımıyla çözündükten sonra 
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oluĢturdukları renk Ģiddeti spektrofotometre (Thermo Scientific, Amerika) ile 

570‘nm dalga boyunda ölçülmüĢtür. Okunan absorbans değerleri kullanılarak 

hücrelerin canlılık oranları belirlenmiĢtir.  

3.2.12 Ġstatistiksel Analiz % Canlılık Hesabı 

 

Özüt uygulanmamıĢ kontrol hücre (MO) canlılığı %100 olarak kabul edilerek, özüt 

uygulanan hücrelerin canlılık oranları aĢağıdaki formül kullanılarak hesaplanmıĢtır. 

Deney içerisinde her bir konsantrasyon birbirinden bağımsız üç farklı kuyuda 

tekrarlanmıĢtır.  

%Canlılık= [100×(BileĢik ile muamele edilen hücre absorbansı ortalaması/ Özüt 

uygulanmamıĢ kontrol hücre (MO) canlılığı) (Cevatemre, 2012). 

 



BÖLÜM 4 

BULGULAR 

4.1 Sitotoksik Aktivite Bulguları 

 

Huvec ve H1299 hücre hatlarında I. tinctoria özütünün uygulanmasıya sitotoksik 

aktivitenin belirlenmesinde kullanılan MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazolyum bromit) canlılık testinin formazan kristalleri görüntüsü ġekil 4.1 

ve ġekil 4.2‘ verilmiĢtir.  

 

ġekil 4.1: HUVEC Hücre Hattında MTT Sonrası Formazan Kristalleri (100X)
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ġekil 4.2: H1299 Hücre Hattında MTT Sonrası Formazan Kristalleri (40X) 

Sadece aktif mitokondrinin içinde bulunduğu canlı hücrelerde formazan oluĢumu, 

görülmektedir. Formazan oluĢumu hücre canlığının bir bulgusu olarak kabul 

edilmekte ve spektrofotometrik olarak belirlenen absorbans değerleri kristallerin 

çözünmesiyle oluĢan canlı hücre sayısı ile iliĢkilendirilir. Formazan kristallerinin çok 

olması hücrelerin canlılığının çok olmasıyla ilgilidir  (Denizot ve Lang, 1986; 

McGahon vd. 1995; Horakova vd. 2001). 

%Canlılık= [100×(BileĢik ile muamele edilen hücre absorbansı ortalaması/ Özüt 

uygulanmamıĢ kontrol hücre (MO) canlılığı) (Cevatemre, 2012). 

Tablolardaki % canlılık ortalamaları yukarıdaki hesaplama yöntemi baz alınarak 

hesaplanmıĢtır.  

HUVEC ve H1299 hücre hatları üzerine uyguanan I. tinctoria özütünün sitotoksik 

etkilerinin belirlenmesinde üç kuyucuğun istatiksel analizi yapılarak elde edilen 

sonuçlara göre % canlılık grafikleri oluĢturulmuĢtur (ġekil 4.3 ve 4.4). 
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ġekil 4.3: HUVEC Hücre Hattında I. tinctoria L.‘ nin % Canlılık Grafiği  

*Her Bir Veri Noktası 3 Bağımsız Kuyunun Ortalamasını Temsil Etmektedir. 

 

 

ġekil 4.4: H1299 Hücre Hattında I. tinctoria L.‘ nin % Canlılık Grafiği 
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I. tinctoria L. özütünün HUVEC hücre hattındaki canlılık oranlarının tüm 

konsantrasyonlarda sitotoksik etki göstermediği gözlemlenmiĢtir. H1299 akciğer 

kanseri hücre hattında da beĢ farklı konsantrasyonda sitotoksik etki göstermediği 

gözlemlenmiĢtir. 

