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1. GĠRĠġ 

Normalde hücreler belli bir kontrol altında, ihtiyaca göre bir taraftan apopitoz 

ile yok olurken, diğer taraftan da ihtiyaca göre bölünür ve büyüme faktörlerinin 

etkisiyle çoğalırlar. Kanser, çeĢitli faktörler nedeniyle değiĢime uğramıĢ hücrelerin, 

kontrolsüz olarak çoğalıp büyümelerinin sonucu oluĢan bir hastalıktır. 

Meme, prostat ve akciğer kanserlerinden sonra görülme sıklığı bakımından en 

sık görülen kanserler arasında kolorektal kanser, 4. sırada yer almaktadır. Kolon 

tümörlerinin çok büyük bir bölümü adenokanserlerdir ve adenokanserler dıĢındaki 

tümörler tüm kolon tümörlerinin yaklaĢık %3‟lük bir bölümünü oluĢtururlar. Bunlar 

arasında skuamoz kanserler (%34) ve kolonun karsinoid tümörü (%33) en sık 

görülenlerdir. Kolon kanseri nedenleri arasında; kalıtım, çevresel, beslenme 

kaynaklı, radrasyon, adenometanöz polip, inflamatuar bağırsak hastalığı, kolonda 

daha önceden karsinom varlığı gibi durumlar bulunmaktadır. 

Kanserde tedavisinde daha çok; cerrahi, radyoterapi, kemoterapi yöntemleri 

kullanılmaktadır. Bu tedavilerin yan etkilerinin hastada oluĢturduğu sıkıntılardan ve 

iyleĢme sürecine olumsuz etkilerinden dolayı günden güne kansere yönelik farklı 

tedavi yöntemleri geliĢtirilmektedir. GeliĢen bu tedavilerin baĢında; tamamen doğal 

olamaları, eĢirim acısından daha kolay ve daha ucuz olmaları nedeniyle bitkisel 

yöntemler gelmektedir. Kolon kanseri tedavisinde de diğer kanserlerde olduğu gibi 

daha çok kemoterapi, cerrahi ve radyoterapi yöntemleri kullanılmaktadır. Bunun yanı 

sıra son yıllarda kolon kanserine yönelik bitkisel tedaviler de iyleĢtirici etkileriyle 

dikkat çekmektedir. 

Keten tohumu  (Linum usitatissimum), 30-100 cm boyunda,  mavi çiçekli ve 

tek yıllık bir kültür bitkisidir. Keten tohumu genellikle; fonksiyonel gıda -biyoaktif 

gıda ya da endokrin aktif gıda olarak gruplandırılır. Keten tohumu, besin değeri olan 

ve olmayan bileĢenler içerir. Keten tohumunun besin değeri ve koruyucu etkisi sahip 

olduğu karmaĢık doğasından kaynaklanmaktadır. Günümüzde bitkisel ürünlere 

dayalı beslenmenin kronik hastalıkları, özellikle kanser riskini azaltabildiğine dair 

çok sayıda in vivo, in vitro ve klinik deneme verileri vardır. Keten tohumu bu açıdan 

incelendiğinde, α-linolenik asit ve iyi kaliteli protein bakımından zengin olmasının 



2 

 

yanı sıra, flavonoid, lignan ve fenolik asitler gibi fitokimyasalların da doğal kaynağı 

durumundadır.  

Lignanlar, koroner kalp hastalıklarından kanser türlerine kadar birçok 

hastalığı azaltıcı etkiye sahiptirler. Keten tohumu memeli lignan ön maddesi olan 

sekoisolarikiresinol diglikozit (SDG) açısından en zengin kaynaktır. Keten 

tohumunda bulunan SDG, anti-kanser ve antioksidan baĢta olmak üzere; antiviral, 

antibakteriyal, antifungal ve daha birçok özelliğe sahip bir ajandır.  

ÇalıĢmamızda keten tohumunda bulunan sekoisolarikiresinol diglikozitin 

anti-kanser özelliği göz önüne alınarak, kolon kanseri hücre hatları üzerinde, 

apoptotik etkilerini hem iki boyutlu hem de üç boyutlu kültür ortamında incelenmesi 

planlandı. DSMZ ´den alınan CCL-228-SW 480 kolon karsinoma hücre hatları 

üzerine, in vitro ortamda keten tohumu ekstraktını uygulanayarak, ekstraktın etkisi; 

proliferasyon, canlılık ve tutunma deneyi, imünohistokimyasal olarak; 5-Bromo-2-

Deoksiuridin (BrdU) iĢaretleme indeksi, Terminal Deoxynucleotidyl Transferase 

dUTP Nick and Labelling (TUNEL) metodu,  Kaspaz–3 ve AIF tayini, RT PCR ile 

Kaspaz-3‟ ün mRNA ekspresyon düzeyleri incelenerek belirlenecektir.  

Keten tohumu ekstraktının kolon kanseri hücrelerinde apoptosize yol açtığını 

iki boyutlu ve üç boyutlu kültür ortamında, gen ekspresyonu düzeyinde belirlememiz 

durumunda; SDG ´nin etkisi daha net açıklanmıĢ olacaktır. Bu etki sayesinde, ilerde 

yapılcacak yeni çalıĢmalara ıĢık tutacak ve kolon kanserine alternatif yeni tedavi 

yöntemleri geliĢtirilebilecektir. Ayrıca, çalıĢmamızda bitkisel tedavinin pozitif 

sonuçlarının olması ve bu tür çalıĢmaların artmasıyla, ülkemizde hastalıklar için ilaç 

üretimine yapılan ekonomik giderlerin azalabileceği düĢüncesindeyiz. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Kanser 

Latince'de yengeç anlamına gelen kanser, günümüzün en korkulan 

hastalıklarından olup; çevresel, genetik ve bazı etkilerle değiĢime uğramıĢ hücrelerin, 

kontrolsüz olarak büyüyüp çoğlamalarının sonucu oluĢan ve ölüm nedeni olarak, 

kalp ve damar hastalıklarının hemen ardından gelen kötü seyirli bir hastalıktır(1). 

Normalde hücreler belli bir kontrol altında, ihtiyaca göre bölünerek çoğalırlar (2). 

Hücreler bir taraftan programlı ölüm, apopitoz ile yok olurken, diğer taraftan da 

büyüme faktörlerinin etkisiyle çoğalırlar (ġekil 1). Büyüme faktörleri DNA‟daki 

çeĢitli genlerin etkisiyle oluĢan proteinlerdir. Bu genler mutasyona uğradıklarında 

hücrelerin aĢırı büyümesine neden olarak kanseri oluĢurturular ve "onkogen" olarak 

bilinirler. Onkogenleri oluĢturan mutasyonlar; karsinojen maddelerin, virüslerin ve X 

ıĢınlarının etkisiyle meydana gelirler (2-5). 

Kanser bir organda oluĢtuktan sonra, uzak doku ve organlara da metastaz 

denilen yayılma gösterir ve genel olarak hastalar bu metastaz nedeniyle kaybedilirler. 

Metastaz oluĢumu tesadüften yayılmaktan çok, kanser hücrelerinin bazı organlara 

kolay yerleĢmelerini sağlayan özelliklerine bağlıdır (6). 

Kanser hücreleri karakterize olarak bazı özelliklere sahiptirler ve bunlar; 

büyüme sinyalleri oluĢturabilme, büyümeyi durdurabilecek sinyallere duyarsızlaĢma, 

programlanmıĢ hücre ölümünden kaçabilme, sınırsız çoğalma potansiyeline sahip 

olma, anjiogenezi sürekli destekleyebilme, invazyon ve metastaz yapabilme 

özellikleri Ģeklindedir (7, 8). 

Kanserler, hücre tipine göre genellikle dört gruba ayrılmaktadır. Lösemiler ve 

lenfomalar; lökosit ve lenfositlerin ihtiyaçtan fazla üremesinden dolayı oluĢmaktadır. 

Sarkomalar; kas, kemik ve kıkırdak gibi embriyolojik mezodermden geliĢen doku 

tümörleridir. Karsinomalar; kanserlerin %85‟ini oluĢturan; bez, meme, deri ve 

ürogenital dokulardan köken alan kanserlerdir (9, 10). 

Kanserde tedavi yöntemi olarak; cerrahi ve radyoterapi lokal tedavi 

yöntemleri olup, onların arkasından kemoterapi ve immünoterapi gibi sistemik 

tedaviler uygulanmaktadır (3, 6). Kanser tedavisi birçok zorluk içermektedir. 
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Bunlardan en çok karĢılaĢılanı hücrelerin ilaca karĢı direnç oluĢturması, kullanılan 

ilaçların sağlıklı hücreleri etkilemesi ve kanserli hücrelerin kolayca metastaz 

yapabilme özellikleridir (7). Yapılan tedavilerin yan – olumsuz etkileri nedeniyle 

farklı tedavi yöntemleri geliĢtirilmekte ve doğal, ucuz ve yan etkilerinin çok az 

olmalarından dolayı,  bitkisel yöntemler tercih edilmektedir (1). 

2.2.Kanser OluĢumuna Etki Eden Faktörler 

Normal bir hücrenin kanser hücresine dönüĢümünde birden fazla 

mekanizmanın rol oynadığı bilinmektedir, fakat bu mekanizmaların tümü henüz tam 

olarak aydınlatılamamıĢtır. Bu dönüĢümün nasıl meydana geldiğini anlamadan önce 

normal bir hücrenin yaĢamsal döngüsünün bilinmesi gerekir. Tümör hücreleri çevre 

dokulara yayılma özelliklerine göre benign ve malign olmak üzere iki gruba 

ayrılırlar. Benign tümörlerde, tümör hücreleri çevre dokuları iĢgal etmez veya 

vücudun diğer bölümlerine yayılmazlar. Kapsül oluĢturarak canlının yaĢamını çok 

fazla tehlikeye sokmayan bening tümörler sinir sistemi, damarlar ve kanallara basınç 

yaparak hastalık belirtilerini gösterirler ve genellikle operasyonla alınırlar. Kapsül 

oluĢturmayan malign tümörler ise oluĢtukları yerden ayrılıp vücut içinde baĢka bir 

bölgeye ilerler ve ikinci bir tümöre sebep olarak, metastaz yaparlar.  

 

                   

ġekil 1: Apoptosize Giden Hücre (11). 
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2.3. Kanser Tedavisi Ve Uygulanan Yöntemler 

Kanser hastaları daha iyi olabilme ve hastalıklarının tedavisi için hem tıbbi 

hem de alternatif olarak birçok yönteme baĢvururlar. Bu yöntemlerden tıbbi olanlar 

daha yaygın olup, hastayı iyleĢeceği konusunda daha fazla ikna eden fakat bir o 

kadar da masraflı ve yan etkileri olan yöntemlerdir (12). 

Kanser tedavisinde uygulanan tıbbi yöntemler baĢlıca 3 ana baĢlık altında 

toplanabilir:  

1) Cerrahi Müdahale  

2) Ġlaçla Tedavi ( Kemoterapi )  

3) IĢınla Tedavi  

Neoplastik hücreler, önce cerrahi ya da radyasyon tedavisi ile azaltılmakta 

veya geliĢimleri yavaĢlatılmakta, ardından kemoterapi, immunoterapi veya bu tedavi 

yöntemleri birlikte uygulanmaktadır (13). Dünyada her yıl bir milyon yeni kanser 

hastası teĢhis edilmektedir. Geriye kalan hastaların büyük bir kısmına ise hastalığının 

herhangi bir döneminde kemoterapi uygulanmaktadır (14). Günümüzde kanser 

hastalarının bir kısmında kanserin tipine bağlı olmak üzere kemoterapi ile tam tedavi 

ya da uzun bir iyileĢme dönemi sağlanabilmektedir. (15). 

Hastalar TAT‟ları hem kanserle savaĢma, hem de yaĢam kalitesini artırmak 

amacıyla kullanmaktadırlar. Tedaviye destek olmak için kullananlar ise, tedavinin 

yan etkileri ile baĢ etme, immün sistemlerini güçlendirme, beden-vücutta iyilik 

sağlama, fiziksel uyum ve onarım sağlama, sağlıklı davranıĢları güçlendirme ve 

geleneksel tedavilere destek sağlama amacıyla kullanmaktadırlar. Kanserin 

tekrarlamasını önleme için TAT kullananlar, besin destek ürünlerinin yararlı olduğu 

inancı ya da davranıĢları düzenlemek-kontrol etmek amacıyla, daha çok korunmaya 

yönelik uygulamalar yapmaktadırlar. Son bir çare olarak TAT kullanan kanser 

hastaları, çoğunlukla daha önce TAT kullanmamıĢ ama tedavilerin yan etkileri ile 

artık baĢ edemeyen ve hastalığın tekrar etmesi ile son bir çare olarak TAT 

kullanmaya baĢlamaktadırlar (16, 17). 
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2.4. Kolon Kanseri ve OluĢum Nedenleri 

Dünyada her yıl yaklaĢık 1 milyon insanda kanser teĢhis edilmekte ve 

kolorektal kansere bağlı 500.000 ölüm bildirilmektedir. 2013 yılının kayıtlarına göre 

Çin‟de kolorektal kanser kaynaklı ölümler, ölüm nedenleri arasında üçüncü sırada 

bulunmaktadır (18). Farklı coğrafyalarda yaĢayan toplumlarda farklı orandaki kanser 

sıklığının, diyet ve çevresel faktörlerin farklı olmasından kaynaklandığı 

düĢünülmektedir (2, 10).  

Epidemiyolojik çalıĢmalar kolorektal kanserin yüksek yağ ve düĢük lif içeren 

diyetle beslenen toplumlarda daha sık görüldüğünü göstermiĢtir. Özellikle lif içeriği 

fazla besinler tüketmenin kanser oluĢumunu engellediği bilinmektedir (2, 10, 16). 

           Kolon tümörlerinin çok büyük bir kısmı adenokanserlerdir (8). Kolorektal 

kanser geliĢme riski kolondaki adenom sayısı ve büyüklüğü ile doğru orantılıdır. 

Bunların dıĢında, pelvik radyasyona maruz kalma rektal kanser oluĢumunda 

kanıtlanmıĢ bir risk faktörüdür (2, 8, 10).  

Kanserde Etkili Olan Genler  

• Proto-onkogenler  

• Antionkogenler; Tümör Baskılayıcı Genler  

Protoonkogenler: Hücrelerin büyüme, çoğalma, farklılaĢma ve apopitoz için 

aldıkları iletileri hücre membranından baĢlamak üzere çekirdeğe kadar sürdürdükleri 

sinyal ileti mekanizmasında iĢlev gören birçok proteinin ekspresyonundan sorumlu 

olan genlerdir (19). 

Antionkogenler; Tümör Baskılayıcı Genler: Normalde hücre bölünmesini 

baskılayan proteinleri kodlayan genlerdirler; Rb geni,P53 geni, CDK-Ġnhibitörleri, 

Kadherinler, BRCA-1/2. 

 Tümör supresor genler ancak her iki allel gende mutasyon veya kayıp 

oluĢtuğunda aktivitelerini kaybetmekte ve hücre de apopitosizi engellenmektedir. Bir 

tümör supresor gen olan APC geninin (Adenomatous polyposis coli) inaktivasyonu 

ile baĢlayan bu yol kolorektal kanserlerin yaklaĢık %70 – 80‟nin patogenezinde rol 

oynamakta ve heterozigozite kaybı olarak bilinmektedir. 
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p53 gen mutasyonu: p53 geni bir tümör supresor gen olup 17. kromozomun 

kısa kolunda lokalize olmuĢtur (17p) ve bir hücre fosfoproteini olan p53 proteininin 

sentezinden sorumludur. DCC: DCC geni (Deleted in colorectel carcinogenesis) bir 

supresor gendir ve 18. kromozomun uzun kolunda lokalize olmuĢtur (18q21). DCC 

varlığı 2. ve 3. evredeki kolorektal kanserlerde kötü prognozun kuvvetli bir iĢaretidir. 

Proto-onkogenler hücrede uyarı iletiminde ve hücre büyümesinin 

kontrolünde rol oynarlar. Proto-onkogenler, normal hücrelerde proliferasyon ve 

diferensiyasyonu kontrol ederler. Hücre bölünmesi, normal hücrede fizyolojik 

gereksinimlere göre ve kontrollü olarak yürütülmektedir..  

DNA onarımı (mismatch repair) ile ilgili genlerdeki değişiklikler Kolon 

kanseri oluĢumunda adenomdan karsinom geçiĢi esas olarak K-RAS geni ile 

düzenlenir (ġekil 2). K-RAS geni bir proto-onkogendir ve hücre dıĢı sinyallerin 

alınarak hücre içerisine iletilmesini sağlayan bir GTPaz proteinidir (22). 

 

  

ġekil 2: Kolon Kanseri GeliĢiminin Moleküler Modeli (NSAEĠ: Nonsteroid Anti 

Enflamatuar Ġlaçlar) (23).  

Genomik kararsızlık (genomic instability), yeterince mutasyona uğramıĢ bir 

hücrenin kanser hücresine dönüĢümüne zemin sağlar ve kolon karsinogenezinde rol 

oynayan onemli bir mekanizmadır. (10). 
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Kolon tümörlerinin yaklaĢık 1/3‟ü rektumda yerleĢirken kalan 2/3´ lük 

bölümü kolonun diğer kısımlarında ve özellikle sol kolonda yerleĢim gösterir (ġekil 

3).  

 

 

ġekil 3: Kolorektal kanserin kolonda yerlesim yerine gore dağılımı (10). 

Klinikte; 

Kolorektal kanserler yavaĢ büyüyen neoplazmalar olup özellikle çekum ve sağ 

kolondaki tümörlerin semptomatik hale gelmesi uzun süre alan kanser türüdür. 

Genellikle bu bölgedeki kanserlerin ilk bulgusu demir eksikliği anemisi Ģeklinde 

bulgu gösteren gizli kanamadır. (10). Kolorektal kanserli hastaların yaklaĢık % 

25‟inde hastalık süresinde kanserin farklı organlara yayılmasından kaynaklı ölümler 

gerçekleĢmiĢtir. Günümüzde hala kolorektal kanserin metaztazı, bu hastalığın 

getirdiği en büyük problemlerdendir (18). 

2.4.1. Kolon Kanserinin Tedavi Yöntemleri 

Cerrahi tedavi: Kolon kanserinde öncelikli tedavi yöntemi cerrahidir. 

Yapılacak rezeksiyonun sınırları; tümörün evresi, yeri ve bulunduğu kolon 

segmentinin vasküler ve lenfatik drenajına göre belirlenir. (8). 

