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KERSETİN VE EPİGALLOKATEŞİN GALLAT’IN C6 GLİOBLASTOMA 

MULTİFORME KANSER HÜCRELERİ ÜZERİNE TOKSİK ETKİLERİNİN VE 

BU ETKİLERDE KALSİYUMUN ROLÜNÜN ARAŞTIRILMASI 

 

ÖZET 

Bu çalışmada, kersetin ve epigallokateşin gallatın, C6 gliomalar üzerine etki 
mekanizmaları ve bu mekanizmalarda kalsiyumun rolü araştırılmıştır.  

Yöntem olarak MTT, nötral kırmızısı ölçümü, sülforodamin ölçümü ile akridin oranj 
yöntemleri kullanılmıştır. Kersetin ve epigallokateşin gallatın sitotoksik etkilerinde 
kalsiyumun rolünü anlamak için kalsiyum fosfat (homeopatik tarzda) ve tapsigargin 
kullanılmıştır. Hem tek başına uygulanan kersetin hem de epigallokateşin gallat, C6 
hücreleri üzerine doz ve zamana bağımlı sitotoksik ve apoptotik etkiler göstermiştir. 
Kersetinin kalsiyum fosfat ile kombinasyonu mitotik hücre ölümüne sebep olurken, 
tapsigargin ile kombinasyonu kaspazlara bağlı olmayan hücre ölümüne sebep olmuştur. 
Epigallokateşin gallatın kalsiyum fosfat ile kombinasyonu, epigallokateşin gallatın 
apoptotik etki mekanizmasını değiştirmemiştir. Ancak epigallokateşin gallatın 
tapsigargin ile kombinasyonları kersetine benzer şekilde kaspazlara bağımlı olmayan 
hücre ölümüne sebep olmuştur. 

Sonuç olarak, bu çalışmada hücre içi kalsiyum dengesini değiştirerek hücreleri 
apoptozdan farklı hücre ölümlerine de sevkedilebileceği gösterilmiştir. 
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INVESTIGATION OF TOXIC EFFECTS OF QUERCETIN AND 
EPIGALLOCATECHIN GALLATE 

 ON C6 GLIOBLASTOMA MULTIFORME CELLS AND EFFECTS OF 
CALCIUM FOR THESE MECHANISMS 

 

ABSTRACT 
 
In this study, mechanisms of effects of quercetin and epigallocatechin gallate on C6 
glioblastoma multiforme cells and role of calcium for this mechanisms were searched.  

As testing methods MTT, Neutral Red, Sulforodamin-B, Acridine Orange were used. 
Calcium phosphate (in homeopathic manner) and thapsigargine were used for 
understanding of role of calcium for cytotoxic effects of quercetin and epigallocatechin 
gallate. By unique application of quercetin and epigallocatechin gallate gave rise to dose 
and time dependent cytotoxic and apoptotic effects on C6 cells. While, combinations of 
quercetin with calcium phosphate brought about mitotic cell death, combinations of 
epigallocatechin gallate with thapsigargine caused to caspase-independent cell death. 
Combination of epigallocatechin gallate with calcium phosphate could not alter 
apoptotic mechanisms of epigallocatechin. However, combination of epigallocatechin 
gallate with thapsigargine gave rise to caspase-independent cell death like that of 
quercetin.  

As a conclusion, in this study, it was shown that cells can induce to different cell death 
from apoptosis by perturbation of intracellular calcium balance. 

 

 

 

 

Key Words: quercetin, epigallocatechin gallat, thapsigargine, calcium phosphate, 
glioma, cell death. 
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GİRİŞ ve AMAÇ 

Kanser, proliferasyon yeteneği yüksek olan somatik hücrelerde görülen 
genetik bir hastalıktır (Liotta ve Liu, 2001). Tedavisi ve tanısı birçok uzmanlık 
dallarının işbirliğini gerektirmektedir. Tüm dünya nüfusunu etkileyen kanser, 
uzun yıllardır en çok araştırılan bir hastalık olmasına karşın radikal bir tedavisi 
bulunamamış ölümcül hastalıktır. Ölüm nedeni olarak, dünyada 
kardiyovasküler hastalıklardan sonra ikinci sırada yer alan kanser her yaşta 
gelişebilen, çeşitli organ ve dokularda fonksiyon ve yapı bozukluğuna neden 
olan önemli bir hastalıktır (Murray ve ark., 1998). Boveri’nin modern 
paradigmasına göre kontrolsüz hücre proliferasyonu olan kanseri somatik 
hücrelerdeki mutasyonlar etkilemektedir (Qumsiyeh ve Li, 2001). Kanserin 
ayrıntılı pek çok tanımı vardır. Bu tanımlardan en kolay olanı, kanserin 
kontrolsüz büyüme ve anormal hücre yayılımı ile karakterize bir hastalık grubu 
olduğudur. Eğer yayılım kontrol edilemezse, hastalık ölümle sonuçlanabilir. 
Coğrafi değişkenlik kanser tiplerinde de farklılıklar gösteriyor. Örneğin mide 
kanseri Japonya’da, göğüs kanseri Amerika’da yüksek oranlarda 
gözlenmektedir (Russell, 2004). Ölüm oranlarında erkeklerde ilk sırayı akciğer 
(2002 yılında 89 000 ölü), prostat (30 000 ölü) ve kolon (28 000 ölü) kanseri, 
kadınlarda ise akciğer (60 000 ölü), meme (40 000 ölü) ve kolon (29 000 ölü) 
kanseri yer alıyor (Russell, 2004).  