 

 

            



BÖLÜM 5 

TARTIġMA VE SONUÇ 

Günümüz dünyasında dünyanın her yerinde insanların sağlıklı yaĢam konusunda 

Ģimdiye kadar görülmeyen oranda ilgili ve bilinçli olduğu ve bu ilginin her geçen gün 

arttığı görülmektedir. Son zamanlarda ―YeĢil Devrim‖ olarak kabul edilen doğaya 

dönüĢ hareketinin özünde bitkiler önemli bir alan oluĢturmaktadır. Bu dönüĢümün 

sonucu olarak bitkisel kökenli preparatların kullanımı ve ticareti önemli paylar 

almaya baĢlamıĢtır. Ġnsanlar bitkisel kökenli gıdaları, ilaçları, kozmetik ürünleri gibi 

tükettiği ve kullandığı ürünlerin sentetiklerine oranla doğal kökenli olmasını tercih 

etmektedirler. Bunun sonucu olarak son zamanlarda bitkiler baĢta ilaç sanayi olmak 

üzere, parfüm, kozmetik, sabun, gıda ve tekstilde boya maddesi gibi daha birçok 

sanayi kolunun önemli hammaddesini oluĢturmaya baĢlamıĢtır (YeĢilada, 2007). 

Bitkinin ne amaçla kullanılacağı; geleneksel kullanımı, yapılmıĢ bilimsel 

araĢtırmalar, taĢıdığı bileĢiklere bağlıdır. Çevresel ve genetik faktörlerin etkisiyle 

birlikte kanser son yıllarda çok fazla rastlanılan bir hastalıktır, günümüzde de ölüm 

nedeni olarak ilk sırada yer almaktadır. Bundan dolayı araĢtırmacılar tarafından 

kanser hastalığı için pek çok çalıĢma yapılmakta ve özellikle kanser hücreleri için 

sitotoksik aktivitesi olan terapötik ajanlar üzerinde durulmaktadır. AraĢtırmacıları 

doğal tedavi edici ajanlara yönelmesinin nedeni kemoterapötik ilaçların toksisitesinin 

fazla olması. Bu durum göz önüne bulundurularak çalıĢmamızda, tarihte uzun yıllar 

boyunca geleneksel tedavi yöntemlerinde sıklıkla kullanılan ve literatürde farklı 

farmakolojik etkileri çalıĢılmıĢ (Takeda vd., 1999; Mansoor vd., 2000; Deliorman  

vd., 2002; Küpeli vd., 2004, Sezik vd., 2004; Aslan vd., 2011; Singh vd., 2012; ġenol 

vd., 2012; Yalçın vd., 2012) olan  İ.tinctoria L.tercih edilmiĢtir. 

Yapılan literatür taramalarında I. tinctoria bitkisinden alınan doğal özütün sitotoksik 

aktivitesinin değerlendirildiği çalıĢmalardan bazılarında farklı kanser hatları üzerinde 

etkileri incelenmiĢtir. Doğal indigonun sitotoksik olup antikansorojenik etkisini 

gösteren çalıĢmalar arasında (Marko vd., (2001); (Meijer vd., 2006); Kim vd., 

(2007); Kameswaran (2009); Husuan vd., (2009); You vd., (2009); Williams vd., 

(2011) gösterilebilir. Bunun dıĢında çalıĢmamız I. tinctoria L. özütünün sitotoksik 

aktivitesiyle ilgili yeni veriler sunmaktadır. 
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Çivit boyası elde edilen İ. tinctoria yaprakları kullanılarak solunum yolu enfeksiyonu 

ve gastroenterie karĢı tedavi amaçlı kullanıldığını aynı çalıĢmada köklerinden elde 

edilen ekstrakların ise antiviral, antibakteriyel ve antiparaziter etkilerinin olduğu 

rapor edilmiĢtir (Benske, 1986). Bir diğer araĢtırmada antikanser ve antiinflamasyon 

etkilerinin olduğu, 1,000mg/kg dozun ise burun akıntısı, ishal ve trombositopeni gibi 

yan etkilerinin ortaya çıktığı rapor edilmiĢtir. (Mingzhu, 1983). 1980‘li yıllarda 

medikal anlamda yukarıda belirtilen yönde sonuçlar bildirilmesi ile birlikte 2000‘li 

yıllarda karaciğerde antioksidan aktiviteyi artırması, antiproliferatif etki,  antioksidan 

potansiyelleri, antifungal etki epilepsiye iyi gelmesi, antihelmintik aktivitesi, oral 

hastalıklara ve deri hastalıklarına karĢı indigo boya kaynağı bitkilerinin etkili 

olduğuna yönelik birçok araĢtırma yapılmıĢtır (Thiruvanmiyoo vd., 2008, Asuntha, 

2010, Hadissa 2006, Nagajaran 2013).  