Kolorektal kanserde kemoterapi ve radyoterapi: Kolon kanserinde 

kemoterapi, neoadjuvan kemoterapi, adjuvan kemoterapi ve ileri evre hastalık icin 

yapılan kemoterapi olmak uzere üç gurupta incelenir (20). Kolon kanserinde 

radyoterepi özellikle rektum tümörlerinin tedavisinde tercih edilir. Kolon 

kanserlerinin %80‟den fazlasının kolon poliplerinden geliĢtiği bilindiğinden tarama 

testleriyle kolonda polip veya erken evrede kanser saptanan hastaların uygun tedavi 
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ile normal ömürlerini sürdürmeleri mümkün olduğundan kolon kanseri artık nispeten 

önlenebilir kanserler arasında sayılmaktadır (10, 24). 

Bitkisel Tedavi: Günümüzde kansere yönelik alternatif tedavi yöntemleri 

gittikçe daha fazla önem kazanmaktadır. Ġlaçlar, kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi 

iĢlemler; gerek olumsuz yan etkileri, gerek hastadaki psikolojik süreçleri ve gerekse 

maddi açıdan ulaĢım zorlukları nedeniyle her geçen gün daha az tercih 

edilmektedirler (25). Birçok kanserde olduğu gibi kolon kanserinde de alternatif 

tedavi imkânları sürekli artmaktadır(26). Fonksiyonel gıdalar, vücudun temel besin 

öğeleri gereksinimini karĢılamanın ötesinde insan fizyolojisi ve metabolik 

fonksiyonları üzerinde faydalar sağlayan ve hastalıklardan koruyarak daha sağlıklı 

bir yaĢama imkânı sağlayan gıda ya da gıda bileĢenleridir (14). Sağlık otoriteleri; 

tahıl, taze sebze ve meyveler bakımından zengin, hayvansal et ve yağ oranının 

azaltıldığı diyetleri önermektedir. Yapılan birçok çalıĢmada lif içeriği zengin meyve 

ve sebzelerin, zencefil, keten tohumu, sarımsak, zerdaçal gibi yüksek protein içeriği 

olan besinlerin kolon kanseri üzerine azaltıcı etkisi olduğunu ortaya koymuĢtur (10, 

27). Amerika Ulusal Kanser Enstitüsü, kanser önleyici gıdalar arasına aldığı ve 

üzerinde çalıĢılmasını öngördüğü bitkisel materyalden birisi olarak keten bitkisini 

belirlemiĢtir (14, 28).  

2.5. Keten Tohumu 

Keten (flax, Linum usitatissimum), Linaceae familyasına ait, 30-100 cm 

boyunda, mavi çiçekli, tek yıllık bir kültür bitkisidir ve tohumları; 4-6 mm uzunlukta, 

yumurta biçiminde, yassı, parlak, kırmızımsı esmer renkli, kokusuz, yağlı ve 

lezzetlidir (15, 29). Mezapotamya orjinli keten tohumunun tarımı, Mısırlılardan beri 

yaklaĢık milattan önce 5000´li yıllara dayanır, fakat ticari olarak iĢlenmesi, 

kâğıtlarda ve kıyafetlerde kullanımı 1990´lı yıllarda baĢlamıĢtır (15, 24, 30). 

Ġlkel zamanlardan beri tarımı yapılan keten tohumu lipit ve lif açısından 

önemli bir besin kaynağıdır. 1990‟ lı yıllarda kullanımının baĢlamasıyla, tarımı daha 

çok artmıĢ ve geliĢerek sağlıklı besin maddesi olarak ticaretine baĢlanmıĢtır (31). 

Günümüzde yaklaĢık 2.6 milyon civarında kültürü yapılan keten tohumu, daha çok 

sağlıklı yaĢam için bitkisel ilaç olarak, ekmek içinde ya da laksatif olarak 

tüketilmektedir (24, 29, 32, 33). Ayrıca Amerika Ulusal Kanser Enstitüsü, kanser 
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önleyici gıdalar arasına aldığı ve üzerinde çalıĢılmasını öngördüğü 6 bitkisel üründen 

birisi olarak keteni belirlemiĢtir (34). 

Linaceae familyasından Linum cinsi dünya üzerinde 200‟ den fazla tür 

bulunmaktadır. Bu türler genellikle Akdeniz, Asya ülkeleri, Hindistan, Balkanlar ve 

Türkiye'de yetiĢmektedir (24, 29). Özellikle Çin‟de ve Hindistan‟da her yıl 1.3 

milyon hektarlık alanda keten tohumu tarımı yapılmaktadır (30). Keten tohumu, 

besin değeri olan ve olmayan bileĢenler içerir. Bu bileĢenlerin, tüketilen doza, 

zamana ve sıklığa bağlı olarak hem yararlı hem de zararlı etkileri görülebilir (28).  

Keten tohumu genel olarak öğütülmemiĢ (tüm) tohum, öğütülmüĢ tohum ve 

keten tohumu yağı Ģeklinde bulunmaktadır (24, 28). Hem yiyecek hem de endüstri 

bakımından önemli olan bu yağın bileĢiminde yüksek oranda linoleik asit 

bulunmaktadır (15). Keten tohumu genellikle fonksiyonel gıda - biyoaktif gıda - 

endokrin aktif gıda olarak gruplandırılır (29). Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda keten 

tohumunun iĢlenmiĢ halinde iki önemli yapı bulunmuĢtur. Bunlardan birincisi: SDG 

(Sekoisolarikiresinol Diglikozid) kaynağı olan fakat düĢük miktarda α-linolenik asit 

(ALA) içeren kısım, diğeri ise düĢük lignan fakat yüksek oranda ALA içeren 

ksımdır. Günümüzde en az % 5 SDG içeren keten tohumu ticari olarak kullanılmakta 

ve marketlerde satılmaktadır. Saf olarak SDG satıĢı keten tohumuna kıyasla daha 

pahallıdır (4). 

Keten tohumunu kendisi öğütülmüĢ ya da tohum olarak kullanıldığı gibi yağı 

da besin olarak çok tüketilmektedir (24). Ġçerdiği bu bileĢenler sayesinde keten 

tohumu; kalp hastalıklarından, diabetten, kanser türlerinden daha baĢka birçok kronik 

hastalıklardan koruyucu bir besin olarak kabul görmüĢ ve bu durum keten 

tohumunun fonksiyonel gıdalar arasına girmesine olanak sağlamıĢtır (24, 33, 35-37). 

Keten tohumunun önemi anlaĢıldıktan sonra, ekmek dahil birçok ürünün etiketinde 

keten tohumu içeriği belirtilmiĢtir (8).  

2.5.1. Keten Tohumunda Bulunan Biyoaktif BileĢikler ve Faydaları  

Fenolik Asitler: Yağlı tohum ürünlerinde fenolik asitler, benzoik ve 

sinnamik asitlerin hidroksile edilmiĢ türevleri olarak oluĢurlar (38). 
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Flavonoidler: Flavonoidler, doğal benzo-γ-piran türevlerinin bir grubudurlar 

ve fotosentez yapan hücrelerde bulunurlar (39).  

Tokoferoller: Tokoferoller, yağda çözünebilen en güçlü doğal 

antioksidanlardır (40). 

Lipitler: Keten tohumu yağı, yağ asitlerinin yaklaĢık %55‟ini oluĢturan 

omega - 3 (n-3) yağ asitlerinden α-linolenik asidin (ALA) en zengin kaynaklarından 

birisidir. Günümüze kadar yapılan çalıĢmalarda keten tohumunda bulunan yağ 

asitleri oranı %30 - 40 arasındadır (29). ALA ve linoleik asit (LA, n-6)‟in her ikisi de 

esansiyel yağ asitleridir ve diyetle alınmaları gerekir. Bir kere alındıklarında, LA ve 

ALA, iltihap oluĢumu, platelet agregasyonu ve vasokonstriksiyon üzerine farklı 

etkileri olan, eikosanoidlerin farklı sınıflarına dönüĢürler (28, 29, 41). Omega - 3 yağ 

asitleri vücutta; kan basıncı, bağıĢıklık sistemi tepkisi ve yağların yıkılması gibi 

çeĢitli düzenleyici fonksiyonları yerine getirir (29, 41). Keten tohumunun, tümör 

büyümesini engellemesi sadece lignan içeriğinden değil aynı zamanda a-linolenik 

asit bakımından zengin olmasından da kaynaklanmaktadır (42, 43). 

Proteinler: Keten tohumunun protein içeriği genetik ve çevresel faktörlere 

bağlı olarak farklılık göstermektedir. %20,9 -41 arasında gösterilmekte, ancak 

ortalama %34.5 olarak kabul edilmektedir (24, 29). Keten tohumu proteini kan 

glukozunu iki farklı yolla etkileyebilmektedir; bunlardan birincisi insulin salgısını 

teĢvik ederek glisemik indekste azalmaya sebep olmak, diğeri polisakkaritlerle 

interaksiyona girerek gıdaların glisemik indeksinde etkili olmak Ģeklindedir (28, 33).  

Müsilaj: Linum usitatissimum tohumunda izole edilen müsilajın yapısında 

majör bileĢenler olarak; galaktoz, ksiloz, ramnoz, galakturonik asit, minör olarak da 

glukoz, arabinoz, fruktoz bulunmaktadır (29, 33, 43). 

Steroller: Keten tohumunun GC-MS analizi sonucu, kolesterol (%2), 

sitosterol, kampesterol, stigmasterol, A5-avenasterol (%13), sikloartenol (%9), 24-

metilensikloartanol (%2) taĢıdığı tespit edilmiĢtir (29, 33).  

2.5.2. Keten Tohumunun Farmakolojik Etkileri  

Keten tohumunun ilaç olarak kullanılan kısımları; kuru ve olgunlaĢmıĢ 

tohumları, yağı, keten lifleri ve taze çiçekli halde tüm bitkidir. Günümüzde, yapılan 
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çalıĢmalarla kronik hastalıklarla beslenme arasında bir iliĢki olduğu ve özellikle 

kanser geliĢiminde beslenmenin en önemli çevresel faktör olduğu düĢünülmektedir. 

(41, 44, 45). Keten tohumunun, yapısındaki liganaların etkisiyle birçok kanser 

çalıĢmasında koruyucu rol oynadığı gözlemlenmiĢtir (13, 46). 

Keten tohumu 100 g‟da yaklaĢık 28 g diyet lifi içerdiğinden iyi bir kaynak 

durumundadır ve insanlarda hipoglisemik etkiye sahiptir (29). Keten tohumundaki 

fitoöstrojenlerin; akciğer, prostat, kolon baĢta olmak üzere birçok kanser türünde 

koruyucu rol oynadığını kanıtlayan epidemiyolojik, klinik ve laboratuvar çalıĢmaları 

bulunmaktadır (27, 30, 43). 

Keten tohumu; hücre, doku ve organ onarımında temel rol oynayan protein 

sentezi için önemli bir takım esas amino asitleri içeren zengin bir besin kaynağı 

olarak bilinir (36). Keten tohumunun içerdiği, siklinopeptit A gibi biyoaktif peptitler 

bakımından güçlü bir immün baskılayıcı olduğu ve sıtma parazitini engellemesinden 

dolayı antimalarial etkiye sahip olduğu bilinmektedir (24).  

2.5.3. Kolon Kanseri Tedavisinde Keten Tohumunun Etkisi 

Günümüzde kolon kanseriyle iliĢkili in vivo ve in vitro birçok çalıĢma 

yapılmaktadır. Kolon kanserli hastalara beslenmeleri için, yüksek miktarda sebze 

düĢük miktarda kırmızı et önerilmektedir  (28). Lif (fiber); selüloz, hemisellüloz ve 

pektin gibi karbonhidratlarla; lignin gibi karbonhidrat olmayan maddelerden 

oluĢarak, üst gastrointestinal sistemde sindirilmeden kolona ulaĢmaktadır (47). 

Keten tohumundan izole edilen SDG, hidroksimatairesinol ve EDL 

(Entereodiol) ile yapılan çalıĢmalarda tümör geliĢiminin baskılandığı, ayrıca SDG‟ 

nin bazı kanser türlerinde metaztazı da engellediği görülmüĢtür (35). Yapılan in vitro 

çalıĢmalarda da memeli lignanlarının hormon biyosentezi içeren enzim aktivitelerini 

ve östrojen etkisini azalttığı gözlemlenmiĢtir (48). Keten tohumuyla beslenen ratlarda 

yapılan çalıĢmalarda keten tohumuyla beslenen grupta kontrol grubuna kıyasla tümör 

hücrelerinde azalmalar gözlenmiĢtir (8). Birçok çalıĢmada bitkilerden köken alan 

lignaların kolon kanserinde; apoptosiz aracılığı ile hücre kaybını, kanser hücre 

ölümünü sağladıkları görülmüĢtür (49).  
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2.5.4.  Keten Tohumunun Olumsuz Etkileri  

Keten tohumunun yararının çok fazla olmasının yanı sıra kısmen de olsa 

alerjik etkilerinin bulunduğu da bilinmektedir. Keten tohumu allerjisi ilk kez 1930 

yılında tanımlanmıĢtır, ancak o zamandan beri nadir olarak bildirilmiĢtir (32). 

Keten tohumundaki besinsel bileĢenlerin olası negatif etkisi yüksek 

miktardaki çoklu doymamıĢ yağ asidi miktarı ile ilgilidir. Keten tohumunun 

piĢirilmeden tüketimi, hayvan ve insanlar için fazla miktarda alındığında toksik 

olabilecek bir bileĢik olan siyanojenik glukosidlerin  üretimine neden olabilir (47, 

50-52). Keten tohumunun hem besin olarak hem de fonksiyonel olarak 

kullanılmasına ve faydalı olmasına rağmen, bulunan yan etkileri içerdiği; kadmiyum 

ve siyanojenik glikozitlerden kaynaklanmaktadır (24, 44). Yapılan çalıĢmalarda; 

keten tohumu ve içerdiği lignanların daha çok yetiĢkinler için faydalı olduğu ve 

hamile bayanların sınırlı miktarlarda tüketmeleri gerektiği bildirilmiĢtir (43). 

Fitoöstrojenler 

Fitoöstrojenler kimyasal yapılarına göre izoflavonlar, flavanonlar, kalkonlar, 

lignanlar, kumestanlar, makrolitler, stilbenler ve steroller olarak sınıflandırılır. 

Fitoöstrojenler üzerinde en çok çalıĢılanı izoflavonlardır (27). Fitoöstrojen 

kaynaklarının binlerce yıldır tüketildiği toplumlarda bile fitoöstrojen toksisitesi 

bildirilmemekte ve diyetle alınan doğal fitoöstrojen kaynakları ile toksik doza 

ulaĢılamayacağı düĢünülmektedir (30, 53).  

Fitoöstrojen bakımından zengin olan birçok besin vardır. (30). 

Fitoöstrojenlerin aktivitelerinin ortamın endojen östrojen düzeyi ile iliĢkili olarak 

örneğin: yüksek östrojenli çevrede antiöstrojenik etki gösterirken, düĢük östrojenli 

çevrede östrojenik etki Ģeklinde farklı etki gösterebilecekleri düĢünülmektedir (27, 

30, 53). Fitoöstrojenlerin östrojenik etkileri esas alınarak yapılan deneysel 

çalıĢmalarda, deney hayvanlarının üreme sistemlerinde geliĢmeler gözlemlenmiĢ ve 

fitoöstrojenlerin östrojenik etkilerinin zaman ve uygulanan fitoöstojen dozuna bağlı 

olduğu anlaĢılmıĢtır (30).  

Keten tohumunun diğer bioaktif bileĢenleri, fenolik bileĢenler olan ve 

lignanlarında içinde bulunduğu, flavonoidler ve fenolik asitlerdir. Keten 
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tohumundaki en bilinen flavonoidler flavon C ve O- glikozitlerdir (24). Üç yüzün 

üstünde besinde fitoöstrojen olduğu tespit edilmiĢtir (54). 

Ġsoflavanlar: Genistein- didzein- gilesitein- formonontein-biokanin A, 

üzerinde en fazla çalıĢma yapılan fitoöstrojenlerdendirler (8). Bir tür fitoöstrojenler 

bitkisel hormon olarak bilinir ve kimyasal yapı olarak östrojen hormonuna benzerlik 

gösterirler (27). Ġzoflavonlar bitkilerde doğal olarak Ģekerlerle konjuge yapılar 

halinde, yani glikozit halde bulunurlar (30). Ġsoflavanlar lignanlara kıyasla daha fazla 

östrojenik özelliğe sahiptirler fakat östrodiole kıyasla ise yaklaĢık 100 kat daha az 

aktiviteye sahiptirler (55). 

Kumestanlar: Komestrol, üzerinde en az çalıĢılmıĢ olan 

fitoöstrojenlerdendirler (8). Buna rağmen, kumestanların da kanserde koruyucu rol 

oynadıkları gözlemlenmiĢtir. Kumestanlar; barbunya, bezelye gibi baklagillerde fazla 

bulunmaktadırlar (30). 

Lignanlar: Keten tohumu (L.usitatissimum L.) α-linolenik asit ve lif açısından 

zengin olmasının yanı sıra fitoöstrojenlerden, lignan bakımından, özellikle de 

sekoizolarisirezinol diglikozit bakımından zengin bir bitkidir. Keten tohumunda 

bulunan lignanlar, memeli lignanları olarak bilinen ve antikarsinojenik aktiviteye 

sahip enterodiol (EDL) ve enterolaktan (ENL) bileĢiklerinin öncülleridir. (24, 55, 

56). Lignanlar aynı zamanda bitkiler arasında yaygın olarak bulunan fitonitrojen 

grubundandır (15, 30). 

 2.5.5. Lignanlar 

Ġlk kez 19. yüzyılda ağaçlardan izole edilen lignanlar; 2,3 dibenzilbütan 

iskeleti ile tanımlanan ve bütün damarlı bitkilerde glikozit formda bulunan önemli bir 

fitoöstrojendirler (8, 30, 33). Bitkilerde bulunan temel lignanlar matairesinol, 

sekoizolarisiresinol, larisiresinol ve izolarisiresinol olup, bunlar insanlarda östrojenik 

aktivite gösteren iki temel bileĢiği, enterodiol (EDL) ve enterolaktanı (ENL) 

vermektedirler (33) (ġekil 4). Ġzoflavonlar gibi enterodiol ve enterolaktan da bağırsak 

mikroflorasının bitki lignan öncüleri üzerindeki aktivitesi sonucu oluĢurlar (27, 31, 

33).  
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Lignanların yapı olarak 17-β estradiol ile benzerlik göstermesi, onların kanser 

çalıĢmalarında östrojen aracılığıyla etkili olabilceği düĢüncesinin kaynağıdır. 

Feneolik lignanlar yani bitkilerdeki lignanalar daha çok; buğday, susam tohumu, 

keten tohumu, soya tohumu, arpa, çavdar, yulaf gibi baklagiller de ve brokoli, havuç, 

sarımsak gibi sebzelerde bol miktarda bulunurlar (8, 15, 36). 

Lignanlar, bitkiler aleminde yaklaĢık 90 familyada hatta kahve ve çayda bile 

saptanan, önemli biyolojik aktivitelere sahip doğal ürünlerdir (30).  