Kanserin ölümle sonuçlanan ve ekonomik kayıplara neden olan bir 
hastalık olması sebebiyle Türkiye için önceliği ve öneminin rakamlarla ortaya 
konulması son derece önemlidir. Türkiye’de yıllık kanser insidensi yüz binde 
150 olarak tahmin edilmiş ve her yıl 90 000 -100 000 dolayında yeni kanser 
olgusunun görüleceği düşünülmektedir (Kayaalp, 1998). Kanser vakalarındaki 
artmanın nedenleri; yetersiz hijyenik şartlar, yetersiz beslenme, çevre kirliliği, 
stres, kimyasal maddelerin kullanımındaki artış, radyoaktif maddelerin bilinçsiz 
kullanımı, bölgenin jeolojik yapısı, kanser tanı yöntemlerinin gelişmesi ve 
halkın bilinçlenmesi ile açıklanabilir. Kanser vakalarının bölgelere göre 
dağılımlarında Ege bölgesi ilk sırada (%22), İç Anadolu Bölgesi ikinci sırada 
(%18), Doğu Anadolu Bölgesi üçüncü sırada (%14), ve Karadeniz, Akdeniz, 
Marmara bölgeleri dördüncü sırada (%13) yer almaktadır (Kaya ve Bölükbaş, 
2003). Ülkemizde sigarayla ilişkili kanserler artarken, gelişmiş ülkelerde 
beslenme ve genetik faktörlerle ilişkili kanserlerin artmakta olması; Türkiye’de 
kanser korunmasındaki en önemli hedefin sigara olduğunu göstermektedir 
(Yarış ve ark., 2003).  

Kanser bir seri genetik hasarın birikimi ile çevresel etmenlerin bağımsız 
ya da işbirliği sonucu ortaya çıkmaktadır. Kanserdeki ilerleme genetik 
bilgilerdeki değişimlerin birikmesiyle oluşur. Genlerdeki bu değişim sonucu 
tümörün invazyon ve metastazı gerekli görülür (Liotta ve Liu, 2001). İnsan 
kanserlerine yol açan değişimlerin hedeflediği başlıca kanser genleri, özellikleri 
itibariyle onkogenler ve tümör baskılayıcı genler olarak sınıflandırılabilir. 
Tümör baskılayıcı genler normal hücrelerin kanserli hücre haline dönüşmesini 
engelleyen genlerdir. Genetik hasar olarak isimlendirdiğimiz mutasyonlardan 
bazıları, hücre çoğalmasının kontrolünü etkilerken, diğerleri tümör hücrelerinin 
bulundukları noktalardan taşınmasını ve uzak mesafede yaşamalarını veya 
tümörün büyümesi için gerekli olan anjiyojenik işlemleri uyarmaktadırlar. 
Sonuç olarak kanser hastalığı hücre seviyesinde genetik bir bozukluk olarak 
kabul edilmektedir (Klug ve Cummings, 2000). Bağ dokusu en çok tümörün 
oluştuğu dokudur. Kanser hastalığının klinik çehresi gelişmekte olan tedavi 
yöntemlerini de dikkate almamız gerekirse şu planı içermektedir. (1) 



neoplazmanın kendine özgü dokusal yapısı, (2) tümörün derecesi ve organ 
dokusunun ilgisinin kapsamı, (3) kanser tiplerinin biyolojik karakteristiği ve 
nedensel etkenleri. Kanserde erken tanı çok önemlidir. Kanser insidensinin 
yüksek olması dışında terapide görülen problemlerle de önem kazanmaktadır. 
Kemoterapide amaç hastanın normal hücrelerine zarar vermeksizin tümör 
hücresinin büyümesini ve çoğalmasını durdurmak ve mümkünse onları yok 
etmektir.  

Kanser ile ilgili gelişmelerde amaç, kanserin normal hücrelere göre 
farklı özelliklerinin aydınlatılması ve bu özellikleri dikkate alarak normal 
hücrelerde istenmeyen etkiler oluşturmayacak yani sadece kanser dokusuna 
selektif olacak terapiler geliştirilmesidir. Sonuç olarak kanser tedavisinde daha 
etkili ve iyi ilaçlara şiddetle gereksinim vardır. Çünkü kanser hastalığı henüz 
radikal tedavisi olmayan bir hastalıktır. Bu çalışmada amaç, homeopatik olarak 
beyin tümörlerinin tedavisinde Ruta ekstresine destek olarak verilen kalsiyum 
fosfatın, etkisini hücresel düzeyde görebilmektir. Bu çalışmada Ruta 
ekstresinde en bol bulunan fenolik olan rutinin (kersetin-3-rutinozid) öncü 
maddesi olan kersetinin benzer etki gösterip göstermediği de araştırılmaya 
çalışılmıştır. Ayrıca rutin ve kersetin östrojenik etkileri olan fenolik 
maddelerdir, bununla birlikte epigallokateşin gallat anti-östrojenik çalışan bir 
fenoliktir. Bu çalışmada, zıt yönde çalışan aynı gruba dahil iki doğal maddenin 
proliferasyon ve hücre ölümü üzerine olan etkilerinde, hücre dışından alınan 
kalsiyumun (CP kombinasyonları), storlardan çekilen kalsiyumun (TG 
kombinasyonları) önemi araştırılmaya çalışılmıştır. Ayrıca elde edilen bulgular 
ile sitoplazmada kalsiyum miktarındaki artış ile hücrede ölüm 
mekanizmalarının değiştiği gösterilmek istenmiştir. 