Daha önce yapılanbir takım çalıĢmalarda sitotoksite çalıĢmalarının olumlu olması bu 

bitkinin antikanser aktivite bakımından olumlu veriler alınabileceği düĢüncesini 

doğurmuĢtur. Bundan hareketle bitkinin özütü elde edilerek bu özütün biyolojik 

aktivitesini ortaya çıkaran çalıĢmalar gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢmamızın sonucunda 

da yapılan bazı diğer çalıĢmalarla parelellik göstermektedir Dominici vd. (2010); 

Hesbert vd. (1984). 

Gaziantep ilinin Ġslahiye ilçesinde Huzurlu Yaylasının Hamo tepesi eteklerinden 

topladığımız Ġ. tinctoria L. bitkisinin özütünden doğal bir boya elde ederek 

çalıĢmamızda HUVEC ve H1299 akciğer kanseri hücre hattında sitotoksik etkilerinin 

değerlendirildiği bir çalıĢmadır. Dolayısıyla doğal olarak elde edilen boyanın 

antikansorojenik etkisinin incelendiği diğer hücre hatlarından farklı olarak H1299 

akciğer kanseri hücre hattı kullanılmıĢtır. Yaptığımız çalıĢmalar sonucunda 

İ.tinctoria yaprak özütünün HUVEC ve H1299 hücre hatlarında sitotoksik etkisi 

olmadığı gözlemlenmiĢtir. Doğal olarak elde edilen özütün gıda maddesi olarak 

kullanılabileceği öngörülmektedir. 

Sentetik olarak kullanılan çivitin yaygın olarak tekstil sektöründe kullanımı göze 

çarparken gıda boyası olarak kullanımına pek rastlanılmamıĢtır. Ancak hayalet Ģeker 

olarak adlandırılan Mardin mavi bademin üretiminde kullanılmaktadır. Bu Ģekerin 

tüketimi ülkemizde yaygındır. Badem Ģekerine renk veren maddenin sentetik çivit 

olduğu düĢünülmektedir. Mardin‘deki esnafla yapılan görüĢmelerde Mardin mavi 
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madem Ģekerine renk veren maddenin kök boya olduğu iddia edilmekte veya 

zannedilmektedir. Mavi badem Ģekeri hem yerel halk tarafından hem de ülkemize 

gelen yabancı turistler tarafından oldukça ilgi görmektedir. Dolayısıyla sentetik 

çivitin sitotoksik etkisi nedeniyle gıda boyası olarak kullanımı riskli olup bunun 

yerine çivit otundan elde edilen bitkisel kökenli olanların kullanımının sağlık 

açısından daha iyi olabileceği düĢüncesidir. Sonuç olarak sentetik olarak kullanılan 

çivitin yerine doğal olan bitki özütünün kullanılması yaptığımız araĢtırmaya göre 

daha uygun olacağı kanatindeyiz. Çünkü sentetik olan çivitin çok küçük dozların bile 

gıda boyası olarak kullanım durumunun insan sağlığı açısından olası risklerin 

araĢtırılması gerektiği ortadadır. Dolayısıyla kontrolsüz ve rastgele gıda üreticilerinin 

özellikle Mardin badem Ģekeri üreticilerinin kullanmasının sağlık açısından riskler 

taĢıdığını düĢünmekteyiz. 

Sentetik çivit boyasının insan sağlığı üzerine olası zararlı etkileri daha ileri 

analizlerle saptanmalıdır.  Bizim araĢtırmamız bu konuda ileriki çalıĢmalar için temel 

veriler sunması açısından önem taĢımaktadır. Mutlaka gıda boyası olarak 

kullanılması gerekiyor ise kullanılan miktarın insan sağlığına zarar vermeyecek 

düzeylere indirgenmesi gerekmektedir. Aksi taktir de kullanılmamalıdır. 
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