Keten tohumunun diğer tüm bitkilerden yaklaĢık 80-100 kat fazla oranda 

lignan, özellikle de SDG kaynağı olduğu bilinmektedir (48, 59). Yüksek keten 

tohumu alımı ile yapılan çalıĢmalarda SDG veya memeli lignanların genotoksik 

etkisinin olup olmadığı araĢtırılmıĢ ve lignanların herhangi bir genotoksik etkisinin 

bulunmadığı görülmüĢtür. Ketendeki lignanlar ayrıca oksidatif stresi de azaltabilirler 

(56, 59). Keten tohumu ekstrakları ve özellikle saflaĢtırılmıĢ lignanlar, cilt kanserine 

karĢı koruyucu olmakta ve promutajenler ile prokarsinojenlerin aktivasyonunun 

inhibisyonu Ģeklinde antioksidan etki gösterebilmektedirler (60). Lignanlar, 

öneminin anlaĢılmasından sonra daha fazla çalıĢılmaya baĢlanmıĢ ve antioksidan, 

proapoptotik, antianjiyogenik, antiproliferetif gibi birçok özellikleri de çalıĢmalarla 

kanıtlanmıĢtır (48). Lignanlar fitohormon olarak yoğun ilgi çekmekte olup, diyette 

fazla tüketimlerinin meme, kolon kanseri ve koroner kalp hastalıkları riskini azalttığı 

bildirilmiĢtir (8, 9). 

Linum usitatissimumdan izole edilen lignan sekoizolarisirezinol diglikozit 

(SDG) ve pinorezinoldiglikozittir. Bitki lignanları insan kalın bağırsağında, EDL ve 

ENL‟ye metabolize olarak sirkülasyona katılır ve sonunda hedef dokulara ulaĢırlar. 

Enterolaktan ve enterodiolün sahip oldukları geniĢ metabolik özelliklerinden dolayı 

sağlık açısından çok daha önemli olabilecekleri düĢünülmektedir (40, 46). 

Lignanların ve öncülü oldukları memeli lignanlarının antioksidan özellilerinin de 

olduğu bilinmektedir (57). Memeli lignanları olan insan kolon mikroflorasında 

üretilen ENL ve EDL‟nin kanser koruyucu oldukları bilinmekte ve bu etkilerinden 

dolayı her geçen gün farklı kanser türlerindeki etkileri çalıĢılmaktadır (24). Bunca 

çalıĢmaya rağmen hala lignanların kullanımlarına yönelik doz miktarıları açısından 
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yeterli çalıĢmalar bulunmamakta,  kullanılacak lignan miktarı net olarak 

bilinmemektedir (8). 

Lignanların proapoptotik özellikleri; bcl-2 ve kaspaz 3 aktivitelerini inhibe 

ederek gösterdikleri kanser hücre hatları üzerinde gözlemlenmiĢken, antiproliferatif 

özellikleri ise tümör hücrelerinin sayısını, hacmini azaltarak ve büyüme oranını 

baskılayarak gösterdikleri yapılan in vitro – in vivo çalıĢmalarla kanıtlanmıĢtır (24). 

Yiyecek olarak tüketilmeyen bitkilerden elde edilen yeni ligninların da kanser 

araĢtırmalarında kullanıldıkları bilinmektedir (8). 

 

                                                        Lignanlar 

 

                           Bitkilere Ait                                             Memelilere Ait 

                                                                                                        

                          Sekoisolarikiresinol                                  Enterediol  

                          Matairesinol                                              Enterolaktan 

                          Pinorsinol 

                          Hidroksimatairesinol 

ġekil 4: Lignanların Sınıflandırılması.  

Sekoisolarikiresinol diglikozit ve matairesinol vücuda Ģeker türevleri olarak 

alınır, gastrik hidroklorik asitler ve β glikosidaz aracılığı ile bir seri metabolik 

reaksyon sonrası memeli lignanları olan enterodiol (EDL) ve enterolaktana (ENL) 

dönüĢürler. SDG ilk olarak Sekoisolarikiresinole (SECO) metabolize olur ve SECO 

da bağrsak mikroflorasında EDL‟ye ve EDL‟de ENL‟ye dönüĢür. (28). Enterodiol 

döngüde öncelikli olan lignandır,  enterediol daha sonra enterolaktana okside olur. 

Bu lignanlar, bağırsak bakterileri tarafından sentezlendikten sonra absorbe edilerek 

karaciğere taĢınır ve buradan safra kesesine gönderilirler. EDL ve ENL kalın 

bağırsakta bulununan öncül memeli lignanlarındandırlar ve kısa zincirli yağ asitlerine 

benzer Ģekilde pasif difüzyonla emildikleri bilinmektedir (30, 55). Yani insanların 
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bitki lignanlarını metabolize etmeleri sindirim sistemi faaliyetlerine göre 

değiĢmektedir (8). 

Tahıllar arasında buğday, matairesinol ve sekoisolarikiresinol bakımından 

zengin bir tahıldır. Buğday ekmeği tüketen bireylerde ENL ve EDL miktarlarının 

yaklaĢık 7,3 kat arttığı gözlemlenmiĢtir (58). Entereodiol, entereolaktana kıyasla 

bağırsak florasında daha fazla oksidize olabilme yeteneğine sahiptir. Memeli 

lignanları sindirim sisteminde epitelyal sınırı geçerek emilip sindirime katılılabilir ve 

karaciğerde sindirime katılıp son olarak safra kesesine atılabilirler (55). 

2.5.6. Sekoisolarikiresinol Diglikozit 

Lignanlar arasında en fazla öneme sahip olan ve enterolignanların (enterodiol, 

enterolaktan) prekürsörü olarak bilinen SDG, keten tohumundan ilkez 1956 yılında 

izole edilmiĢtir. Fakat herhangi bir labarotuvar çalıĢması yapılana kadar SDG ile 

ilgili hiçbir analiz olamamıĢ ve keten tohumunun SDG içeriği bakımından ne kadar 

zengin olduğunu yine bu tarihe kadar bilinememiĢtir (8). SDG, östrojen benzeri 

aktivitesinden dolayı non-steroid bileĢik olarak bitki kökenli fitoöstrojenler Ģeklinde 

sınıflandırılmıĢtır (30). Enterodiol, endojen östrojene yapı olarak benzerliğinden 

dolayı, zayıf ta olsa östrojen ya da anti östrojen etki göstermektedir (37, 59). 

Enterolignanlar α ve β östrojen reseptörlerine bağlanabilme özelliğiyle bazı 

dokularda östrojenik ya da antiöstrojenik etki gösterirler (37). Yapılan çalıĢmalar bu 

etkide mikrobiyotanın da önemli bir rolü olduğunu göstermektedir (12, 30, 59).  

Sekoisolarikiresinol (SECO), bitkilerde sekoisolarikiresinol diglikozit SDG 

olarak bulunan bir lignandır ve ED ve EL basamağı için gerekli olan bir formdur. 

Bitkilerde SDG olarak bulunan lignanlar SECO ya dönüĢtükten sonra bir seri 

reaksiyon aĢamasından sonra faydalı hale gelmektedirler (30). Bu dönüĢüm kalın 

bağırsak florasındaki mikrobiyata ile gerçekleĢmektedir. Ġnsan kalın bağırsağı, 

karmaĢık ve yoğun bir mikrobiyotaya sahiptir ve bağırsak içeriğinin gramında 

yaklaĢık 1011 kadar mikroorganizma bulunduğu tespit edilmiĢtir (56). 

Keten tohumu lignanlarından sekoisolarikiresinolün ve öncülü olan 

sekoisolarikiresinol diglikozitin sayısız faydalarının olmasının nedeni, sahip 

oldukları antioksidan özelliklere dayandırılmaktadır. Ayrıca SDG sahip olduğu; 
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gerek hormonal gerekse antioksidan (non-hormonal) ya da östrojenik veya 

antiöstrojenik özellik; keten tohumunun kansere arĢı koruyucu rol oynamasını 

sağlarken, antioksidan özelliği de hipolipidemik etki göstermektedir (15, 30). 

Hipertansiyon ile ilgili çalıĢmalarda SDG‟ nin,  anjiyotensin konverting enzime 

(ACE) alternatif olduğu ve tansiyon azaltıcı etkisi olduğu da gözlemlenmiĢtir (24).. 

Sekoisolarikiresinol diglikozit baĢta olmak üzere daha baĢka birçok lignan, 

östrojenik ve antioksidan aktivitelerinden dolayı koruyucu olarak çeĢitli kanser 

türlerinde çalıĢılmıĢtır (43). SDG sahip olduğu antioksidan ve kısmi östrojenik 

aktivitesi ile β - glikoronidaz aktivitesini de etkileyerek kolon kanseri oluĢumunu 

engellediği bilinmektedir (15, 37). SDG‟ nin; meme, kolon, prostat gibi kanserlerde 

ve ateroskleroz gibi durumlarda koruyucu görev yaptığı da bilinmektedir (59, 61). 

SDG‟ nin kanserden koruyucu etki mekanizması hala tartıĢılmaktadır (43). Bu 

bilgiler eĢliğinde yapılan çalıĢmalarla SDG‟ nin %75 oranında diyabetten koruduğu 

kanıtlanmıĢtır (37, 61). Bunun yanı sıra SDG‟nin; kandaki total kolestrolü 

düĢürdüğü, LDL ve glikoz düzeylerini azalttığı da bilinmektedir (56, 61). SDG‟nin 

etkisinin araĢtırıldığı diğer birçok çalıĢmada kalp hastalıklarında önemli rolleri 

oldukları da gözlemlenmiĢtir (40, 62). Sekoisolarikiresinol diglikozit tüketiminin 

ardından az bir miktar ürünü ince bağırsakta emilir ve böbreklereden süzlerek idrara 

katılır. Daha büyük oranı ise kalın bağırsağa taĢınır ve bağırsak mikroflorası 

tarafından metabolize edilir. Bağırsak mikroflorasının kritik önem taĢımasına 

rağmen, hakkında çok az çalıĢma yapılmıĢtır (40, 42).  

2.6. Hücre Döngüsü 

Hücrenin normal yaĢam döngüsü yani hücre siklusu genel olarak dinlenme ve 

bölünme dönemi olarak ikiye ayrılır. Dinlenme dönemi, yaĢamsal faaliyetlerin 

devam ettiği ve bölünmeye göre daha uzun olan bir dönemdir; bu dönem G0 fazı 

olarak da adlandırılır. Bölünme dönemi ise mitoz bölünmeye hazırlığın yapıldığı G1, 

S ve G2 fazları ile mitoz bölünmenin gerçekleĢtiği M fazından oluĢur (ġekil 5). G1 

fazında DNA replikasyonunda kullanılacak olan RNA ve proteinlerin üretimi yapılır, 

S fazında DNA replikasyonuna baĢlanacak bölgeler iĢaretlenir ve DNA eĢlenerek 

diploid (4N) hale getirilir, G2 fazında ise mitoz bölünme için gerekli olan son 
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hazırlıklar yapılır. Bir hücrenin iki eĢ hücre haline geldiği mitoz bölünme aĢamasına 

da M fazı denilmektedir (7). 

Ökaryotik hücre döngüsü; hücre büyümesi, DNA‟nın iki katına çıkarılması ve 

iki katına çıkan kromozom ve hücre içeriğinin yavru hücrelere dağıtılması Ģeklinde 

gerçekleĢir. Bütün bu aĢamalar sıkı bir denetim altında düzenlenmekte ve aynı 

zamanda hücrelerin çoğalmasını kontrol altında tutan hücre dıĢı uyarılara da bağlı 

bulunmaktadırlar (7, 63). 

 

ġekil 5: Hücre Siklusu (64). 

 Hücre siklusu sırasında mitoz yaklaĢık 1 saatlik bir süreci kapsarken, siklusun 

%95‟lik kısmı interfazda geçmektedir. Ökaryotik bir hücre genellikle 24 saatte bir 

bölünür. Bu bölünme 2 temel aĢamadan oluĢur. Bunlar mitoz ve interfaz 

aĢamalarıdır. Mitoz; çekirdeğin bölünmesidir ve sonuçta sitoplazmanın bölünmesiyle 

(sitokinez) yavru hücreler oluĢur (63). 

DNA hasarı G2 gibi G1‟de de hücrenin ilerleyiĢini durdurur. Bu aĢamadaki 

kontrol noktası p53 proteinidir. Yapılan çalıĢmalarda bazı kanser tiplerinde bu genin 

mutasyona uğradığı saptanmıĢtır (65). Hücre proliferasyonu sadece büyüme 

faktörlerince değil aynı zamanda hücre döngüsünü engelleyen sinyallerce de 

düzenlenir (63). Hücre döngüsü; protein kinazların aktivasyonu, hücre içi ifade 

düzeyleri, büyüme faktör sinyalleri ve hücresel mekanizmalar tarafından 

düzenlenmektedir. Hücrelerin bir fazdan diğer faza geçiĢlerinde önemli rol oynayan 

düzenleyici proteinler cdk´lardır. Hücre döngüsü sürecinde cdk‟ların aktiviteleri 
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birden fazla mekanizmaya bağlıdır (63, 66). Büyüme faktörlerinin yokluğunda 

hücreler sınırlanma noktasını geçemez, sessiz kalır ve dinlenme dönemi olan G0 

dönemine girer (63, 67). 

Yapılan çalıĢmalar, siklin ve cdk2‟nin birçok proteinle iliĢkili büyük bir 

ailenin üyeleri olduğunu ortaya koymuĢtur. Bu ailenin değiĢik üyeleri hücre 

döngüsünün değiĢik aĢamalarında görev almaktadırlar. Cdc2 hem G1, hem de G2‟de 

kontrol noktasında görev alır ve bu görevini birçok siklinle beraber gerçekleĢtirir. 

Cdk‟ların hücre döngüsündeki aktiviteleri en az dört moleküler mekanizma 

tarafından düzenlenir. Birinci düzey düzenlenme, cdk‟nın ilgili sitokinle birleĢmesini 

içerir. Ġkinci düzey, cdk/siklin bileĢkesinin aktivasyonu cdk treonin rezidüsünün 

fosforilasyonuna ihtiyaç gösterir. Dolayısıyla cdk ailesinin bu üyeleri üç farklı 

hücresel aktivitede yani transkripsiyon, DNA tamiri ve hücre döngüsünün 

düzenlenmesinde görev almaktadırlar. Üçüncü düzey ise; treonin ve tirozin 

rezidülerinin fosforillenmesidir. Bunların fosforillenmesi cdk inaktivasyonuna neden 

olur. Defosforile olmaları ile cdk aktive olur. Cdk‟ların düzenlenmesinde dördüncü 

mekanizma inhibitör proteinlerin cdk/siklin bileĢiğine bağlanmasıdır. Bunlara örnek 

p21‟dir. Bu dört mekanizmanın toplam etkisi ile dıĢ uyarılara ve denetim noktalarına 

yanıt olarak hücre döngüsü kontrol eĢliğinde devam etmektedir (9, 63, 67). 

2.7. Apopitozis  

Eski bir yunan terimi olan apopitoz, kelime anlamı olarak yaprakların 

ağaçtan, petallerin çiçekten doğal olarak düĢmesi anlamına gelmektedir. Apopitoz 

terimi ilk olarak 1972 de J.F.K. Kerr tarafından nekrozdan farklı olarak gerçekleĢen 

bir ölüm Ģekli için kullanılmıĢtır (7). Apopitozis, hem fizyolojik hem de patolojik 

olarak istenmeyen, hasar görmüĢ ya da neoplastik hücrelerin yok edilmesi olarak ta 

tanımlanır.  

Doku homeostazisi, apopitoz ile hücre çoğalması arasındaki dengenin sağlıklı 

bir Ģekilde sürdürülmesine bağlıdır ve bu dengenin bozulması kanser oluĢumunun en 

büyük nedenlerinden biridir (7, 68). Hücre çoğalmasının kontrolsüz bir Ģekilde 

artması ve apopitoz iĢlevinin azalması, karsinogeneze aracılık etmektedir (9).  



21 

 

Apopitotik hücre ölümünde, nekrozdan faklı bir süreç iĢler. Apopitozis, 

nekrozun tam tersine tamamen kontrollü ve programlı bir hücre ölümüdür (7, 68). 

Apopitoz olayını gerçekleĢmesi esnasında gözlenen genetik olaylar hem en toksik 

ilaçların hücre ölümünü bu yolla gerçekleĢtirdiği açık olduğundan, hem de bu 

iĢlemde tümör supresör genleri ile onkoproteinlerin birlikte iĢ görmesi açısından 

önemlidir (66, 68). 

Apopitoz, ekstrinsik ve intrinsik olmak üzere iki ana mekanizmadan oluĢur: 

Ekstrinsik yolakta apopitozis; radyasyon, ilaçlar, çeĢitli antijenler gibi hücre dıĢı 

uyaranlar TNF, Fas, nöron büyüme faktörü (NGF), IGF, IL–2 gibi maddelerin 

ortamda azalmasına neden olurlar. Ġntrinsik yolakta Apopitozis ise; radyasyon, 

DNA hasarı nedeniyle bir tümör baskılayıcı gen olan p53 aktifleĢtirilir. Hücre içinde 

ise viral-bakteriyel enfeksiyonlar, sitokinler, hücredeki kalsiyum miktarında artıĢ gibi 

hücre içi uyaranlar tarafından uyarılır (7). 

Apopitoz kontrolünde önemli genler Bcl-2 ailesi ve kaspazlardır (ġekil 6). 

Bcl-2 ailesi proapopitotik ve antiapopitotik üyelerden oluĢur. Bunlar; proapopitotik: 

Bax, Bad, Bid, Bcl-xs, p53, Bak, Bim, Noxa, anti-apopitotik: Bcl-2, Bcl-Xl, Mcl-1 

Ģeklindedir. Bir hücrenin devamlılığı, bu ailenin proapoptotik ve antiapoptotik 

üyelerinin oranına bağlıdır. Eğer Bax fazla ise hücre apopitoza gidecektir, Bcl-2 fazla 

ise apopitoz inhibe edilecektir (9). Kaspazlar birbirlerini aktifleĢtirerek proteolitik bir 

kaskad oluĢtururlar. BaĢlatıcı kaspazlar; kaspaz 2, 8, 9, 10, apoptotik uyarıyla 

baĢlayan ölüm sinyallerini alıp efektör kaspazlara iletirken, efektör kaspazlar olan 

kaspaz 3, 6, 7 de ilgili proteinleri parçalayarak apoptotik hücre morfolojisinin 

meydana gelmesine neden olurlar (7). 

Bcl-2 ve Bcl-XL apopitozu engelleme fonksiyonunu ya kaspazların öncü 

formlarını durdurarak ya da kaspaz akıĢını direkt olarak aktive eden sitoplazmadaki 

apopitoz uyarıcı faktör (AIF) ve sitokrom-C gibi apoptogenik faktörlerin 

mitokondriden serbestleĢmesini engelleyerek gerçekleĢtirir. Proapoptotik gen olan 

p53, apopitozu uyarıcı bir proteindir. DNA koruyucusu olarak ta bilinen p53 proteini, 

proapoptotik bir protein olup tümör baskılayıcı protein olarak da bilinmektedir. 