 
KAYNAK BİLGİSİ 

Kanserli Hücre Biyolojisi 

Kanser, hücrelerin sürekli olarak çoğalması ile karakterize bir düzen 
bozukluğudur. Bu durum, sürekli çoğalarak aşırı miktarda artan hücre sayısının 
normal olarak gerçekleşen uygun miktarda hücre kaybıyla dengelenmemesi 
sonucu gerçekleşir. Bu hücreler invazyon yaparlar ve organizmanın organlarını 
hasara uğratırlar. Kanser hücreleri kaynaklandıkları hücrelere göre daha kısa 
zamanda ölmelerine rağmen yeni hücre oluşumu o kadar hızlıdır ki, sonuçta 
hücreler devamlı birikir. Bu dengesizlik (aşırı hücre birikimi), hem kanser 
hücrelerindeki genetik anormalliklerden hem de organizmanın bu hücreleri 
tanımada ve yok etmedeki başarısızlığından dolayıdır. 

Kanserli hücreler normal hücrelerden en önemli iki karakteristik özelliği 
ile farklılık gösterirler. Hücrelerin büyümesi ile dokuları istila etmesi yani 
invazyon ve metastaz ile farklı bölgelerde kolonize olması. İnvazyon bütün 
neoplazmaların bir özelliği olan kontrolsüz çoğalmadır. Kanserli hücreler 
sınırsız çoğalma, yerel dokuları işgal, vücudun diğer bölümlerine yayılma ve 
metastaz oluşturma yeteneklerine bağlı olarak 3 gruba ayrılmaktadır.  

1.Benign Tümörler: Herhangi bir dokudan köken alabilen bölgesel 
tümörlerdir, ancak uzak bölgelere yayılma özelliği yoktur. 

2.In-situ Tümörler: Kanser hücrelerinin morfolojik görüntülerine 
sahiptirler, fakat epitelyal tabakada kalırlar, bazal hücre zarına veya destek 
dokuya geçemezler (Franks ve Teich, 1998). 



3.Malign Tümörler: Büyüyebilmeleri için kan akımıyla sağlanan 
besinlere ihtiyaç duyarlar ve kan damarlarının tümör içinde büyümesini uyaran 
proteinler üretirler. Anjiogenez ile oluşan yeni kan damarları düzensiz bir 
şekilde tümör içinde yayılırlar. Kanser hücreleri bu damarlarla ikincil 
tümörlerin oluşacağı uzak organlara taşınırlar, yani vücudun diğer bölgelerine 
metastaz yaparlar (Hu ve ark.,1993). 

Kanserli hücreler köken aldığı doku ve hücre tipine göre isimlendirilir. 
İnsanda oluşan kanserlerin %90’ı epitelyal hücrelerin fiziksel ve kimyasal 
hasarlara uğraması sonucu meydana gelmektedir (Alberts ve ark., 1994). 

Kanser cinsel hücre hastalığı olmayıp, tek bir somatik hücre hastalığıdır. 
DNA düzeyinde intirinsik hatalar nedeniyle ortaya çıkar veya karsinojene 
maruz kalma ile indüklenir. Yenilenebilen dokularda hücre ölümü ve yeni 
hücrelerin üretimi (turnover)  söz konusu olduğundan kanser riski vardır. 
Yenilenemeyen hücrelerin “turnover”ı düşüktür, bu hücrelerde yenilenme 
olmadığından kanser oluşumu mümkün değildir. “Turnover” oranı düşük olan 
hepatosit (karaciğer) gibi hücrelerde hasarlar veya cerrahi girişimler sonucu 
oluşan yaralanmalarda kanser oluşumu çok nadir görülür. Bağırsak, kemik 
dokusu gibi hücreler hızlı “turnover”a sahip olduğu için sürekli hücre üretilir ve 
bu çoğalma değişikliği ile farklılaşma farklı hücre tipleri tarafından kontrol 
ediliyor. Kanser hücrelerinde differansiasyon (farklılaşma) yoktur. Kök (stem) 
hücreleri sadece bir defa bölünür ve iki yavru hücre oluşur. Sonraki bölünmeler 
yeni hücrelerde olur. Kanser hücrelerinde onkogen ve tümör supresör genleri 
bozulur. Böylece hücre sürekli bölünme özelliği kazanır. Kültürdeki hücrelerin 
çoğu yüzeye tutunarak çoğalırlar yani adherent hücrelerdir, ancak bazı 
transform ya da neoplastik hücreler kültürde süspansiye halde de yaşamlarını 
devam ettirebilirler. Hücreleri kültürde ele aldığımız zaman teorik olarak hücre 
belli bir zaman içerisinde iki yavru hücre oluşturarak bölünür. Oluşan iki yeni 
hücre tekrar bölünme geçirir ve bu teorikte 2n formülü ile sonsuza dek devam 
eder, ancak bu bölünme pratikte farklıdır. Tüm hücreler aynı anda bölünmez, 
bazıları bölünürken, diğer bir kısmı bölünmeyi tamamlamış olabilir, durgun 
hücreler olabilir veya farklı etki altında kalan hücreler ölebilir ve bu sebeple 
kültürdeki popülasyon idealden farklıdır. Bu olay eksponensiyel büyüme olarak 
tanımlanır. Kültürdeki hücrelerin eksponensiyel olarak çoğalma veya diğer bir 
deyişle hücrelerin bir siklusunun tamamlanması,  kitlenin iki katına çıkması 
(doubling time) olarak kabul edilir. Bu süre ve bununla ters orantılı olan 
çoğalma fraksiyonu kanser kinetiği açışından klinik anlamda da oldukça önemli 
parametrelerdir. 