Kaspaz 3, 7, 8 ve 9 enzimlerini aktive ederek apopitozu uyarmakta ve malignant 

oluĢumunu engellemektedir (9). Yapılan araĢtırmalardan edinilen sonuçlara 
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dayanarak Siklin-A, PCNA, Cdc-2, P53, Cmyc‟nin yüksek seviyeleri sürekli olursa 

ve bu durum hücrenin G1/S fazında durması olayı ile birleĢirse hücrenin apopitotik 

döngüye girdiği söylenebilir. Bu proteinlerin yüksek seviyelerinin daimi hale gelmesi 

bir protein ailesi ya da özel bir proteinin kendine özgü alanının maskelenmesinin bir 

sonucu olarak gerçekleĢir. Sonuç olarak hücre genomu stabil değildir ve bütün 

hücreler potansiyel olarak tümör oluĢturabilir (9, 68). 

                                              Apopitozis Kontrolündeki Genler 

 

 

 

                 Bcl-2                                                                       Kaspazlar 

 

 

Proapoptotik     Antiapoptotik                                           BaĢlatıcı         Efektör  

Kaspazlar               Kaspazlar                                            Kaspazlar        Kaspazlar 

 

Bax, Bad,  

Bid, Bcl-xs   

 

 

 

ġekil 6: Apopitoz Kontolündeki Genler. 

 

2.8.Hücre Kültürü 

Hücre kültürü; canlı hücrelerin, ait oldukları organizma dıĢında laboratuvar 

ortamında (in vitro) kültüre edilmesidir. Hücre kültürü ilk kez 1907 yılında kurbağa 

sinir hücrelerinin incelenmesinde kullanılmıĢtır (9, 65, 69, 70). Hücre kültür 

aĢamaları:  Medyum hazırlama, hücreleri büyütme - pasajlama ve çoğaltma, azot 

tankında saklama, dondurulan hücrelerin saklanması Ģeklindedir (9, 65). 
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3.GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. GEREÇ 

3.1.1. Kullanılan Malzeme Ve Cihazlar 

3.1.1.1. Kimyasal Malzemeler – Ġlaçlar – Kitler - Çözeltiler 

RPMI 1640 Medium (21875-034) - DMSO ( Dimethyl Sulfoxide, 

Applichem),  

DPBS (Gibco 14190-090) - PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma), 

 Formaldehit (Riedel – de Haen) - Metanol (Merck 106008), 

Absolü Etanol (Merck 100983) - H2O2  (Merck 108600), 

Trypan Blue (Sigma T6146) - Parafin (VMS Chemical), 

CaCl2  (Merck 2380) - HCL (Merck 113386), 

Ksilol (Riedel – de Haen) - Agar ( Merck 101614), 

NaHPO4 ( Merck 106586) - NaH2PO4  (Merck 106346), 

KCl (Merck 104934) - KH2PO4 ( Merck 105108). 

Penisilin Streptomisin (Biological Industries, 03-031-1B) - Tripsin (Gibco, 

15050-065) 

BRDU  (Sigma B5002) - BRDU Staining Kit Streptavidin - Biotin System    

(Zymed 96-3-3943) - Detection Syatem Anti – Polyvalent AEC/HRP (Zymed), 

Aueous –Mount (Zymed) - Rabbit ABC Staining System (Santa Cruz), 

Kaspaz - 3 için, Primer ve Sekonder Antikor Komplex Kit (Santa Cruz), 

Fetal Sığır Serumu (Biological Industries, 04-007-1A) - L-Glutamin 

(Biological Industries, 03-020-1B) - NaOH (Merck 106495) - NaCl (Merck 106406), 

24 ve 6 kuyucuklu hücre petrileri (Plate) (Costar 3526), 

75 cm
2 

hücre büyütme kapları (Flask) (Corning REF, 430641U), 

Pipet uçları (Corning incorporated, 4860), 
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Serolojik pipetler (10 mL) (Costar stripette, 4488), 

ġırınga filtreleri (0.22 µm) (Corning incorporated NY, 14831), 

Eppendorf (labasel Direvite 98/79/CE) - Kriyo tüp, CRYO.S
TM

  (Greirer bio- 

one E130203P). 

AGAR: 3 gr agar 100 ml ultrapure su içerisinde karıĢtırılır. Otoklavda 121 ˚C 

de, 3 atm basınçta steril edilir. 

H2O2: 1.5 ml H2O2  - 98.5 ml metanole ilave edilir. 

HCl: 12.08 ml HCl – 87.92 ml distile suda çözülür. 

% 5 CaCl2: 5 gr CaCl2 - 100 ml distile suda çözülür. 

NaOH: 1 gr NaOH - 100 ml distile suda çözülür. 

3.1.1.2. Hücre Hattı ve Bitki Ekstraktı  

ÇalıĢmamızda Linaceae familyasına ait Linum usitatissimum bitkisinin 

ekstraktı Sekoisolarikiresinol Diglikozit ve DSMZ‟den alınan CCL-228- SW 480 

kolon kanseri hücre hattı kullanılmıĢtır. Bitki ekstraktı Sigma‟dan temin edildikten 

sonra buzdolabında ve karanlık ortamda muhafaza edilmiĢtir.  

3.1.1.3. Kullanılan cihazlar 

Laminar Akım Kabini (ISO TS EN 12469) - Ġnvert Mikroskop (Olympus 

CKX41), 

CO2 Ġnkübatörü (Heal Force) - Sıvı Azot Tankı (Thermolyne), 

Su Banyosu (Leica) - Otoklav (Hüreayama HVY- 50), 

Manyetik KarıĢtırıcı (Nüve) - Mikrotom (Leica), 

Santrifüj (Nüve NF 200) - Buzdolabı (Siemens), 

Derin Dondurucu (U 410 Premium) - Pipet Aid (LEVO PLUS). 
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3.2. YÖNTEM 

3.2.1. Hücre Hattının Temini ve Hücre Soyunun Açılması 

ÇalıĢmamızda DSMZ‟den alınan CCL-228-SW 480 kolon karsinoma hücre 

soyları kullanıldı. Soğuk zincir ile donmuĢ olarak ulaĢtırılan hücreler, 37 ˚C ´lik su 

banyosunda çözünmeye bırakıldı. Çözünen hücre süspansiyonu (50 ünite/ml penisilin 

ve streptomisin, 1,0 mM sodyum piruvat, 1.5 g/L sodyum bikarbonat, 0.1 mM 

esansiyel olmayan amino asit, % 90; inaktive edilmiĢ % 10 fötal sığır serumu ile 

zenginleĢtirilmiĢ RPMI 1640 mediumlu hücre) santrifüj tüpüne alındı ve üzerine 1-2 

ml medium ilave edilerek 4000 RPM de 3 dk sanrifüj edildi. Santrifüjden alınan 

hücrelerin üzerindeki süpernatant kısmı atıldı, tekrar 1-2 ml medium ilavesi ile aynı 

Ģekilde bir kez daha sanrifüj edildi. Sanrifüj iĢleminden sonra tüpte kalan pelete 2-3 

ml medium eklenerek yavaĢça pipetaj yapıldı ve medium eklenmiĢ flasklara eĢit 

miktarlarda ekim yapılarak flasklar etüvde kültüre edildi. 

3.2.2. Hücre Ġnkübasyon KoĢulları ve Hücrelerin Çoğaltılması 

CCL-228-SW 480 kolon karsinoma hücreleri; %5 CO2 ve 37 ˚C sıcaklıktaki 

CO2 inkübatöründe 75 cm
2
´lik flasklar içerisinde steril Ģartlarda inkübe edildi. 

Böylelikle hücrelerin çoğalmaları sağlanmıĢ oldu. Hücreler maksimum 

yoğunluklarına ulaĢıp flaskın yüzeyini tamamen kaplayınca, haftada iki kez 

pasajlanarak çoğaltıldı. 

3.2.3. Hücrelerin Pasajlanması 

Üremekte olan hücreler, %80-90 doygunluğa (confluent) ulaĢınca yeniden 

pasajlandı. Hücreler istenen yoğunluğa ulaĢtığında;  flaskların içerisindeki medium 

pipetle alınarak steril fostat tampon solüsyonu (PBS) (25 cm
2
 için 2 ml, 75 cm

2 
için 4 

ml) ile yıkandı. Ardından PBS pipetle uzaklaĢtırıldı ve hücrelerin yapıĢtıkları alandan 

kaldırılması için 3 ml tripsin-EDTA solüsyonu ilave edilerek etüvde bekletildi. 

Yüzeye yapıĢık olan hücrelerin kaldırılmasının ardından süspansiyon halindeki hücre 

+ tripsin-EDTA solüsyonuna 2 ml kadar medium ilave edilip, 15 ml hacimli bir tüp 

içerisine alındı. Tüpe alınan süspansiyon 4000 RPM‟de 3 dk santrifüj edildi, 

ardından süpernatant uzaklaĢtırıldı ve hücreler taze hücre medyumu ile süspanse 
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edilerek 75 cm
2´ 

lik flasklara bölünerek yeniden pasajlandı.  Yeniden pasajlanan 

hücreler 37ﾟC‟de %5 CO2 ortamında inkübe edildi. 

3.2.4. Hücre Sayımı Hesaplaması 

1ml kültür medyumunda sulandırılan hücre süspansiyonundan 10 µl alınarak 

1.5  ml´lik tüpe konuldu ve üzerine 90 µl tripan blue boyası eklenerek karıĢtırılarak 

hesaplama iĢlemi için thoma lamına alındı (ġekil 7). KarıĢım thoma lamı üzerine 

konulduktan sonra 16 kare içindeki kareden bir tanesindeki hücreler sayıldı.  

Toplam Hücre Sayısı/ ml = hemasitometre sayım sonucu x 16 x 10
4 

x medium 

miktarı 

 

ġekil 7: Thoma Lamı  (12). 

3.2.5. Hücrelerin Dondurulması ve Saklanması 

Hücreler %0.25‟ lik tripsin ile yüzeyden kaldırıldı ve tripsinin etkisini 

engellemek için üzerine medyum eklendi. Hücre süspansiyonu 4000 RPM‟de 3 

dakika santrifüj edilerek süpernatant uzaklaĢtırıldı.  Bu iĢlemden sonra pellete 

DMSO‟ lu medyum karıĢımından 1 ml ilave edildi ve pipetaj yapılarak kriyo tüplere 

konuldu. Kriyo tüpler 1 gece -20 ˚C‟ de, 1 gece -80 ˚C‟ de bekletildikten sonra sıvı 

azot tankına konularak saklandı. 
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3.2.6. Sekoisolarikiresinol Diglikozitin Doz Belirleme Deneyi 

Pasajlama seviyesine ulaĢmıĢ olan hücreler, flasklardan tripsin yardımıyla 

kaldırıldı ve üzerine medyum ilavesi ile tüplere konularak santrifüj edilidi, 

süpernatant kısmı atılan tüplere tekrar medyum ilave edilerek pipetaj yapıldı. 

Süspansiyon haline getirilen hücreler hemasitometride sayıldı. Deneylerde 6 

kuyucuklu kültür kapları kullanıldı. Her kuyucuğa canlı olacak Ģekilde 500.000 hücre 

medium içinde ekildi. Sekoisolarikiresinol diglikozitin uygun doz aralığı için 

literatürler dikate alınarak; 40 – 50 – 75 – 100 – 150 - 200 µM konsantrasyonlarda 

olacak Ģekilde taze çözeltileri 100´er µM´lik eĢit hacimlerde 6 kuyucuklu kültür 

kaplarındaki hücrelere verildi. Etken maddenin tüm dozları için 3‟er kuyucuğa ekim 

yapıldı. Tüm gruplar için 24., 48. ve 72. saatler sonunda kuyucuklarda bulunan 

hücreler tripsin ile ayrı ayrı toplandı ve hemasitometre de sayılarak kaydedildi. Etken 

maddenin inhibisyon dozu  (ID50 ya da IC50) değeri belirlendi. 

3.2.7. Ġki Boyutlu Kültürlerde 5-Bromo-2-Deoksiuridin (BrdU) Ġle 

Ġmmünohistokimyasal ĠĢaretleme 

24 kuyucuklu kültür kaplarına yuvarlak lameller konularak kuyucuk baĢına 

100.000 hücre lamel üzerine ekildi ve SDG´nin  doz belirleme deneyinde hesaplanan 

inhibisyon dozu kullanıldı. 24., 48. ve 72. saatlerin sonunda hücreler 1 saat BrdU ile 

37 ºC‟de inkübe edildi. Üst medyum çekilip atıldıktan sonra PBS‟te 37 ºC etüvde 15 

dk bekletildi. PBS çekilip atıldıktan sonra % 70 etanolde 4 °C‟de 30 dk bekletilerek 

hücreler tespit edildi. Ġmmünohistokimya için lameller PBS‟te 10 dk bekletildikten 

sonra metanolde hazırlanmıĢ % 0.5 H2O2‟de 10 dk tutulup 3 kez 2‟Ģer dk distile su 

ile yıkandı. Daha sonra BrdU Staining Kit Streptavidin-Biotin System adı verilen 

BrdU boyama kiti kullanılarak boyama yapıldı. Kit içerisindeki denatürasyon 

solüsyonunda 30 dk bekletilip, PBS ile 3 kez 2 dk yıkandı. 10 dk blocking 

solüsyonunun ardından 1 saat primer antikorda, (Biyotinli mouse anti-BrdU 

monoclonal) nemli ortamda oda ısısında tutulup, 3 kez PBS ile 2‟Ģer dk yıkandıktan 

sonra streptavidin peroksidazda 10 dk bekletildi. PBS ile yıkamanın ardından 

substrat-kromojende (DAB) 5 dk karanlıkta bekletildikten sonra distile su ile yıkandı. 

Mayer hematoksilen ile zıt boyama yapıldıktan sonra kesitler çeĢme suyunda 20 dk 
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morarmaya bırakıldı ve kapatıcı (Ultramount) ile kapatılarak, ıĢık mikroskobunda 

sayım yapılıp iĢaretlenme oranları belirlendi. 

3.2.8. Ġki Boyutlu Kültürlerde TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl 

Transferase (Tdt) Mediated Nick-End Labeling)  Metodu 

24 kuyucuklu kültür kaplarına yuvarlak lameller konularak kuyucuk baĢına 

100.000 hücre lamel üzerine ekildi ve SDG´nin doz belirleme deneyinde hesaplanan 

inhibisyon dozu kullanıldı. 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda üst medyum çekilip 

atıldıktan sonra PBS‟ te 37 ºC etüvde 15 dk bekletildi. PBS çekilip atıldıktan sonra % 

70 etanolde 4 °C‟de 30 dk bekletilerek hücreler tespit edildi. Ġmmünohistokimya için 

lameller PBS‟te iki kez 5‟er dk yıkanıp 2:1 oranında hazırlanmıĢ etanol-asetik asit 

karıĢımında -20 °C‟de 5 dk bekletildi. PBS‟te iki kez 5‟er dk yıkandıktan sonra 

metanolde hazırlanmıĢ %0.5 H2O2 „de 5 dk tutularak iki kez 5 dk PBS ile yıkandı. 

Kitin içeriğinde bulunan potasyum kokodilat, DTT, BSA, kobalt klorid ve Tris-

HCl‟den oluĢan dengeleyici tampon (equilibration buffer) ile oda ısısında 10 dakika 

bekletiletildi. Bu aĢamadan sonra kesitler biotinli nükleotid karıĢımı (biotinylated 

nucleotide mix), rTdT enzimi ile dengeleyici solüsyondan oluĢan rTdT (Terminal 

deoxynucleotidyl transferase (TdT) reaksiyon karıĢımı ile 37 °C‟de 1 saat bekletildi. 

Negatif kontroller için rTdT enzimi yerine deiyonize su konuldu. Örnekler, 2X SSC 

ile oda ısısında 15 dakika bekledikten sonra PBS ile yıkanıp endojen peroksidaz 

aktivitesini engellemek için hidrojen peroksid (H2O2) ile muamele edildi. Tekrar PBS 

ile yıkama aĢamasından sonra streptavidin HRP solüsyonu ve sonra DAB-

kromojenle (DAB kromojen) ile muamele edildi. Açık kahverengi renk gözlendikten 

sonra metil green ile zıt boyama yapılarak deiyonize su ile yıkanıp, alkol ve ksilol 

serilerinden geçirildi ve kapatıcı (Mounting Medium) ile kapatılarak ıĢık 

mikroskobunda iĢaretlenme oranı belirlendi. 

3.2.9. Ġki Boyutlu Kültürlerde Kaspaz-3 Ġle Ġmmünohistokimyasal 

ĠĢaretleme 

24 kuyucuklu kültür kaplarına yuvarlak lameller konularak kuyucuk baĢına 

100.000 hücre lamel üzerine ekildi ve SDG´nin  doz belirleme deneyinde hesaplanan 

inhibisyon dozu kullanıldı. 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda üst medyum çekilip 
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atıldıktan sonra PBS‟te 37 ºC etüvde 15 dk bekletildi. PBS çekilip atıldıktan sonra % 

70 etanolde 4 °C‟de 30 dk bekletilerek hücreler tespit edildi. Ġmmünohistokimya için 

lameller PBS‟te 10 dk bekletildikten sonra metanolde hazırlanmıĢ %0.5 H2O2‟de 10 

dk tutularak 3 kez 5 dk distile su ile yıkandı. Daha sonra 30 dk 4 N HCl‟de bekletilip 

PBS ile 3 kez 5 dk yıkandı. 20 dk Ultra-V-block‟un ardından 1 saat primer antikorda 

(kaspaz -3), nemli ortamda ve oda ısısında tutuldu. 3 kez PBS ile 5‟er dakika 

yıkandıktan sonra sekonder antikorda (Biotinylated goat anti-mouse) 20 dk, tekrar 

yıkamadan sonra streptavidin peroksidazda yine 20 dk bekletildi. PBS ile yıkamanın 

ardından substrat-kromojende (DAB) 5 dk karanlıkta bırakılarak, distile su ile 

yıkandı. Mayer hematoksilen ile zıt boyama yapıldıktan sonra kesitler çeĢme 

suyunda 20 dk morarmaya bırakıldı. Kapatıcı (Ultramount) ile kapatıldı ve ıĢık 

mikroskobunda sayım yapılarak iĢaretlenme oranları belirlendi. 