                              Kontrol grubundaki hücrelerin iki katına çıkma 
zamanı       
Proliferasyon Oranı = ––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––– 

                              Deney grubundaki hücrelerin iki katına çıkma 
zamanı 

Eksponensiyel popülasyondan dolayı siklüsu etkileyecek olan ilaçlar bu 
tip hücrelerde ideal büyüme ve çoğalma profiline uymadığından problem 
olabiliyor. Günümüzde kullanılan kanser ilaçlarının büyük bir kısmı hücre 
siklüsunu etkiliyor, yani sadece siklüsun belli dönemlerindeki hücreleri 
etkiliyor. İlaçların kullanış amaçlarını tam olarak anlayabilmek için hücre 
siklüsu kinetiğini bilmek gereklidir. 

Hücre Siklusu 



Hücre bölünme mekanizması, bölünen hücrelerin tamamen aynı olması 
ve evrim boyunca hücrelerin genetik özelliklerinin korunması esasına dayanır. 
Hücre bölünme süreci, hücrelerin içeriklerini ve özellikle de kromozomlarını 
doğru bir şekilde duplike etmeyi garanti eder. İki yavru hücre ortaya çıkarmak 
üzere birbirini izleyen iki mitoz bölünme arasındaki aralık hücre döngüsü 
olarak tanımlanır. Hücre bölünmesinde, protein kinazlar tarafından regüle 
edilen nüklear DNA sentezinin ve ardından mitozun başlaması olayları kritik 
öneme sahiptir. Ayrıca, hücre siklusunun çeşitli fazları spesifik bir protein olan 
siklinler tarafından aktive edildiği de bilinmektedir.  Hücre döngüsü, diğer bir 
adıyla hücre siklusu geleneksel olarak iki aşamaya ayrılır: 1.Interfaz ve 2.Mitoz 

(M fazı olarak da bilinir). Tüm dokularda mitoz ile interfaz arasında hücresel 
yenilenmede gelişen bu değişiklikler hücre siklusunu oluşturur. İnterfaz kendi 
içinde 3 safhaya bölünür: G1 (sentez öncesi), S (DNA sentezi) ve G2 (post-DNA 
duplikasyonu sonrası). İnterfazın en belirgin olayı S fazında gerçekleşir, burada 
DNA’nın esas kromozomal kompenentleri ve DNA iki katına çıkar. Bu 
safhanın radioaktif DNA öncüleri ile işaretlenmesi (örn: H3 timidine) daha 
sonra ise biyokimyasal ve radiootografik metotlarla iz takibi ile gösterilmesi ve 
analiz edilmesi mümkündür. S fazı, G1 fazı adı verilen bir aralığın ardından 
gelir. G1 fazında RNA ve protein sentezi gerçekleşir ve bölünme sonucu oluşan 
hücrenin tekrar DNA sentezine başlayacağı zaman için kullanılır. Bu fazda 
kalan ve bölünmeyen hücreler G0 fazına geçerler, G0 fazındaki hücreler “durgun 
(quiscent) hücre” olarak isimlendirilir ve hücre günlerce, aylarca, hatta yıllarca 
kalacağı bir dinlenme dönemine girer. Mitozdan önce G2 fazı gelir ki, burada 
hücre mitoza başlamadan önce DNA’nın iki katına çıkarıldığından emin olmak 
ister, DNA replikasyonunun doğruluğu onaylanır ve hatalar düzeltilir. Hücre 
bundan sonra M yani mitoz fazına geçer. G1 ve G2 fazlarının diğer bir önemi de 
mitoz öncesi ve sonrası hücreye büyüme zamanı kazandırmalarıdır. Hücre 
bölünmesine hazırlık aşamasında hücre kütlesinin iki katına çıkarılması için 
hücrenin büyümesi gerekir. M (Mitoz) fazı sırasında replike edilen 
kromozomlar ayrılır ve mitoz ile ayrılan iki yeni çekirdekte paketlenir ve 
sitoplazma sitokinler tarafından iki kardeş hücreye bölünür. Mitoz fazı dinamik 
ve devamlıdır, kolay anlaşılması için profaz, metafaz, anafaz ve telofaz 
safhalarına bölünür. Profaz, nukleus kromatininin giderek spiralleşmesi ile 
karakterize edilir. Metafazda nukleus zarı ve nukleolus kaybolur, kromozomlar 
kutuplara göç ederler. Anafazda 2n kromozom sayısı 4n’e çıkar ve kardeş 
kromatidlerden biri hücrenin bir kutbuna, diğeri öteki kutba doğru hareket eder. 
Telofaz safhasında kutuplara çekilen kromozomlar iki yavru hücre oluştururlar 
(Abraham ve Kierszenbaum, 2006; Alberts ve ark., 1994; Bozkurt, 2000; 
Johnson, 1990; Junqueira ve ark., 1993). 

Çoğalma kapasitesine sahip hücreler normal olarak belli kontrol 
noktalarında dururlar. Bunların en önemlileri, ilki DNA sentezinden hemen 
önce, yani hücre S fazına girmeden hemen önce ve ikincisi mitozdan hemen 
öncedir. Bu histolojik olarak dinlenme periyotları, olasılıkla siklin bağımlı 
kinazların ve tümör supressor proteinlerin aktivitelerinin azalmasıyla 
gerçekleşir. Gerçekte, bu fazdaki hücreler hücre siklusunun bir sonraki fazına 
girecek proteinleri sentezlediklerinden biyokimyasal olarak aktiftirler. Bu geçiş 
dönemlerinde yani kontrol noktalarında, varsa genetik defektler düzeltilir. 
Sonuç olarak, hücre siklus boyunca ilerlerken iki kontrol noktasında durur ve 
kontrol edilmiş olur (Kastan ve Skapek, 2001) 

Apoptoz ve Kanser 



Apoptoz (programlı hücre ölümü) ve nekroz memeli hücrelerini ölüme 
götüren iki önemli olaydır. Normal fizyolojik şartlarda, hasarlı veya yaşlı 
hücreler, apoptoz olarak adlandırılan, genetik olarak düzenlenen bir hücre ölüm 
programıyla kendi kendilerini öldürür, yani apoptoz; gelişim, homeostaz ve 
patojenezde önemli rol oynayan hücre intihar mekanizmasıdır (Hu ve ark., 
2001). 

Apoptoz organizmada doğru bir şekilde işlemelidir. Ölmesi gereken 
hücrelerimiz zamanında ve gerekli sayıda ölmelidir. Bir şekilde hızlanmış veya 
yavaşlamış bir apoptoz patolojiktir (http–1). Programdaki bozukluğun neden 
olduğu aşırı hücre artışı kanser ve otoimmün hastalıklara, hücre azalışı ise 
AIDS ve nörodejenaratif hastalıklara neden olmaktadır. Apoptozun özellikle 
embriyonun gelişim ve farklılaşma işleminde de rolünün vazgeçilmez olduğu 
bilinmektedir (Krauss, 2001). Bunun yanı sıra bağışıklık sisteminde sitotoksik 
T lenfositleri tarafından virüs enfeksiyonlu hücrelerin ve otoreaktif B veya T 
lenfosit hücrelerinin eliminasyonu da apoptozis ile gerçekleştirildiği 
gösterilmiştir (Clermont ve ark., 2003). Apoptozun diğer bir fonksiyonu hasarlı 
DNA’ya sahip hücrelerin yıkımını sağlamasıdır. Bu tip hücreler mutasyon 
birikimine uğramadan ve bir tümör hücresine dönüşmeden önce apoptotik 
program ile öldürülmektedirler (Krauss, 2001).  

 

 
 

Şekil 1. Apoptoz ve Nekroz (http-1) 

Hücre ölüm şekli olan apoptoz ve nekroz mekanizmaları arasında 
belirgin farklar olduğu ilk kez Kerr ve arkadaşları (1972) tarafından 
anlaşılmıştır. Nekroz, akut hasarda görülen, fizyolojik olmayan bir durumdur. 
Nekrotik hücrelerde şişme, sitoplazma organellerinin dağılması, hücre 
membranının bozulması ve patlaması karakteristik özelliklerdir. Dokunun 
nekroza verdiği cevap ise inflamasyon oluşumu tarzındadır. (Dive ve ark., 
1992). Apoptoza giden hücreler büzüşür, hücreler arası bağlantılarını kaybeder, 
yoğunlaşır, kromatin parçalanır ve küçük apoptotik cisimler oluşturmak üzere 
yıkılır. Apoptotik cisimler makrofajlar tarafından fagosite edilir, bu nedenle 
inflamasyon görülmez. 

Apoptotik hücreler organizmanın bazı dokularında ve hücrelerinde 
sürekli olarak oluşmaktadır ve bu oluşum ömür boyu devam etmektedir. 



Böylece ölüm (apoptoz) ve yeniden yapım (mitoz) bu dokularda doku 
homeostazisini oluşturmak üzere dinamik bir denge halinde süregelir (Wyllie, 
1980).  

Apoptozun genetik ve moleküler mekanizmaları 1980’lerin sonunda bir 
nematod solucanı olan Caenorhabditis elegans’da, tam olarak 131 hücrenin 
öldürülüp 959 tanesinin kalmasıyla ortaya çıkarıldı (Korsmeyer ve Zinkel, 
2001). Burada, apoptozda birbirini izleyen dört basamak vardır. 