3.2.10. Ġki Boyutlu Kültürlerde AIF Ġle Ġmmünohistokimyasal ĠĢaretleme 

24 kuyucuklu kültür kaplarına yuvarlak lameller konularak kuyucuk baĢına 

100.000 hücre lamel üzerine ekildi ve SDG´nin  doz belirleme deneyinde hesaplanan 

inhibisyon dozu kullanıldı. 24., 48. ve 72. saatlerin sonunda üst medyum çekilip 

atıldıktan sonra PBS‟te 37 ºC etüvde 15 dk bekletildi. PBS çekilip atıldıktan sonra % 

70 etanolde 4 °C‟de 30 dk bekletilerek hücreler tespit edildi. Ġmmünohistokimya için 

lameller PBS‟te 10 dk bekletildikten sonra metanolde hazırlanmıĢ %0.5 H2O2‟de 10 

dk tutularak 3 kez 5 dk distile su ile yıkandı. Daha sonra 30 dk 4 N HCl‟de bekletilip 

PBS ile 3 kez 5 dk yıkandı. 20 dk Ultra-V-block‟un ardından 1 saat primer antikorda 

(AIF), nemli ortamda oda ısısında tutuldu. 3 kez PBS ile 5‟er dakika yıkandıktan 

sonra sekonder antikorda (Biotinylated goat anti-mouse) 20 dk, tekrar yıkamadan 

sonra streptavidin peroksidazda yine 20 dk tutuldu. PBS ile yıkamanın ardından 

substrat-kromojende (DAB) 5 dk karanlıkta bekletilip ve distile su ile yıkandı. Mayer 

hematoksilen ile zemin boyası yapıldıktan sonra kesitler çeĢme suyunda 20 dk 

morarmaya bırakıldı. Kapatıcı (Ultramount) ile kapatılıp ıĢık mikroskobunda sayım 

yapılarak iĢaretlenme oranları belirlendi.  
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3.2.11. Üç Boyutlu Sferoid Modelde Hücre Kültürü Deneyleri 

Üç boyutlu hücre kültürünün (sferoid) in vivo katı tümör özelliklerine daha 

yakın olduğu için son yıllarda yapılan çalıĢmalarda sferoid modelin önemi artmıĢtır. 

Sıcak su içerisinde eritilen %3 agar solüsyonu (60 °C) ve medyum (40 °C) karıĢımı 

2:1 oranında hazırlanarak 6´lı kuyucuklara, 1 ml konarak tüm yüzeyi pürüzsüz bir 

Ģekilde kaplanması sağlandı. Agarın donması için kültür kapları 10 dk buzdolabında 

4 °C´de bekletildi. Agarın donmasının ardından kuyucuklara 3 ml RPMI 1640 

medyum eklendi. Hücreler flasklardan kaldırma yöntemiyle aynı Ģekilde kaldırılarak 

toplandı ve her bir kuyucuğa 500.000 hücre ekildi. Her bir grup için 3 kuyucuğa 

ekim yapıldı. Hücreler, %5 nem içeren ve 37 ˚C olan inkübatörde tutularak sferoid 

oluĢturmaları için 7-15 gün bekletildi. Haftada iki kez olmak üzere spontan çöktürme 

yöntemi ile medyum değiĢimi yapıldı. Büyüklüğü 100 - 400 mikrona ulaĢan 

sferoidlere önceden bulunan inhibisyon dozunda SDG, kontrol grubu için ise DMSO 

verilerek 37 ˚C de inkübe edildi. 

 3.2.12. Üç Boyutlu Kültürde 5-Bromo-2-Deoksiuridin (BrdU) Ġle 

Ġmmünohistokimyasal ĠĢaretleme 

Etken madde uygulanan sferoidler, 5-bromo-2-deoksiuridin (BrdU) ile 1 saat 

37 ﾟC‟ de inkübe edildi. Sferoidler 15 ml‟ lik falkon tüplerine aktarılıp,  üst medyum 

atılarak PBS ile yıkandıktan sonra % 10 formaldehitte 30 dakika bekletildi. Yumurta 

akı uygulamasından sonra % 70 etanol içinde 24 saat oda ısısında bırakıldı. 24 saat 

sonunda çıkarılan sferoidler ıĢık mikroskobu takibi için artan alkol serilerinden 

geçirildi. 56 ˚C ´de 30 dk ksilolde bekletildikten sonra parafin blokların hazırlanması 

için 45 dk parafinle inkübe edildi. Parafin kesitler, Poli-L-Lizine kaplanmıĢ lamlara 

aktarıldı. Kesitler deparafinize edildikten sonra sırasıyla %0.5 H2O2 de 1 dk, tripsinle 

10 dk, HCl solüsyonunda 30 dk muamele edildi. 0.1 M Boraks solüsyonu 

inkübasyonunu takiben 15 dk Ultra-V-Block‟ta bekletildi. Daha sonra mouse anti-

BrdU primer antikorunda (mouse monoclonal antikor) nemli ortamda 1 saat oda 

ısısında bekletildi. PBS ile yıkandıktan sonra biyotinli sekonder antikorla 

(Biotinlylated Goat Anti-Mouse) 30 dk ve ardından streptavidin peroksidazla 30 dk 

muamele edildi. Substrat-kromojenle (AEC Substrate System) 20 dk bekletildikten 
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sonra distile su ile yıkanarak, Mayer hematoksilen ile boyandı. Kesitler son olarak 

kapatıcı (Aqueous Ultramount) ile kapatılıp, ıĢık mikroskobunda BrdU-iĢaretleme 

indeksi (BrdU-LI) değerleri belirlendi.  

3.2.13. Üç boyutlu kültürde TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl 

Transferase (Tdt) Mediated Nick-End Labeling) Metodu 

Doku kesitlerinde ve hücre kültürlerinde apoptotik ve nekrotik hücreleri 

birbirinden ayırmak amacıyla apopitozun biyokimyasal belirteci olan nüklear DNA 

kırılmasını radyoaktif olmayan, kolorimetrik olarak ölçmeye yarayan apopioz 

saptama-TUNEL kiti (Colorimetric TUNEL System) kullanıldı. Etken madde 

uygulanan sferoidler daha sonra, 15 ml‟ lik falkon tüplerine aktarıldı. Üst medyum 

atılıp PBS ile yıkandıktan sonra %10 formaldehitte 30 dakika bekletildi.  Yumurta 

akı uygulamasından sonra %70 etanol içinde 24 saat oda ısısında bırakıldı. 24 saat 

sonunda çıkarılan sferoidler ıĢık mikroskobu takibi için artan alkol serilerinden 

geçirildi. 56 ˚C de 30 dk ksilolde bekletildikten sonra parafin blokların hazırlanması 

için 45 dk parafinle inkübe edildi.  Poli-L-Lizine kaplanmıĢ lamlara aktarılan parafin 

kesitlerden, ksilen kullanılarak parafin uzaklaĢtırıldı. Kesitler, azalan etanol 

serilerinden (%100, %95, %85, %70 ve %50) geçirilerek dehidrate edilerek, sırasıyla 

%0.85 NaCl ve PBS ile yıkandı. Lam hidrofobik iĢaretleme kalemi (Immunopen) ile 

sferoidlerin yeri belirlendikten sonra kesitler oda sıcaklığında 20 dakika 20 μg/ml 

Proteinaz K ile muamele edildi. Süre sonunda PBS ile yıkandı. Pozitif kontrollerin 

hazırlanması için bazı örnekler bu aĢamadan itibaren apopitozda olduğu gibi DNA 

kırılması oluĢturmak amacıyla DNaz I solüsyonu ile muamele edildi. 

Kitin içeriğinde bulunan potasyum kokodilat, DTT, BSA, kobalt klorid ve 

Tris-HCl‟den oluĢan dengeleyici tampon (equilibration buffer) ile oda ısısında 10 dk 

bekletiletildi. Bu aĢamadan sonra kesitler biotinli nükleotid karıĢımı (biotinylated 

nucleotide mix), rTdT enzimi ile dengeleyici solüsyondan oluĢan rTdT (Terminal 

deoxynucleotidyl transferase (TdT) reaksiyon karıĢımı ile 37 ˚C‟de 1 saat 

inkübatörde bekletildi. Negatif kontroller için rTdT enzimi yerine deiyonize su 

konuldu. Kesitler, 2X SSC ile oda ısısında 15 dakika bekledikten sonra  PBS ile 

yıkanıp endojen peroksidaz aktivitesini  engellemek için hidrojen peroksit (H2O2) ile 

muamele edildi. Kesitler, tekrar PBS ile yıkama aĢamasından sonra Streptavidin 
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HRP solüsyonu ve sonra DAB - kromojenle ile muamele edildi. Açık kahverengi 

renk gözlendikten sonra metil green ile zıt boyama yapılıp alkol ve ksiliol 

serilerinden geçirilip mounting medium ile kapatılarak ıĢık mikroskobunda 

değerlendirildi. 

3.2.14. Üç Boyutlu Kültürlerde Kaspaz-3 Ġle Ġmmünohistokimyasal 

ĠĢaretleme 

Etken madde verildikten 24., 48. ve 72. saat sonra sferoidler, 15 ml‟ lik 

falkon tüplerine aktarıldı. Üst medyum atılıp PBS ile yıkandıktan sonra % 10 

formaldehitte 30 dakika bekletildi.  Yumurta akı uygulamasından sonra % 70 etanol 

içinde 24 saat oda ısısında bırakıldı. 24 saat sonunda çıkarılan sferoidler ıĢık 

mikroskobu takibi için artan alkol serilerinden geçirildi. 56 ˚C‟ de 30 dk ksilolde 

bekletildikten sonra parafin blokların hazırlanması için 45 dk parafinle inkübe edildi. 

Parafin kesitler Poli-L-Lizine kaplanmıĢ lamlara aktarılarak deparafinize edildikten 

sonra metanolde hazırlanmıĢ %0.5 H2O2‟de 10 dk karanlıkta bekletildi. PBS ile 3 kez 

2 dk yıkandı. Tripsinde 10 dk 37 ˚C etüvde bekletildikten sonra 3 kez 2 dk PBS‟te 

bekletildi. Daha sonra 1 saat bloklama solüsyonunda bekletilerek yıkama yapmadan 

1 gece kaspaz 3 primer antikorda nemli ortamda 4 ˚C‟ de tutuldu. PBS ile 3 kez 

yıkandıktan sonra biyotinli sekonder antikorda 30 dk, PBS ile yıkamadan sonra 

avidin ve biyotinli HRP içeren AB enzim solüsyonunda 30 dk, tekrar yıkamanın 

ardından peroksidaz substaratta 10 dk bekletileerek, distile su ile yıkandıktan sonra 

mayer hematoksilen ile boyama yapıldı. ÇeĢme suyuna alınan kesitler morarana 

kadar bekletildi. Daha sonra kesitler ultramount kapatıcı ile kapatılıp ıĢık 

mikroskobunda değerlendirildi. 

3.2.15. Üç Boyutlu Kültürlerde AIF Ġle Ġmmünohistokimyasal ĠĢaretleme 

Etken madde verildikten 24., 48. ve 72 saat sonra sferoidler 15 ml‟ lik falkon 

tüplerine aktarıldı. Üst medyum atılıp PBS ile yıkandıktan sonra tespit solüsyonu 

%10 formaldehitte 30 dakika bekletildi. Yumurta akı uygulamasından sonra %70 

etanol içinde 24 saat oda ısısında bekletildi. 24 saat sonunda çıkarılan sferoidler ıĢık 

mikroskobu takibi için artan alkol serilerinden geçirildi. 56 ºC‟ de 30 dk ksilolde 

bekletildikten sonra parafin blokların hazırlanması için 45 dk parafinle inkübe edildi. 
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Parafin kesitler, Poli-L-Lziine kaplanmıĢ lamlara aktarıldı Daha sonra kesitlerden 

parafin uzaklaĢtırıldı ve metanolde hazırlanmıĢ %0.5 H2O2‟de 10 dk karanlıkta 

bekletildi. PBS ile 3 kez 2 dk yıkandı. Tripsinde 10 dk 37 ºC etüvde bekletildikten 

sonra 3 kez 2 dk PBS‟te bekletildi. Daha sonra 1 saat bloklama solüsyonunda 

bekletilerek, yıkama yapmadan 1 gece AIF primer antikorda nemli ortamda 4 ºC‟de 

tutuldu. PBS ile 3 kez yıkandıktan sonra biyotinli sekonder antikorda 30 dk, PBS ile 

yıkamadan sonra avidin ve biyotinli HRP içeren AB enzim solüsyonunda 30 dk, 

tekrar yıkamanın ardından peroksidaz substaratta (substrat buffer + DAB kromojen + 

peroksidaz substrat içeren soüsyon) 10 dk bekletildi ve distile su ile yıkandıktan 

sonra Mayer hematoksilen ile zıt boyama yapılarak ve çeĢme suyuna alındı. ÇeĢme 

suyunda morartılan kesitler ultramount kapatıcı ile kapatılarak ıĢık mikroskobunda 

değerlendirildi. 

3.2.16. Hematoksilen Eozin Boyama 

Deparafinize edilen kesitler sırasıyla %96 - %90 - %80 -%70 alkol 

serilerinden geçirildi ve distile suya alındı. Kesitler daha sonra hematoksilen de 3 dk 

bekletilip çeĢme suyunda morarana kadar yıkandı, ardından eozinde 2 dk bekletildi 

ve tekrar çeĢme suyunda yıkandı. Son olarak alkol serilerinden (%70- %80 - %90 - 

%96) geçirilerek ksilole alınan dokular entallan ile kapatılarak ıĢık mikroskobunda 

incelendi. 

3.2.17. Gen Ekspresyon Tayini  

Hücreler ekstrakt ile 24., 48. ve 72. saat inkübe edildikten sonra RNA 

izolasyon kiti kullanılarak total-RNA ekstraksiyonu yapıldı. Elde edilen RNA‟ ları 

komplamenter DNA‟ ya (c-DNA) çevirmek için kit kullanıldı. Gerekli primerler 

kullanılarak gen ekspresyon çalıĢmaları, eĢ zamanlı polimeraz zincir reaksiyon (RT-

PCR) tabanlı sistemle ile çalıĢıldı.  

3.2.18. Ġstatistiksel Analiz  

Örneklere ait verilerin gen ekspresyon skorları, SPSS® for Windows 

computing program, Version 15,0 ile gerçekleĢtirildi. Sonuçlarda ortalama ± standart 

sapma kullanıldı. Gruplardan elde edilen veriler arasında fark olup olmadığını 
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görmek için varyans analizi yapıldı. Analizler RT² Profiler Data Analysis Software-

Qiagen´ın data analysis ile ve 2´ Average delta CT ile yapıldı. Relative Gen 

ekspresyonu için 2
-ΔΔCt

 metodu kullanıldı. P değerinin 0.05‟ in altında (p < 0.05) 

olması istatistiksel açıdan anlamlı olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Doz Belirleme Deneyi Bulguları 

Doz belirleme için kullanılan 5 ml RPMI 1640 medyumu ilave edilen 6 

kuyucuklu platelerin herbirine canlı olarak 5000.000 SW 480 hücresi ekimi yapıldı. 

Keten tohumu ekstraktı olan SDG, DMSO içerisinde çözünerek 40 - 50 - 75 - 100 - 

150 - 200 µM dozlarında 100‟ er µl‟lik eĢit hacimlerde hücrelere verildi. 

24., 48. ve 72. saatlerin sonunda kuyucuklardaki hücreler tripsin ile 

kaldırılarak toplanıp, santrifüj edildi. Süpernatant atıldıktan sonra 1 ml medyum 

eklenip, pipetaj yapılarak thoma lamına damlatıldı ve sayım yapıldı. Hücre sayımı 

kaydedilip IC50 her saat için ayrı olarak; 24 saat için 100 µM, 48.  ve 72. saatler için 

150 µM olarak hesaplandı (Grafik 1). 

 

 

Grafik 1: SDG „nin Doz Ġnaktivasyon Grafiği 
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4.2. Proliferasyon Deneyi Bulguları 

6 kuyucuklu plateler kontrol ve SDG grubu olarak ayrılarak sayım iĢlemi 

yapıldı. Kontrol grubuna ait kuyuculardaki hücre sayılarında zamanla orantılı olarak 

artma gözlendi. Deney grubunda doz belirleme deneyinde her üç saat için ayrı ayrı 

bulununan IC50 dozuna uygun olarak ekstrakt verilerek sayım yapıldı ve SDG‟ nin 

verilmesiyle hücre sayılarında anlamlı bir azalma gözlendi (p < 0.05), (Grafik 2). 

. 

 

 

Grafik 2: Zamana Göre Hücre Çoğalma Verileri 
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4.3. Ġki Boyutlu Kültürlerde 5-Bromo-2-Deoksiuridin (BrdU) 

ĠĢaretleme Bulguları 

24 kuyucuklu platelere yuvarlak lameller üzerine ekilen 100.000 SW 480 

hücresiyle yapılan BrdU iĢaretlemesi; her bir saat için (24, 48, 72) ayrı ayrı kontrol 

ve deney grupları Ģeklinde belirlendi. Kontrol grubunda tüm saatlerde sentez fazında 

çok sayıda BrdU ile iĢaretlenmiĢ hücreler gözlemlendi (Resim 1, 3, 5). 

24 – 48 - 72 saatleri için verilen SDG gruplarında ise kontrol grubuna kıyasla 

BrdU iĢaretleme indeksinde anlamlı bir azalma gözlemlendi (p < 0.05), (Grafik 3), 

(Resim 2, 4, 6).  

 

 

Grafik 3: Ġki Boyutlu Kültürde BrdU ĠĢaretleme Grafiği 
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Resim 1: 24. Saat Kontrol Grubu; BrdU Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A, 20x büyütme, B, 40 x 

büyütme) 

 

  

Resim 2: 24. Saat SDG Grubu; BrdU Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 40x 

büyütme) 

 

  

Resim 3: 48. Saat Kontrol Grubu; BrdU Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 40x 

büyütme) 

 

 B 

 
 

 A 

A 

B 

A B 
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Resim 4: 48. Saat SDG Grubu; BrdU Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 40x 

büyütme) 

 

  

Resim 5: 72. Saat Kontrol Grubu; BrdU Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 40x 

büyütme) 

 

  

Resim 6: 72. Saat SDG Grubu; BrdU Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 40x 

büyütme) 
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4.4. Ġki Boyutlu Kültürlerde TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl 

Transferase (Tdt)Mediated Nick-End Labeling) Bulguları 

24 kuyucuklu platelere yuvarlak lameller üzerine ekilen 100.000 SW 480 

hücresiyle yapılan TUNEL iĢaretlemesi; her bir saat için (24., 48., 72.)  ayrı ayrı 

kontrol ve deney grupları Ģeklinde belirlendi. Kontrol grubunda tüm saatlerde çok az 

sayıda apoptotik hücre (TUNEL ile pozitif boyanan hücre) gözlemlenirken (Resim 7, 

9, 11), 24. - 48. - 72. saatleri için verilen SDG gruplarında ise kontrol grubuna 

kıyasla çok fazla sayıda apoptotik hücre gözlemlendi.  

 (p <0.05), (Grafik 4), (Resim 8, 10, 12 ). 