1. Hücre dışı ve hücre içi faktörlerin uyardığı hücre ölümü için hücrenin 
programlanması. 

2. Kaspazlar (Sistein aspartik asit-özgün proteaz) olarak adlandırılan 
hücre içi proteazların aktivasyonuyla hücre ölümü ya da idamı. 

3. Makrofajlar tarafından apoptotik cisimlerin fagositozu. 

4. Apoptotik cisimlerin lizozomal yıkılması. 

Kaspazlar, sistein proteazlardır ve aspartik asitten sonraki peptit bağını 
kırarlar. Hücrede inaktif olarak bulunurlar ve proteolitik olarak birbirlerinin 
aktifleştirirler. Böylece bir kaskad şeklinde işlerler. Apoptozda hücreyi 
parçalayan yani apoptotik morfolojinin oluşumunu sağlayan etkenler olarak 
bilinirler. 

Apoptoz mekanizması çok sayıda ve çeşitte modülatör tarafından 
düzenlenir. Bunlar arasında bazı iyonlar (kalsiyum), moleküller (seramid), 
genler (c-myc), proteinler (p53) ve hatta organeller (mitokondri) 
bulunmaktadır. Apoptotik süreç boyunca hücre içine sürekli Ca+2 girişi 
gerçekleşir. Buna rağmen hücreye Ca+2 girişi apoptozisin gerçekleşmesi için 
her zaman gerekli değildir. Hücre kültürü çalışmaları çeşitli uyarılara karşı 
apoptotik yanıtı p53’ün indüklediğini ve bcl-2’nin baskıladığını açıkça 
göstermektedir (Pan ve ark., 1997; Korsmeyer ve Zinkel, 2001). Bcl-2 ailesi 
birbirine zıt etkileri olan iki gruptan oluşur. Bu gruplardan biri pro-apoptotik, 
apoptozu indükleyici etkiye sahiptir. Diğeri ise anti-apoptotik apoptozu 
baskılayıcı etkiye sahiptir. Pro-apoptotik olanlar, sitokrom C’nin mitokondriden 
sitoplazmaya salıverilmesini indüklerler. Anti-apoptotikler ise sitokrom C 
salıverilmesinin baskılarlar. Bu yüzden, pro ve anti-apoptotik üyelerin dengesi 
yaşam ile ölüm arasındaki seçeneği belirler. Apoptotik süreçte kritik, geri 
dönülemez aşama mitokondrinin aktivasyonudur. Apoptozu başlatan yolların 
kesiştiği kavşak noktanın mitokondri olduğu görülmüştür (Korsmeyer ve 
Zinkel, 2001; Alles ve ark., 1991). 

Apoptoz, yargı (commitment) ve infaz (execution) fazlarından oluşur. 
Yargı fazı hücrenin uyaranlara kendi kendisini imha etmesinin sağlayacak 
yanıtlar oluşturması, bu işlemden ölüme kadar olan aşamalar da infaz fazını 
oluşturur. Apoptoz, nakil edilen hücre reddinde, bir seri otoimmün hastalıkta, 
nörodejenerasyonda, kalp hastalığında ve kanserde (lemfoproliferatif hastalık) 
görülür. Ancak bazı tümör hücrelerinin apoptotik yeteneklerini kaybettikleri de 
bilinen bir gerçektir (Karp, 1999). Apoptozun düzenlenmesinde ve devamında 
görev alan gen ürünleri, hastalığın seyrinde, tanıda ve tedavide olası 
hedeflerdir. 

 



 

 
Şekil 2. Apoptozun Genel Görünümü (http-1) 

  

BEYİN TÜMÖRLERİ 

Beyin tümörleri, beyin içinde büyüyen tümörlerdir ve tüm hastalıklar 
içinde en dramatik prognozu olanlardan birini oluşturmaktadır. Beyin 
tümörleri, nöbet ve baş ağrısı dışında belirgin olmayan kognitif değişiklikler ve 
kişilik değişikliklerine yol açabilirler (Oğuz ve ark, 2005). Amerika’da her yıl 
yaklaşık 17.000 beyin tümörü ve sinir sistemi kanseri gözlenmektedir, ayrıca 
tüm kansere bağlı ölümlerin ise %2’si primer beyin tümörlerinden 
kaynaklanmaktadır. (Russell, 2004). Modern beyin tümör cerrahisi 1884’de 
Rickman Godlee tarafından İngiltere’de yapılan operasyon ile başlamıştır 
(Kaye ve Laws, 2001). Günümüzde beyin tümörlerinin sınıflandırması hemen 
hemen patolojiye dayanmaktadır. Beyin tümörlerinin bugünkü sınıflamasının 
temelini Wirchow atmıştır. Wirchow 1860’da beynin hücrelerarası matriksi 
olarak nörogliayı tarif etmiş, yine tümörlerin makroskobik ve mikroskobik 
özellikleri arasında bağlantı kurulmasını sağlamış ve “glioma” tarifini de ilk 
kez yapmıştır. Bailey ve Cushing 1926 yılında gliomaların bir sınıflamasını 
yaptılar, ancak bu sınıflama karmaşıklığı dolayısı ile geniş bir kabul görmedi. 
1993’de WHO (World Health Organisation) tümörlerin sınıflandırmasını 
yayınladı (Kliehues ve ark., 1993). Bugün için en sık kullanılan sistem ise 2000 
yılında yeniden gözden geçirilerek düzenlemeler yapılan 1993’deki WHO 
sınıflandırmasıdır (Kliehues ve ark., 2000) En temel intra-axial beyin tümörleri 
olan gliomalar astrositleri, oligodendrgliomaları ve ependimal tümörleri içerir. 
Medulloblastomalar, diğer seyrek nöroektodermal tümörler ve temel CNS 
limfomalar daha az yaygın olanlardır (Russell, 2004). Tüm bu tümörler beyin 
dokusunu istila etmeye eğilimlidirler ve hiç biri cerrahi yolla tam olarak kesilip 
alınamaz. Gliomaların en yaygını olan Astrositik tümörler benign’den malign’e 
doğru IV evrede sınıflandırılıyor (Kliehues ve ark., 2000). 

Pilositik Astrositoma (Evre I):  Bu tümör düşük evre glial tümörlerin 
çok sık bir varyantıdır ve tipik olarak çocuk ve genç yaştaki erişkinleri etkiler. 
Çocuklarda çok yaygın olan son derece düşük dereceli fokal tümörlerdir ve 



bunlar çoğu kez tam cerrahiyle kesilip alınarak iyileştirilebilirler. Çocukluk 
çağı beyin tümörlerinin ise %15’ini teşkil eder. Pilositik astrositomalar orta hat 
yapılarında yerleşim gösterirler. Pilositik astrositomalarda malign dejenerasyon 
beklenmez ve rekürrens olduğunda histolojik tip her zaman aynıdır.  

Fibriller Astrositoma (Evre II): Evre II tümörler astrositomaların 
yaklaşık olarak %10-15’ini oluştururlar. Genellikle daha genç yaşları etkilerler 
ve ortalama etkilenen hastaların yaşları 35 dolayındadır. Evre II tümörlerin 
gelişmesinde fazla zamana ihtiyaç duyulur, genellikle yıllar ile ölçülebilen bir 
periyot içinde gelişir ve çoğunlukla histolojik çehre oluşturuyor. Fibriller 
tümörler daha sert lastik kıvamındadır. Fibriller astrositomalar değişken 
miktarda gliofibriller matriks içerirler. 

Glioblastoma Multiforme (GBM) ve Anaplastik Astrositoma (AA) 
(Evre III ve IV): Glioblastoma Multiforme erişkin yaş grubundaki en sık 
primer beyin tümörüdür. Primer beyin tümörlerinin dağılımı büyük oranda 
yaşla ilintilidir. Glioblastoma ve anaplastik astrositoma çok geniş bir şekilde 
beyin içine sokulmaya eğilimli, hızla yayılan ve beyni yıkıma uğratan dağınık 
tümörlerdir ve insidensleri 14 yaş altında 100.000’de 0.2–0.5 iken, 45 yaş 
üzerinde ise 100.000’de 4–5’ çıkmaktadır. Aynı şekilde anaplastik 
astrositomaların yaş ile yerleşim alanları da değişkenlik göstermektedir. 
Glioblastoma için ortalama yaş 60 dolayında iken, anaplastik astrositomada 
ortalama yaş 50 dolayındadır. GBM ve AA erkeklerde kadınlara göre, beyaz 
ırkta da siyah ırka göre bir miktar daha sık görülür. Yapılan çalışmalarda ortaya 
atılan hipotezler göre düşük grade astrositomalardan basamak basamak GBM’e 
ilerleyiş kromozom 10 ve 17’de yerleşim gösteren supresör genlerin kademeli 
kayıplarından ileri gelmektedir. Bu kayıplar tümör büyümesini ve 
heterojenitesini artıran dominant onkojenlerin aktivasyonuna yol açmaktadır. 
GBM ve AA glial hücrelerden kaynaklanan malign astrositik tümörlerdir ve 
genellikle serebral hemisferlerin derin beyaz maddesin de yerleşirler. Tüm 
gliomaların tedavisi sık sık cerrahi işlem, radioterapi ve kemoterapi gerektirir. 
GBM ve AA tedavisinde tek başına cerrahi ile semptom kontrolü ve sağkalım 
mümkün olmamaktadır. Prospektif çalışmalar göstermiştir ki radyoterapi (RT) 
sağkalım üzerine önemli derecede katkı sağlar. Adjuvan kemoterapinin RT ile 
uygulandığında, yaşam süresi üzerine katkılarını gösteren çalışmalar vardır 
(Altınbaş ve ark., 2003).  

KANSER HÜCRELERİNİN ÖNEMLİ ÖZELLİKLERİ 

Klonal orijin: Çoğu kanser hücresi tek bir anormal hücreden doğar. Baz 
kanserler birden fazla sayıda malign klonlardan doğar. Bu klonlar, ya bir saha 
hasarı (dokunun birden fazla sayıda hücresi karsinojene maruz kalmasıyla) ya 
da bazı genlerdeki kalıtımsal defektler sonucu oluşurlar. 