 

 

Grafik 4: Ġki Boyutlu Kültürde TUNEL ĠĢaretleme Grafiği 
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Resim 7: 24. Saat Kontrol Grubu; TUNEL Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 

40x büyütme) 

 

   

Resim 8: 24. Saat SDG Grubu; TUNEL Ġle Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 

40x büyütme) 

 

  

Resim 9: 48. Saat Kontrol Grubu; TUNEL Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 

40x büyütme) 

 

 A B 

A B 

 A B 
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Resim 10: 48. Saat SDG Grubu; TUNEL Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 40x 

büyütme) 

 

  

Resim 11: 72. Saat Kontrol Grubu; TUNEL Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 

40x büyütme) 

   

  

Resim 12: 72. Saat SDG Grubu; TUNEL Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 40x 

büyütme) 

 

 

 A B 

A B 

A B 
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4.5. Ġki Boyutlu Kültürlerde Kaspaz – 3 ĠĢaretleme Bulguları 

24 kuyucuklu platelere yuvarlak lameller üzerine ekilen 100.000 SW 480 

hücresiyle yapılan kaspaz-3 iĢaretlemesi; her bir saat için (24., 48., 72.)  ayrı ayrı 

kontrol ve deney grupları Ģeklinde belirlendi. Kontrol grubunda tüm saatlerde çok az 

sayıda apoptotik hücre gözlemlendi (Resim 13, 15, 18). 

24. – 48.- 72. saatleri için verilen SDG gruplarında ise kontrol grubuna 

kıyasla çok fazla sayıda apoptotik hücre gözlemlendi (p < 0.05), (Grafik 5), (Resim 

14, 16, 18). 

 

Grafik 5: Ġki Boyutlu Kültürde Kaspaz-3 ĠĢaretleme Grafiği 
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Resim 13: 24. Saat Kontrol Grubu; Kaspaz-3 Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 

40x büyütme) 

 

  

Resim 14: 24. Saat SDG Grubu; Kaspaz-3 Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 40x 

büyütme) 

 

  

Resim 15: 48. Saat Kontrol Grubu; Kaspaz-3 Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 

40x büyütme) 

 A B 

A B 

A B 
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Resim 16: 48. Saat SDG Grubu; Kaspaz-3 Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 40x 

büyütme) 

 

  

Resim 17: 72. Saat Kontrol Grubu; Kaspaz-3 Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 

40x büyütme) 

 

       

Resim 18: 72. Saat SDG Grubu; Kaspaz-3 Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 40x 

büyütme 

 

 

 A

 

 

B 
 

A 

 

B 
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4.6. Ġki Boyutlu Kültürlerde AIF ĠĢaretleme Bulguları 

24 kuyucuklu platelere yuvarlak lameller üzerine ekilen 100.000 SW 480 

hücresiyle yapılan AIF iĢaretlemesi; her bir saat için (24., 48., 72.)  ayrı ayrı kontrol 

ve deney grupları Ģeklinde belirlendi. Kontrol grubunda tüm saatlerde çok az sayıda 

apoptotik hücre (AIF ile pozitif boyanan hücre) gözlemlenirken (Resim 19, 21, 23). 

24. – 48.- 72. saatleri için SDG verilen gruplarda ise kontrol grubuna kıyasla 

fazla sayıda apoptotik hücre gözlemlendi  (p < 0.05), (Grafik 6), (Resim 20, 22, 24). 

 

 

Grafik 6: Ġki Boyutlu Kültürde AIF ĠĢaretleme Grafiği 
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Resim 19: 24. Saat Kontrol Grubu; AIF Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 40x 

büyütme) 

 

  

Resim 20: 24. Saat SDG Grubu; AIF Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 40x 

büyütme) 

 

  

Resim 21: 48. Saat Kontrol Grubu; AIF Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 40x 

büyütme) 

 A 

A 

B 

A 

B 
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Resim 22: 48. Saat SDG Grubu; AIF Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 40x 

büyütme) 

 

  

Resim 23: 72. Saat Kontrol Grubu; AIF Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 40x 

büyütme) 

 

  

Resim 24: 72 Saat SDG Grubu; AIF Ġle ĠĢaretlenen Hücreler ( A,20x büyütme - B, 40x 

büyütme) 

 

 

 A 

A 

B 

B 

A B 
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4.7. Üç Boyutlu Sferoid Kültürlerde Hematokksilen Eozin Boyanma 

Bulguları 

6 kuyucuklu platelerde kontrol ve deney grubu olarak, üç farklı saate göre 

ayrı ayrı sferoid oluĢumu için 15 gün beklendikten sonra oluĢan sferoidler ıĢık 

mikroskobunda gözlemlendi. Tüm saatlere ait kontrol grubu sferoidleri oldukça 

düzgün görünümde izlenirken (Resim 25 A, 26 A, 27 A), SDG verilen deney 

gruplarında ise yapıca düzgün olan sferoidlerin yanı sıra; dağınık, parçalar halinde 

görünen, sınırları bozulmuĢ sferoidler de bulunmkataydı (Resim 25 B, 26 B, 27 B ). 

   

Resim 25: 24. Saat Kontrol ve SDG Gruplarına Ait Sferoid Yapıları (A: Kontrol Grubu, B: 

SDG Grubu, H-E, 40x büyütme) 

  

Resim 26: 48. Saat Kontrol ve SDG Gruplarına Ait Sferoid Yapıları (A: Kontrol Grubu, B: 

SDG Grubu, H-E, 40x büyütme) 

 
B A 

  A       B 
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Resim 27: 72. Saat Kontrol ve SDG Gruplarına Ait Sferoid Yapıları (A: Kontrol Grubu, B: 

SDG Grubu, H-E, 40x büyütme) 

 

4.8.  Üç Boyutlu Kültürlerde 5-Bromo-2-Deoksiuridin (BrdU) 

ĠĢaretleme Bulguları 

Üç boyutlu sferoid kültürde yapılan BrdU iĢaretleme indeksi 

değerlendirmelerine göre; kontrol grubu sferoidlerinin, perifer kısmında orta kısma 

kıyasla çok fazla hücre BrdU ile iĢaretlenmiĢ ve iĢaretlenme değerlendirmesinin iki 

boyutlu kültür otamındaki BrdU iĢaretlemeye uyumlu olduğu gözlemlenmiĢtir 

(Resim 28 A, 29 A, 30 A). 

24. – 48. – 72. saatleri için verilen SDG gruplarında ise yine iki boyutlu 

ortamdaki hücrelerle uyumlu olarak çok az sayıda hücre BrdU ile iĢaretlemiĢtir (p < 

0.05),  (Grafik 7), (Resim 28 B, 29 B, 30 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  A        B 
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Grafik 7: Üç Boyutlu Kültürde BrdU İle İşaretleme Grafiği 
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Resim 28: 24. Saat Kontrol ve SDG Grubu; BrdU Ġle ĠĢaretlenmiĢ Sferoidler, (A: Kontrol 

Grubu, B: SDG Grubu, 40x büyütme)  

  

Resim 29: 48. Saat Kontrol ve SDG Grubu; BrdU Ġle ĠĢaretlenmiĢ Sferoidler, (A: Kontrol 

Grubu, B: SDG Grubu, 40x büyütme) 

 

   

Resim 30: 72. Saat Kontrol ve SDG Grubu; BrdU Ġle ĠĢaretlenmiĢ Sferoidler, (A: Kontrol 

Grubu, B: SDG Grubu, 40x büyütme)  

 

  B A 

A  B 

 A  B 
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4.9. Üç Boyutlu Kültürde TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl 

Transferase (Tdt) Mediated Nick-End Labeling)  Bulguları 

Üç boyutlu sferoid model kültürde, iki boyutlu kültür ortamındaki 

sonuçlarımıza uyumlu olarak; kontrol grubunda çok az sayıda hücre TUNEL ile 

iĢaretlemiĢtir (p < 0.05), (Resim 31 A, 32 A, 33 A). Üç boyutlu sferoid kültürde 

yapılan TUNEL iĢaretleme değerlendirmelerine göre; sferoidlerinin perifer kısmında 

orta kısma kıyasla çok fazla hücre TUNEL ile iĢaretlenmiĢtir. 

24. – 48. – 72. saatleri için verilen SDG gruplarında ise yine iki boyutlu 

ortamdaki hücrelerle uyumlu olarak çok fazla sayıda hücre TUNEL ile iĢaretlemiĢtir 

(p < 0.05), (Grafik 8) (Resim 31 B, 32 B, 33 B). 

 

 

Grafik 8: Üç Boyutlu Kültürde TUNEL Ġle ĠĢaretleme Grafiği 
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Resim 31: 24. Saat Kontrol ve SDG Grubu; TUNEL Ġle ĠĢaretlenmiĢ Sferoidler, (A: Kontrol 

Grubu, B: SDG Grubu, 40x büyütme)  

   

Resim 32: 48. Saat Kontrol ve SDG Grubu; TUNEL Ġle ĠĢaretlenemiĢ Sferoidler, (A: 

Kontrol Grubu, B: SDG Grubu, 40x büyütme)  

 

  

Resim 33: 72. Saat Kontrol ve SDG Grubu; TUNEL Ġle ĠĢaretlenmiĢ Sferoidler, (A: Kontrol 

Grubu, B: SDG Grubu, 40x büyütme)  

 

  

A B 

A B 

A B 
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4.10. Üç Boyutlu Kültürde Kaspaz -3 ĠĢaretleme Bulguları 

Üç boyutlu sferoid model kültürde, iki boyutlu kültür ortamındaki 

sonuçlarımıza uyumlu olarak; kontrol grubunda çok az sayıda hücre kaspaz-3 ile 

iĢaretlemiĢtir (p < 0.05), (Resim 34 A, 35 A, 36 A). 

24. – 48. – 72. saatleri için verilen SDG gruplarında ise yine iki boyutlu 

ortamdaki hücrelerle uyumlu olarak çok fazla sayıda hücre kaspaz-3 ile iĢaretlemiĢtir 

(p < 0.05), (Grafik 9) (Resim 34 B, 35 B,36 B). 

 

 

Grafik 9: Üç Boyutlu Kültürde Kaspaz - 3 Ġle ĠĢaretleme Grafiği 
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Resim 34: 24. Saat Kontrol ve SDG Grubu; Kaspaz -3 Ġle ĠĢaretlenmiĢ Sferoidler, (A: 

Kontrol Grubu, B: SDG Grubu, 40x büyütme)  

 

  

Resim 35: 48. Saat Kontrol ve SDG Grubu; Kaspaz -3 Ġle ĠĢaretlenmiĢ Sferoidler, (A: 

Kontrol Grubu, B: SDG Grubu, 40x büyütme)  

 

  

Resim 36: 72. Saat Kontrol ve SDG Grubu; Kaspaz -3 Ġle ĠĢaretlenmiĢ Sferoidler, (A: 

Kontrol Grubu, B: SDG Grubu, 40x büyütme)  

 A B 

A B 

A B 
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4.11. Üç Boyutlu Kültürde AIF ĠĢaretleme Bulguları 

Üç boyutlu sferoid model kültürde, iki boyutlu kültür ortamındaki 

sonuçlarımıza uyumlu olarak; kontrol grubunda çok az sayıda hücre AIF ile 

iĢaretlemiĢtir (p < 0.05), (Resim 37 A, 38 A, 39 A). 

24. – 48. – 72. saatleri için verilen SDG gruplarında ise yine iki boyutlu 

ortamdaki hücrelerle uyumlu olarak kontrol grubuna kıyasla biraz daha fazla sayıda 

hücre AIF ile iĢaretlemiĢtir. Ancak bu boyanma kazpaz-3 teki kadar yoğun değildi.(p 

< 0.05), (Grafik 10) (Resim 37 B, 38 B, 39 B). 

 

Grafik 10: Üç Boyutlu Kültürde AIF Ġle ĠĢaretleme Grafiği 
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Resim 37: 24. Saat Kontrol ve SDG Grubu; AIF Ġle ĠĢaretlenmiĢ Sferoidler, (A: Kontrol 

Grubu, B: SDG Grubu, 40x büyütme)  

 

  

Resim 38: 48. Saat Kontrol ve SDG Grubu; AIF Ġle ĠĢaretlenmiĢ Sferoidler, (A: Kontrol 

Grubu, B: SDG Grubu, 40x büyütme)  

 

  

Resim 39: 72. Saat Kontrol ve SDG Grubu; AIF Ġle ĠĢaretlenmiĢ Sferoidler, (A: Kontrol 

Grubu, B: SDG Grubu, 40x büyütme)  

 A B 

A B 

A B 
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4.12. Gen Ekspresyon Tayini Bulguları 

Ġki boyutlu kültürde gen ekspresyon tayini bulgularımza göre 24. saatte 

kazpaz-3 gen ekspresyonunun oldukça arttığı görülmüĢtür (Grafik 11).  Yine 3 

boyutlu kültür ortamında da monolayer verilerine uygun olarak 24. saatte kazpaz-3 

gen eksprasyonu artmıĢtır (Grafik 12).  

 

             

Grafik 11: Iki Boyutlu Kültürde 24. Saat Kontrol Gurbu Ġle SDG Grubunun Kaspaz- 3 Gen 

Ekspresyonu  

 

        

Grafik 12: Üç Boyutlu Kültürde 24. Saat Kontrol Gurbu İle SDG Grubunun Kaspaz- 3 Gen 

Ekspresyonu 
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5. TARTIġMA 

Kolon kanseri gastrointestinal sistemde meydana gelen, kanserin neden 

olduğu ölümlerde akciğer kanserinden sonra gelen ve etiyolojisi hala net olarak 

anlaĢılamayan kompleks bir kanser türüdür. Kötü beslenme, hareketsiz yaĢam tarzı 

ve sigara kullanımı gibi farklı çevresel etkenlerle tetiklendiği düĢünülmektedir. 

Beslenme Ģekliyle yakından alakalı bulunan kolon kanserinin özellikle yağlı besinler 

tüketme ve tüketim miktarının fazlalığıyla paralel oranda arttığı bilinmektedir. Risk 

faktörü olarak bunların yanı sıra genetik etmenler de rol oynamaktadır (72, 73). 

Sindirim sisteminde meydana gelen rahatsızlıkların daha çok beslenme 

Ģekillerinden kaynaklandığı bilinmekte ve sağlıklı, doğal beslenme ile bu 

problemlerden uzaklaĢılabileceği düĢünülmektedir. Doğal beslenme anlamında da 

polifenoller olarak bilinen bitkilerde bulunan, bağırsak inflamasyonunda koruyucu 

rol oynayan ve renklemede görevli olan antioksidan özellikteki fenol grubu besinler 

ve lignan olarak bilinen bitkilerde bulunan fitoöstrojen içeren besinler tercih 

edilmelidir (36). 

Epidemiyolojik çalıĢmalar göstermiĢtir ki, vejeteryan beslenme Ģekline sahip 

olan ve lignan içeren bitki yetiĢtiriciliği bakımından zengin olan ülkelerde yaĢayan 

insanların kansere yakalanma riskleri daha azdır. Bu da lignanların birçok faydası 

olduğu düĢüncesine özellikle kanser önleyici olduğu konusuna insanları daha da 

yakınlaĢtırmıĢtır (48, 74). 

Son yıllarda lignanların önem kazanmasıyla yapılan çalıĢmaların sayısı da 

artmıĢ ve yeni lignanlar bulunmuĢtur. Uzun yıllar boyunca, lignanlar arasında en çok 

üzerinde durulanları memeli lignanları olan EDL (Entereodiol) ve ENL 

(Enterolaktan)„ye dönüĢen; matairesinol ve sekoisolarikiresinoldü. Ancak yeni 

yapılan çalıĢmalar ile memeli lignanlarına dönüĢecek farklı öncüllerin de olduğu 

görülmüĢtür. Matairesinol ve sekoisolarikiresinole ek olarak; syringaresinol, 

larikiresinol ve özellikle pinoresinol, eklenmiĢ ve memeli lignan öncülleri oldukları 

bulunmuĢtur. Bunun yanı sıra artijenin ve 7-hidroksimatairesinolün de EDL ve 

ENL‟ye dönüĢtüğü bilinmektedir. Çavdar ekmeğiyle yapılan çalıĢmada pinoresinol, 

larikiresinol ve syringaresinol miktarlarının sekoisolarikiresinol ve matairesinol 

miktarına kıyasla 10-50 kat fazla olduğu bulunmuĢtur (58, 75).  
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Keten tohumu ile yapılan in vivo ve in vitro çalıĢmalarda; yüksek miktarlarda 

keten tohumu tüketen bireylerin idrar ve plazma örneklerinde, entereolignan 

dönüĢümünü kanıtlayan yüksek miktararda ENL ve EDL bulunmuĢtur. ENL ve EDL, 

lignan tüketiminin 8-10 saat sürecinden sonra kan dolaĢımında gözlemlenmekte, 

fakat buna zıt olarak diğer bazı lignanlar örneğin; pinorezinol genelde tüketimden 1 

saat sonra plazma ve idrarda gözlemlenmektedir. Bu durum, bitki lignanlarının insan 

vücudunda hızlı bir Ģekilde emildiğini ve kullanıldığını kanıtlamaktadır. Bu 

çalıĢmalara rağmen hala, lignanların emilme oranlarındaki farklılık ve moleküler 

ölçümleri ile ilgili çalıĢmalar kısıtlıdır (36). 

Lignanların etki mekanizmaları ve kullandıkları yolaklar konusunda 

bilinmeyen birçok nokta olmasından dolayı yeni çalıĢmalar daha çok bu yönde 

ilerlemektedir (56). Bitkilerden izole edilen lignanlarla yapılan bir çalıĢmada da, 

lignanların bağırsak florasında metabolize edilerek NF-kB sinyal yolağı ile 

antiinflamatuar etki gösterdiği gözlemlenmiĢtir (36). Lignanların antimikrobiyal, 

antiinflamatuar ve serbest radikallerden temizleyici iĢlevleri, sahip oldukları 

fitoöstrojenik özelliklerine dayandırılmaktadır (22–24). Fitoöstrojenlerle önceki 

yıllarda yapılan çalıĢmalarda letal fazda fitoöstrojenlerin estrodiole dönüĢüm 

oranında ve uzunluğunda artma olduğu saptanmıĢtır. Bu durumun temel nedenleri 

lignanların sahip oldukları; östrojenik, anti östrojenik, anti tümörojenik ve 

antioksidan özelliklere dayandırılmıĢtır (48, 76). Epidemiyolojik çalıĢmalarda 

lignanların hormona bağlı; meme, prostat gibi birçok kanser türlerinde koruyucu etki 

gösterdikleri bulunmuĢtur (46, 77). 

Keten tohumunun kanserden önleyici etkisinin, içerdiği linolenik asit ve 

liflerden ziyade lignan kaynaklı olduğu düĢünülmektedir. Meme kanserli ratlar 

üzerinde, memeli lignanlarından ENL ile yapılan çalıĢmada; ENL‟ nin 7,12 

dimethylbenz(a)anthracene (DMBA)- azaltarak kanser hücrelerinin büyümesini 

engellediği gözlemlenmiĢtir. Hem ENL, hem EDL ile yapılan in vitro çalıĢmalarda 

ise yine bu lignanların prostat kanseri ve meme kanseri hücrelerinde de büyümeyi 

engelleyici etki gösterdiği görülmüĢtür. ENL ve EDL majör memeli lignanları 

olmalarına ve kolonda üretilmelerine rağmen, kolondaki antikarsinojen etki 

mekanizmaları, sinyal yolakları tam anlamıyla çözülememiĢtir (30, 76, 78). Biz de bu 

konudan yola çıkarak yaptığımız çalıĢmada SDG (Sekoiselarikiresinol 
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Diglukozid)‟nin kolon kanseri hücre hattı üzerinde apopitotik etkisini ve kullandığı 

yolağı görmeyi amaçladık. 

Keten tohumundan elde edilen lignan ile ratlar üzerine yapılan çalıĢmalarda 

lignanlarla beslenen ratlarda tümör sayılarında önemli derecede azalma olduğu 

gözlemlenmiĢ ve dahası bu lignanların cinsiyet hormonları üzerinde ve menstrual 

döngünün uzunluğunda da etkili oldukları farkedilmiĢtir (48). %5‟ lik keten 

tohumuyla beslenen ratlarda SDG kaynaklı olarak ovaryum ağırlığında önemli 

ölçüde azalma ve puberte döneminde gecikme gözlemlenmiĢtir. Bu mekanizmanın 

nasıl olduğu ve keten tohumunun içerdiği lignanın ne Ģekilde etki göstererek bu 

sonuca sebep olduğu hala net olarak bilinmemektedir. Fakat bazı çalıĢmalar bu etkiyi 

ligananların östrojen reseptörüne doğrudan ya da dolaylı olarak bağlanmasıyla 

östrojen benzeri ya da antagonisti olarak aktivite göstermesine dayandırmaktadırlar 

(8). SDG‟ nin östrojen benzeri etkisi ile ovaryum geliĢimini etkilediği, menopoz 

sonrası durumlarda östrojenik etki yaptığı, ovaryum ağırlığını etkilediği ve puberte 

dönemini ertelediği yapılan hayvan deneylerinde de gözlemlenmiĢtir (15). Menopoz 

sonrası dönemdeki sağlıklı bayanlar üzerinde 6 hafta boyunca günlük 500 mg SDG 

verilerek uygulanan bir çalıĢmada; endotelyal fonksiyonlarında herhangi bir etki 

görülmemiĢ ve bu durum doz düĢüklüğüne dayandırılmıĢtır. Fakat prostat 

hiperplazili hastalarda günlük 600 mg SDG uygulamasında üriner sistem 

hastalıklarına ait belirtilerde ve hasta Ģikâyetlerinde önemli ölçüde azalma 

gözlemlenmiĢtir (15).  Menopozdaki kadınlarla yapılan çalıĢmada keten tohumunun 

placebo etkisinin araĢtırılmasında günlük 46 mg keten tohumu ile beslenmede 

bayanlardaki sıcak basması gibi durumların azalmasının tamamen psikolojik olduğu 

kanıtlanmıĢtır. Bunun dıĢında bayanlarda polikistik over durumunda ise gözle 

görülür ölçüde koruyucu olduğu, osteoporozu azalttığı ve kanserden koruyucu rol 

oynadığı kanıtlanan keten tohumunun erkeklerde ise; testesteron dolaĢımını 

azaltabileceği görülmüĢtür (24). Kardiyovasküler sistem hastalıklarının artmasına 

davetiye çıkaran ve östrojen dolaĢımının azalmasından kaynaklanan menopoz 

durumunda keten tohumunun iyileĢtirici etkisi birçok çalıĢmayla gösterilmiĢtir. 

Keten tohumunda kardiyovasküler hastalıklarda iyileĢtirici rol oynaması içerdiği 

yüksek orandaki ALA miktarlarına dayandırılmıĢtır (24). Akciğer kanseri üzerine 

yapılan çalıĢmalarda ise lignan ile beslenen ratlarda kanser hücreleri azalmıĢtır. Bir 
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diğer çalıĢmada mesane kanseri üzerine keten tohumuyla beslenen ratlarda kanserin 

metastaz yapmadığı ve çoğalmasının önlendiği gözlemlenmiĢtir (48). Parasetomal ile 

yapılan hayvan deneyinde ise SDG „nin karaciğer ve böbrek toksisitesinde önemli 

ölçüde koruyucu olduğu belirtilmiĢtir (79). ÇalıĢmamızda ise SDG‟ nin kolon kanseri 

üzerinde koruyucu etkisini birçok çalıĢmadan farklı olarak iki boyutlu ve üç boyutlu 

kültür ortamında gözlemlemiĢ bulunmaktayız. 

Ratlar üzerinde; SDG metabolitleriyle, ENL ve EDL ile gerek ayrı gerekse 

beraber denenen çalıĢmalar mevcuttur. SDG metabolitleriyle yapılan bir çalıĢmada 

EDL ve ENL‟nin hücre döngüsünün S fazını etkileyerek, çoğalmayı engelledikleri, 

kanser hücrelerini azalttıkları ve apopitozise neden oldukları görülmüĢtür (46). Bir 

diğer hayvan çalıĢmasında, C57BL/6 farelerinin günlük 73 - 293 μmol/kg SDG 

beslenmeleriyle melonam hücrelerinin metastazında azalma olduğu bulunmuĢtur. 

SDG‟nin anlamlı derecede kandaki üre ve kreatini, bilirubin seviyesini, AST, ALT, 

ALP seviyelerini arttırdığı, bunun yanı sıra karaciğer toksisitesini de azalttığı 

çalıĢmalarla tespit edilmiĢtir (72). Biz ise çalıĢmamızda kolon kanseri hücre hattı 

üzerinde SDG‟yi kullanarak, hücrelerin çoğalma hızına etkisini birçok çalıĢmadan 

farklı olarak iki- üç boyutlu kültür ortamında kanıtladık. 

Yapılan in vivo ve in vitro çalıĢmalarda keten tohumu tüketimi ardından hem 

kanda hem idrarda EDL miktarı arttığı gözlemlenmiĢtir. Memeli lignanları olan EDL 

ve ENL ne kadar faydalı olduğuna ilĢkin birçok çalıĢma mevcuttur ve EDL‟e kıyasla 

ENL‟nin daha etkili olduğu bilinmektedir. Örneğin ENL‟nin aramataz enzimini daha 

fazla inhibe ettiği, özellikle kanser hücrelerinin büyümesinde ve proliferasyonunda 

daha fazla kontrol etkisine sahip olduğu düĢünülmektedir (48). Keten tohumu 

tüketiminin menopoz sonrası EDL miktarını, menopoz öncesi ENL miktarını 

arttırdığı yapılan çalıĢmalarla kanıtlanmıĢtır (35). Bu farklılığın menopozdan 

bağımsız olarak sadece dönüĢümde rol alan bakterilerden kaynaklandığı düĢünülse 

de bunu kanıtlayacak daha fazla çalıĢmaya ihtiyaç vardır. SDG; kanser hücrelerinin 

büyümesini ve çoğalmasını engellediği gibi ENL ve EDL‟ye kıyasla birçok farklı 

metabolik özelliklere sahiptir. EDL ve ENL‟nin kanserden koruyucu oldukları 

bilinmelerine rağmen, tek baĢına SDG uygulanarak yapılmıĢ çok fazla çalıĢma 

yoktur (35, 80). ÇalıĢmamızda ise tek baĢına SDG kullanarak, kolon kanseri 

hücrelerindeki büyüme ve çoğalma üzerine etkisini görmeyi planladık. 
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 Lignanların kanserden önleyici etkilerinin bulunmasının yanı sıra, son 

dönemdeki çalıĢmalarda; lignanların ve keten tohumu yağının tümör büyümesini 

azalttığı da belirtilmiĢtir (14, 32). Bazı çalıĢmalar SDG‟ nin bu etkisini; lipid, glikoz 

seviyelerini, kan basıncını, oksidatif stresi ve inflamasyonu düĢürmesine 

dayandırmaktadır. SDG‟ nin 5 α- redüktazı indirme etkisiyle mesane problemlerini 

ve prostatik hiperplazili hastalarındaki semptomları azalttığı yapılan çalıĢmalarda 

gözlemlenmiĢtir. SDG‟ nin antioksidan özelliği ile oksidatif stresi azaltma özelliği 

bakımından inflamasyonlarda ve kardiyovasküler hastalıklarda koruyucu rol 

oynadığı bilinmektedir (58). Kardiyovasküler hastalık riski taĢıyan bireylerde SDG‟ 

nin pozitif etkisinin gözlemlenmesi için 8 hafta boyunca günlük en az 500 mg SDG 

tüketimi gerektiği savunulmaktadır (25). Bunun yanısıra birçok çalıĢmada hala keten 

tohumunun tüketimi konusunda net bir sonuca ulaĢılamamıĢtır (33). 

Yıllarca süregelen çalıĢmalar sonucunda lignanların kanserde önleyici 

etkileri, sahip oldukları antioksidan özellikleri ve serbest radikalleri temizleme 

iĢlevlerine dayandırılmaktadır. ENL ile yapılan çalıĢmalarda, hücre büyümesini 

döngünün faz II detoksifikasyonda enzim aktivitesini azaltarak kanserden önlediği ve 

kanserin çoğalmasını ve metastazını engellediği, hücre göçünü baskıladığı, 

apopitozisi tetiklediği gösterilmiĢtir (64, 80).  ÇalıĢmamızda keten tohumundan izole 

edilen en büyük lignan kaynağı olan SDG „nin apoptozisi tetiklediğini (SDG 

uygulanan grupta TUNEL, Kazpaz-3 ve AIF pozitif hücrelerin sayısında artıĢ 

görülmüĢtür) ve hücre proliferasyonunu azalttığını (yine deney grubunda BrdU ile 

boyanan hücrelerin sayısının azaldığı gözlenmiĢtir), birçok çalıĢmadan farklı olarak 

kullandığımız immünohistokimyasal yöntemlerle;  gerek iki boyutlu gerekse üç 

boyutlu sferoid modeller üzerinde gösterdik. 

Kolon kanseri epidemiyolojisine iliĢkin yapılan çalıĢmalarda n-6 çoklu 

doymamıĢ yağ asiti (PUFA) ile beslenmenin kolon kanseri riskini arttırdığı, buna 

karĢılık zengin n-3 PUFA ile beslenmenin kolon kanseri olma ihtimalini azalltığı 

belirtilmiĢtir. n-6 PUFAs kolon karsinoma hücrelerinin büyümesini ve metastazını 

sağlarken, n-3 PUFAs eikosapentaenoik asit ve dokosaheksaenoik asit ise anlamlı 

derecede azaltma etkisi göstermiĢlerdir (46). Kolon kanserinde yapılan çoğu 

çalıĢmada ENL ve EDL‟ nin hücre büyümesini, hücre döngüsünü durdurarak 

azalttığı ve apopitozise yol açtığı gözlemlenmiĢtir (81). 1996 yılında Jenap ve 



65 

 

arkadaĢları, keten tohumunun kolon kanserinde glukuronidaz aktivitesini azaltarak 

etkili olduğunu ve bu etkide yağı alınmıĢ ve alınmamıĢ keten tohumları arasında bir 

fark olmadığını gözlemlemiĢlerdir (82). Daha önce yapılan çalıĢmalarda SW 480 

hücre hattının sahip olduğu özel genetik mutasyondan dolayı, fitokimyasal flovanlara 

karĢı çok hassas olduğu bilinmektedir (35, 83). SW 480 kolon kanseri hücre 

hatlarıyla yapılan çalıĢmalarda, günlük alınan SDG‟ nin metabolize edilmesinden 

kaynaklanan farklı etkilerin gözlemlenebileceği düĢünülmektedir. SW 480 kolon 

kanseri hücre hatlarına 0 - 200 μmol/L dozlarında ve 24. – 48. – 72. saatlerinde SDG 

uygulanarak,  sonucunda kanser hücre hatlarında azalma görülmüĢ ve bu azalmanın 

SDG metabolitleri olan ENLve EDL aracılığıyla olduğu kanıtlanmıĢtır. Fakat hücre 

canlılığında uygulamadan sonra herhangi bir değiĢim olmadığı için hücre sayısındaki 

azalmanın toksisiteden kaynaklanmadığı düĢünülmüĢtür. İn vitro çalıĢmaların 

genelinde doz aralığı en fazla 200 μmol/L‟ ye kadar çalıĢılmıĢ ve etkin doz 40 - 150 

μmol/L aralığında değiĢmiĢtir. (35, 46, 80). Biz ise çalıĢmamız da SDG‟ nin uygun 

doz aralığını; 24. saat için 100 µM, 48. ve 72. saatleri için 150 µM olarak saptadık. 

Bu dozlarda SDG verilen gruplarda kanser hücrelerinin çoğalmasının yavaĢladığını, 

hücre sayısının apopitpozun gerçekleĢmesiyle azaldığını gözlemledik.  

Sekoisolarikiresinol diglukozid ile yapılan kanser haricindeki çalıĢmalarda da 

SDG‟ nin antioksidan özelliği ile de sağlık açısından önemli bir yere sahip olduğu 

görülmüĢtür. Bunun yanı sıra insan çalıĢmalarında SDG‟ nin kardiyovasküler 

hastalıklarda; total kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, triaçilgliseridler ve 

glikoz metabolizması aracılığı ile koruyucu rol oynadığı görülmüĢtür (83). Bir diğer 

çalıĢmada C-reaktif protein aracılığı ile insülin direncinde rol alarak tip II diyabette 

de koruyucu olduğu bulunmuĢtur (78). Doza bağlı olmaksızın 300 mg ve 600 mg 

SDG verilmiĢ deney hayvanlarıyla yapılan bir çalıĢmada ise her iki grupta da plazma 

kolestrol ve glikoz düzeylerinin, total LDL‟ nin azaldığı gözlemlenmiĢtir. Tüm bu 

çalıĢmalara rağmen SDG‟ nin çalıĢma mekanizması için kesin bilgilere 

ulaĢılamamıĢtır (43). Hipertansyon hastalıklarında keten tohumundan çok keten yağı 

ile daha fazla çalıĢma yapılmasına rağmen; keten tohumunun omega-3 yağ asit 

alımını arttırarak kan basıncını azaltıp tansiyonu düĢürdüğünü kanıtlayan birkaç 

çalıĢma mevcuttur (78, 84).  
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Lignanların hangi mekanizma ile koruyucu rol oynadıkları hala bilinmeyen 

kısımdır. Memeli lignanlarının emilimi genelde zayıf olmakla birlikte idrarda ve 

plazmadaki lignan miktarları da çok düĢüktür. Ancak lignan içeriği yüksek besinlerle 

beslenerek plazmadaki lignan miktarları arttırılabilir. Kolon içinde bulunan yüksek 

miktardaki lignanların önemi tanımlanmamıĢ olmasına rağmen, dıĢardan alınan 

besinler aracılığı ile EDL-ENL öncülü olan SDG‟nin kolondaki mukozal hücreleri 

etkileyebileceği düĢünülmektedir (73). Özellikle kanser hastalıklarında koruyucu 

etkisi olduğu düĢünülen SDG‟nin farklı etkilerini öğrenmeye yönelik çalıĢmalar hala 

devam etmektedir. Yapılan çoğu çalıĢma tümör modeli daha net gözlenebilindiği için 

ratlar üzerine yoğunlaĢmıĢtır. ÇalıĢmamızda ise diğer çalıĢmalardan farklı olarak 

kanser modeline daha yakın olan sfreoid modeller oluĢturarak, oluĢan sferoid 

modeller üzerinde SDG‟nin etkisini inceledik. Bu açıdan çalıĢmamız bir ilktir. 

ÇalıĢmamızda SW 480 kolon kanseri hücre hattında SDG ekstraktı ile iki 

boyutlu (lamelli ekim) ve üç boyutlu (sferoid model) kültür ortamında çalıĢarak; hem 

oluĢan sferoid modeller üzerinde hem de lamelli ekimde; BrdU, TUNEL, Kaspaz-3, 

AIF ile immünohistokimyasal iĢaretlemeler ve gen ekspresyonu yöntemleri kullanıp; 

apopitoz ve prolifere olan hücrelerin varlığını gösterdik. 

Keten tohumu ile kolon kanseri üzerine yapılan birçok çalıĢmada kanserin 

yavaĢ geliĢtiği gözlemlenmiĢtir. Keten tohumunun oluĢmuĢ meme kanser tümörlerine 

daha etkili olmasına karĢılık SDG' nin geliĢme aĢamasındaki tümörler üzerinde 

inhibe edici etkisi olduğu yapılan çalıĢmalarda bulunmuĢtur. Keten tohumunun 

antitümör etkisi üzerine SDG‟nin yanı sıra içerdiği klorejinik, gallik, 4-hidroksi 

benzoik ve ferulik asitin de etkisi vardır. Bilindiği gibi bu fenolik maddeler kanser 

oluĢumunda etkili ajanları inhibe etmektedirler (29, 46, 80, 85). 10 - 100 µM doz 

aralığında lignanlarla yapılan in vitro çalıĢmada lignanların; linoleik asit 

peroksidasyonunu azaltarak kanserden korumada etkili olduğu bulunmuĢtur (15).  

Keten tohumun sağlık açısından faydalı olduğunu kanıtlar durumda 

çalıĢmalar olmasına rağmen, doz konusundaki Ģüpheler keten tohumunun kısmen de 

olsa zararlı olabileceğini düĢündürmektedir. Keten tohumundaki besinsel bileĢenlerin 

olası negatif etkisi yüksek miktardaki çoklu doymamıĢ yağ asidi miktarı ile ilgilidir. 

Çok sayıdaki çift bağlar bu yağ asitlerini oksidasyon ve serbest yağ asidi oluĢumuna 
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uygun hale getirmektedir. Bu nedenle uzun süre diyetle alınan yüksek miktarda keten 

tohumu oksidatif stresi artırabilir ve antioksidan bileĢiklerin azalmasına neden 

olabilir. Keten tohumunda bulunan fitik asit, çinko ve kalsiyum gibi pozitif yüklü 

minerallere bağlanarak bu minerallerin yetersizliğine neden olabilmekte ve kemik 

geliĢimini etkileyebilmektedir. Keten tohumunda anti-besinsel bileĢiklerden biri olan 

ve B6 vitaminine bağlandığı bilinen linatin‟in sağlık üzerine olumsuz etkileri 

bulunmaktadır. Bu nedenle keten tohumunun diyetle fazla miktarda alınması B6 

vitamin eksikliğine ve sonuçta da homosistein ve böbrek yetmezliğinin artmasına 

neden olabilmektedir. Keten tohumunun piĢirilmeden tüketimi hayvan ve insanlar 

için fazla miktarda alındığında toksik olabilecek bir bileĢik olan siyanojenik 

glukosidlerin (HCN) üretimine neden olabilir (44-47). YapmıĢ olduğumuz çalıĢmada 

hücre hatları kullandığımız için SDG‟nin tüketilmesi gereken zaman uzunluğu ve 

zararlı etkisi hakkında çok net sonuçlar elde etme imkanımız olmasa da doz 

aralığının 150 µmol/L den fazla olduğu durumlarda toksik olabilme ihtimali 

düĢüncesindeyiz. SDG ile yapılan çalıĢmaların genelinde herhangi bir yan etkinin 

oluĢtuğu belirtilmezken hamile ratlar üzerinde yapılan bazı çalıĢmalarda ise SDG‟ 

nin etkili olmadığı ve yeni doğan yavrularda da hiçbir etkinin olmadığı 

gözlemlenmiĢtir. Buna rağmen keten tohumunun zararlı olduğuna dair hiçbir kanıt 

olmadığı için insanların kullanımında herhangi bir sıkıntı olmadığı fakat hamile 

bayanların tüketim miktarlarına dikkat etmeleri gerektiği düĢünülmektedir (61).  

Hücre kültürü ve hayvan modeli çalıĢmalarında, keten tohumunun kolon 

karsinoma oluĢumunu azaltabildiği görülmüĢ ve bu etki sahip olduğu yüksek dozdaki 

liflere, lignanlara, yağ asitlerine dayandırılmıĢtır (61). Bu çalıĢmalara rağmen hala 

koruyucu etkinin kaynağı net bir Ģekilde bilinememekte, yolaklar konusunda soru 

iĢaretleri bulunmaktadır. Keten tohumunun dozuna bağlı olarak kolon kanserinde 

koruyucu rol oynayan; p53, p21, rb, bax ve kaspaz - 3 gibi genlerin ekspresyonunun 

azalıp azalmayacağı konusunda yani keten tohumu miktarına bağlı olarak kanserin 

önlenip önlenmeyeceği konusunda çalıĢmalar hala devam etmektedir (31). 

ÇalıĢmamızda SDG‟ nin apopitoz ile hücre ölümünü gerçekleĢtirdiğini 

gözlemledikten sonra, bu etkiyi hangi yolakları kullanarak sağladığını görmek için 

iki,  üç boyutlu kültür ve gen ekspresyon tayinlerini kullandık ve sonuç olarak 
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SDG‟nin apoptitozu daha çok kaspaz yolağını kullanarak gerçekleĢtirdiğini 

gözlemledik. 

ÇalıĢmamızda yaptığımız tüm araĢtırmalar hem iki boyutlu (monolayer hücre 

kültürü) hem üç boyutlu kültür (multisellüler sferoid model) ortamında 

gerçekleĢtirilmiĢ hem de gen ekspresyon yöntemleri uygulanmıĢ ve tüm bu 

yöntemler arasındaki sonuçlar karĢılaĢtırılmıĢtır. SDG‟nin kolon kanseri hücre hattı 

üzerine etkisinin üç boyutlu kültür ortamında (in vivo uyumlu ve in vivo mikroçevre 

özelliklerini sağlayan en iyi in vitro model olarak kullanılan multiselüler sferoidler) 

çalıĢılması ile ilgili literatürde herhangi bir çalıĢma mevcut değildir. Bu açıdan 

araĢtırmamız bir ilk olmaktadır.  

Ġki boyutlu lamelli ekim çalıĢmasında hücre ekiminden sonra kontrol ve 

deney grubu Ģeklinde gruplandırma yaparak deney grubuna belirli doz aralıklarında 

SDG verdik. Proliferasyon etkisinin gösterimi için BrdU boyaması uyguladık. 

Apoptotik etki için TUNEL boyama yöntemi, hangi yolak üzerinden gerçekleĢtiğini 

görmek için ise kaspaz - 3, AIF boyama yöntemi uyguladık. BrdU ile yapılan 

immünohistokimyasal boyamada SDG grubunda iĢaretleme indeksinde, kontrol 

grubu iĢaretlenme indeksine oranla istatistiksel olarak anlamlı bir azalma 

gözlemledik (p < 0.05). Kontrol grubuna kıyasla SDG verilen hücrelerde TUNEL, 

kaspaz - 3, AIF ile yapılan immünohistokimyasal boyama sonucunda her üç saat 

aralığında da (24.- 48.-72.) çok sayıda hücre TUNEL, Kaspaz-3 ve AIF ile boyandı 

(p < 0.05). Kaspaz - 3 ile AIF boyamaları karĢılaĢtırdığımızda kaspaz - 3 ile çok daha 

fazla sayıda hücrenin pozitif olarak boyandığını gördük ve bu sonuç bize 

apopitozisin kaspaz yolağı ile gerçekleĢtiği düĢüncesine yakınlaĢtırdı. 

Üç boyutlu kültür çalıĢmalarında sferoidler oluĢtuktan sonra iki boyutlu 

lamelli ekimde olduğu gibi aynı amaç ile sırasıyla BrdU, TUNEL, Kaspaz - 3, AIF 

boyamaları yaparak sonuçları iki boyutlu sonuçlarla karĢılaĢtırdık. Ġki boyutlu kültür 

ortamındaki hücrelerin boyanmasına kıyasla sferoidlerin kenar kısmındaki hücrelerde 

daha fazla boyanma gözlemledik. Bu sonuç bize vücuttaki tümörlere benzer Ģekilde 

sferoidlerde de perifer kısımdaki hücrelerin daha çabuk öldüğü, orta kısmındaki 

hücrelerin daha fazla oksijen ve daha fazla beslenmeden dolayı geç öldüğü ihtimalini 

düĢündürdü. BrdU ile yapılan immünohistokimyasal boyama sonucunda ise 



69 

 

iĢaretlenmiĢ sentez fazındaki hücreleri sayıp, yüzdelerini alarak BrdU iĢaretlenme 

indeksini hesapladık. Yapılan değerlendirmeye göre sferoidlere uygulanan SDG 

grubunda; iĢaretleme indeksinde, kontrol grubu iĢaretlenme indeksine oranla 

istatistiksel olarak anlamlı bir azalma görüldü (p < 0.05). Kontrol grubuna kıyasla 

SDG verilen sferoidlerde TUNEL, Kaspaz - 3, AIF ile yapılan immünohistokimyasal 

boyama sonucunda her üç saat aralığında da (24. – 48. - 72.) çok sayıda hücrenin 

TUNEL, Kaspaz - 3 ve AIF ile boyandığını gözlemledik (p < 0.05). Sferoidlerde 

gördüğümüz bu sonuçlarla iki boyutlu sonuçlar arasında paralellik olduğunu tespit 

ettik. Kaspaz - 3 ile AIF boyamalarını karĢılaĢtırıldığımızda ise yine lamelli ekimde 

elde ettiğimiz sonuçlarla aynı doğrultuda kaspaz - 3 ile çok daha fazla sayıda 

hücrenin pozitif olarak boyandığını gözlemledik (p < 0.05).  

Klinik ve laboratuvar çalıĢmaları da; keten tohumun lignanlarından SDG‟ nin 

sahip olduğu sayısız biyolojik özellikleriyle eĢsiz ve kullanıĢlı olduğunu 

kanıtlamıĢtır. Yeni yapılacak çalĢmalarda SDG‟ nin oksidatif strese karĢı koruyucu 

etki gösterdiğinin ve özellikle sinyal yolaklarının belirtilmesine ihtiyaç vardır. 

ÇalıĢmalar laboratuvar ve hayvan deneylerinin yanı sıra insan çalıĢmalarıyla da 

desteklenmelidir (15). AraĢtırmacılar omega-3 yağ asidi içeren keten tohumunun 

belirli enfeksiyon hastalıklarında, ülser, migren, baĢ ağrısı, besin zehirlenmeleri hatta 

panik atak durumlarında bile koruyucu olup olmadığına yönelik çalıĢmalar da 

yapmaktadırlar (24). Bunun yanı sıra tüketilen keten tohumu miktarının da ortaya 

çıkacak etkide önemli rol oynadığı bilinmekte ve standard olarak tüketilecek keten 

tohumu miktarına yönelik daha fazla çalıĢma yapılmasına ihtiyaç vardır (48). 

ÇalıĢmamızın gen ekspresyon verilerine göre özellikle 24. saatte kaspaz-3 

gen ekspresyonunun oldukça fazla olduğu görüldü (p<0.05). Bu durum 

immunohistokimyasal bulgularımızı da desteklemektedir. Elde ettiğimiz tüm 

sonuçlar eĢliğinde gerek iki boyutlu gerekse üç boyutlu kültür sonuçlarımız SDG‟nin 

SW 480 kolon kanseri hücre hattı üzerindeki apopitotik etkisini kaspaz yolağı 

üzerinden gerçekleĢtirdiğini göstermektedir.  

Yaptığımız literatür taramalarında SDG ile yapılmıĢ çok sayıda in vivo ve in 

vitro çalıĢma mevcuttur, fakat hiçbirinde immünohistokimyasal analiz ve üç boyutlu 

kültür eldesi yapılmamıĢtır. Üç boyutlu sferoid model vücuttaki tümör yapısını daha 
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iyi gösterdiğinden dolayı çalıĢmamızın in vitro ortamda yapılan kolon kanseri 

çalıĢmalarına destek olacağı düĢüncesindeyiz. 
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6. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

Kanser, erken tanı ve tedavi edilmediği takdirde çoğunlukla ölüme yol açan 

ciddi bir sağlık sorunudur. Özellikle geliĢmiĢ ülkelerdeki ölümlerin % 25‟ ini kanser 

oluĢturmakta ve tüm ölüm nedenleri arasında iskemik kalp hastalığından sonra ikinci 

sırada bulunmaktadır. Kolon kanseri geliĢmiĢ batı ülkelerinde kadında ve erkekte 

üçüncü en sık görülen kanserdir. Son yıllarda tarama testleri sayesinde erken tanı ve 

daha iyi tedavi olanakları kolon kanserinden mortaliteyi azaltmıĢtır. 

Modern hayat biçimi ve yanlıĢ beslenme kanda yüksek lipid ve kolesterol 

seviyesi, yüksek tansiyon, ĢiĢmanlık, kalp ve sinir sistemi hastalıklarına neden 

olmakta ve kansere davetiye çıkarmaktadır. Kanser tedavisinde birçok kemoterapi 

yöntemi, ilaçlar ve cerrahi müdahaleler kullanılmakta, fakat henüz beklenilen oranda 

tedaviye cevap alınamamaktadır. Bu nedenle geleneksel tedavilerde kullanılan 

bitkisel veya diğer doğal kaynaklı ürünlerin bilimsel tedavilerin yanında kullanılıĢı 

hakkında yoğun olarak çalıĢmalar yapılmaktadır. 

Sentetik antioksidanların insan sağlığı açısından potansiyel toksik 

olabileceğinin varsayımı, özellikle günümüzde tüketici tercihlerini doğal tarımsal 

ürünlere yöneltmiĢ ve iĢlenmiĢ gıdalarda da sağlık, kalite ve güvenlik arayıĢlarını ön 

plana çıkarmıĢtır. Keten tohumu sahip olduğu biyoaktif fonksiyonlardan; 

antioksidan, antimikrobiyal ve anti-kanser özelliklerden dolayı son yıllarda daha çok 

tercih edilen doğal ürünlerden olmuĢtur. 

ÇalıĢmamızda keten tohumunun kanserden koruyucu özelliğini göz önünde 

bulundurarak SW 480 kolon kanseri hücre hatları üzerine etkisini iki ve üç boyutlu 

kültür ortamlarında araĢtırdık. Keten tohumunun kanser hücre hattı üzerindeki 

apoptotik etkisini, hem immünohistokimyasal iĢaretlemelerle hem de gen ekspresyon 

yöntemleriyle gösterdik. Daha önce yapılmıĢ çalıĢmalardan farklı olarak, SDG‟nin 

apopitotik etkisini vücuttaki tümör yapısını en iyi yansıtan sferoid model üzerinde 

kanıtladık. Bu açıdan çalıĢmamız bir ilki oluĢturmaktadır. 

Sonuç olarak keten tohumunun kolon kanseri hücre hattındaki apoptotik 

etkisini, hem monolayer hem de sferoid modellerde göstererek kanserde etkili 

olabildiğini daha somut bir Ģekilde göstermiĢ bulunmaktayız. Bundan sonra 
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yapılacak çalıĢmalarda SDG‟nin apopitotik yolaklarında hangi genlerin eksprese 

olmasına neden olduğunun daha detaylı araĢtırılması gerektiğini düĢünmekteyiz, 

çalıĢmamızın bu anlamda, planlanacak hücre kültürü deneylerine kaynak 

oluĢturacağına ve ıĢık tutacağına inanmaktayız. 
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7.ÖZET 

Linum Usitatissimum Bitkisinden Elde Edilen Sekoisolarikiresinol 

Diglukosid Maddesinin Kolon Kanseri Hücre Hatları Üzerine Etkisi 

Kolorektal kanser, görülme sıklığı bakımından tüm kanser türleri arasında 

meme, prostat ve akciğer kanserlerinden sonra 4. sırada yer almaktadır. Kolon 

kanseri nedenleri arasında, kalıtım, çevresel, beslenme kaynaklı, radyasyon, 

adenometanöz polip, inflamatuar bağırsak hastalığı, kolonda daha önceden karsinom 

varlığı gibi durumlar bulunmaktadır. 

Keten tohumu  (Linum usitatissimum),  30- 100 cm boyunda,  mavi çiçekli ve 

tek yıllık bir kültür bitkisidir. Günümüzde bitkisel ürünlere dayalı beslenmenin 

kronik hastalık, özellikle kanser riskini azaltabildiğine dair çok sayıda in vivo - in 

vitro ve klinik deneme verileri vardır. Keten tohumu bu açıdan incelendiğinde, α-

linolenik asit ve iyi kaliteli protein bakımından zengin olmasının yanı sıra, flavonoid, 

lignan ve fenolik asitler gibi fitokimyasalların da doğal kaynağı durumundadır.  

Keten tohumu memeli lignan ön maddesi olan sekoisolarikiresinol diglikozit 

(SDG) açısından en zengin kaynaktır (0.2-3.7 mg/g tohum). Keten tohumunda 

bulunan SDG lignan sadece anti-kanser ve anti-oksidan özelliğe sahip değil, antiviral 

antibakteriyal ve antifungal özelliğe de sahiptir.  

ÇalıĢmamızda keten tohumunda bulunan sekoisolarikiresinol diglukozitin 

anti- kanser özelliği göz önüne alınarak, kolon kanseri hücre hatları üzerinde, 

apoptotik etkilerini iki boyutlu, üç boyutlu kültür ortamında ve gen ekspresyon 

düzeyinde incelemeyi planladık. DSMZ‟ den sağladığımız CCL-228-SW 480 kolon 

karsinoma hücre hatları üzerine, in vitro ortamda SDG uygulayarak etkisini; 

proliferasyon, canlılık ve tutunma deneyi, imünohistokimyasal olarak aktif Kaspaz – 

3 ve AIF tayini, Bromodeoksiüridin (BrdU) iĢaretleme indeksi, TUNEL, RT PCR ile 

kaspaz - 3 mRNA ekspresyon düzeylerinin saptanması metodlarını kullanarak 

belirledik.  

ÇalıĢmamızın sonunda kolon kanseri hücre hattına etkin dozlarda (etkin 

dozlar: 24. – 48. – 72. saatleri için sırsıyla 100 µM – 150 µM – 150 µM) verilen 

SDG‟nin, hücre prolifresyonunu azalttığı, apopitotik hücre sayısını arttırdığı hem iki 
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boyutlu, hem üç boyutlu kültür ortamında, hem de gen ekspresyon düzeyinde 

göstermiĢ bulunmaktayız.  SDG‟nin SW 480 kolon kanseri üzerine apopitotik etkisi 

daha önce sferoid modelde gösterilmemiĢtir, bu açıdan çalıĢmamız bir ilktir. Bunun 

yanı sıra bizler elde ettiğimiz iki ve üç boyutlu kültür sonuçlarımızın daha sonra 

yapılacak SDG ve kanser çalıĢmalarına ıĢık tutacağı kanısındayız. 

Anahtar Kelimeler: Linum Usitatissimum, kolon, karsinoma, in-vitro 
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ABSTRACT 

Effect Of Diglukosid Sekoisolarikiresinol Obtained From Plant Of Linum 

usitatissimum On Colon Cancer Cell Lines 

The incidence of colorectal carcinoma is ranked 4th after breast, prostate and 

lung carcinomas. Most of colon tumors are consisted of adenocarcinomas. Etiology 

of column carcinomas includes heredity, nutrition, radiation, adenomatous polypes, 

inflammatory bowel disease and earlier colon carcinomas.   

Linum Usitatissimum is a 30-100 cm in length and blue flowered annual 

cultivated plant. There are so many in vivo, in vitro and clinical research results 

proving herbal nutrition can reduce the incidence of chronic diseases and the risk of 

cancer. Linum Usitatissimum contains so much good quality protein and α - linolenic 

acid and also it is the natural source of flavonoids, lignin and fenolic acid. It is also 

the main source of sekoisolarikiresinol diglukocid (SDG) – the precursor of mammal 

lignin- (0.2-3.7 mg/g). Beside anti-carcinogenic and anti-oxidant properties the 

sekoisolarikiresinol diglukocid of Linum Usitatissimum have also antiviral, 

antibacterial and antifungal properties.  

We planed to investigate the apoptotic effects of sekoisolarikiresinol 

diglikozit which is the extract of Linum Usitatissimum on the human colon 

carcinoma cell lines CCL-228-SW 480 in both two and three dimensional culture 

conditions. In this context we planned to investigate cell proliferation, vitality and 

adhesion by immunohistochemically determination of active caspase-3 and AIF, 

bromodeoxyuridine (BrdU) labeling index, determination of expression levels of 

caspase-3 and AIF mRNAs with RT-PCR and TUNEL method by using the plant 

extract to the cell line CCL228-SW 480 provided from DMSZ in vitro conditions.  

We proved that the extract of Linum Usitatissimum causes apoptosis on  

effective dose (effective doses: 100 µM – 150 µM – 150 µM for 24. – 48. – 72. 

hours) with BrdU, Tunnel, Caspas-3, AIF and mRNA on cells of human colon 

carcinoma cell lines. Because of two and three dimensional culture our study is more 

comprehensive than other studies. And three dimesional culture is closer to cancer 

forms. It‟s clearly understood that Linum Usitatissimum‟s extract, SDG, is beneficial 
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for many of cancers especially colon cancer.  We think that our two and three 

dimensional studies are helful for further cancer studies. A new treatment alternative 

for colon carcinoma will be improved. Also, it will be beneficial for both patients 

health and treatment costs. 

Keywords: Linum Usitatissimum, colon, carcinoma, in-vitro 
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