İmmortalite:  Çoğu normal hücrenin bölünme sayısı sınırlıdır. Kanser 
hücreleri ise sınırsız sayıda bölünürler (çoğalırlar) ve bitmez tükenmez 
miktarda hücre oluştururlar. İmmortalitenin mekanizmalarından biri kromozom 
uçları olan telomerlerdir. Hücre diferansiye olurken, çoğu normal hücre tipinde 
telomerler gittikçe kısalır. Fakat kanser hücrelerinde ve stem hücrelerde 
telomerler telomeraz enziminin etkisiyle yenilenirler. Bu enzim normal olarak 
hücreler diferansiye olurken bir taraftan programlı bir şekilde gittikçe azalır. 
Tamamıyla diferansiye olmuş bir hücre istirahat “senescent” durumuna girer ve 
sonunda çoğalma kapasitesini yitirdiğinden ölür. Oysa birçok kanser tipinde 
telomeraz etkinliğini sürdürür veya aktive edilir. Sonuçta, telomerlerin 
uzunluğu sabit kalır ve hücre sınırsız sayıda çoğalır (immortal kalır).  



Genetik instabilite:  Bu durum, DNA tamirindeki ve DNA 
“mismatche”lerini tanımadaki defektlerden dolayıdır ve kanser hücrelerinin 
heterojen olmasına yol açar. Kanser hücreleri proliferasyon kontrol 
mekanizmalarına gittikçe daha az yanıt veren klonlar oluştururlar. Bu klonların, 
ayrıca yabancı ortamlarda yaşama yeteneği de gittikçe artar ve böylece 
metastaz yaparlar.  

Kontakt inhibisyonun ve substratuma tutunarak büyüme 
özelliklerinin kaybı: Kültür ortamında büyüyen normal hücreler hücrelerin 
normalde yapıştığı substratuma yapışamazlarsa bölünemezler. Normal hücreler 
çoğalıp üzerinde büyüdükleri tüm yüzeyi tek tabaka halinde (monolayer) 
doldurduklarında (konfluent hale geldiklerinde) da bölünme özelliklerini 
kaybederler. Hatta besiyerleri bölünmeleri için gerekli tüm büyüme faktörleri 
ve diğer besin elemanlarını (nütrientleri) ihtiva etse bile bölünmezler. Kanser 
hücreleri ise, yarı katı bir besiyerinde substratuma yapışmaya gereksinim 
duymadan bağımsız olarak bölünmeye (büyümeye) devam edebilirler. Hatta 
hücre kültürlerinde birden fazla tabaka oluşsa bile büyümeye devam edebilirler.  

Proliferasyonun büyüme faktörlerinden ve nütrientlerden bağımsız 
olarak devamlı artışı: Bu durum kültür ortamındaki kanser hücrelerinin bir 
özelliğidir. Kanser hücreleri beslenmeleri için gerekli besin faktörlerini 
tüketmelerine rağmen büyümeye devam ettiklerinden aslında kendi kendilerini 
öldürmektedirler. Birçok hayvan türünün de bu şekilde davranması ilginçtir.  

Anjiogenez: Anjiogenez mevcut kan damarlarından yeni damarların 
oluşumu şeklinde açıklanabilir. Vücutta doğal olarak ortaya çıkan bir süreç 
olup, bazı durumlarda patolojik de olabilir. Birkaç milimetrenin üzerinde tümör 
büyümesi anjiogeneze bağlıdır. Kan desteği olmayan kanser kolonileri çap 
olarak 1 mm’den daha fazla büyüyemezler. Kan akımı sağlandıktan sonra, 
hücre ölüm hızı azalır ve tümör hızla büyür. Yeni kan damarlarının oluşumu 
anjiogenez adlanır. Anjiogenez oldukça karmaşık bir mekanizma ile 
gerçekleşir. Ekstraselüler matriks ve matriksi çevreleyen hücrelerden salınan 
pek çok büyüme faktörü, sitokinler ve bunların reseptörleri anjiogenezde rol 
oynar. Anjiogenez tümörlerin yayılmasında yani metastazda önemli rol oynar 
(Konukoğlu ve Turhan, 2005; Carmeliet, 2003). 

Metastaz: Benign tümörlerde veya normal hücrelerde bulunmayan bir 
özelliktir, sadece malign hücrelerde görülür. Habis tümörler yalnızca 
bulundukları doku ve organa zarar vermekle kalmazlar, yakınlarındaki organ ve 
dokulara da yayılabilir ve zarar verebilirler. Ayrıca kanserli hücreler 
bulundukları bölgelerden kan ya da lenf damarları yoluyla bedenin başka 
bölgelerine taşınabilir, orada yerleşebilir. İşte kanserli hücrelerin bulundukları 
doku dışında doğrudan ya da kan-lenf damarlarıyla başka bölgelere 
sıçramalarına “metastaz” (yayılma) denir (Stetler-Stevenson ve Kleiner, 2001). 
Metastaz, ekstrasellüler matrikse yapışmaktan sorumlu hücresel proteinlerin 
kaybı ya da anormalliklerinden, hücreler arası interaksiyonun bozukluğundan, 
hücrelerin bazal membrana tutunmalarındaki anormalliklerden, bazal 
membranın üretimindeki anormalliklerden, metalloproteaz gibi bazı enzimlerle 
(kollejenazlar) bazal membranın yıkılmasından dolayı gerçekleşir. Sorumlu 
proteinler keşfedildikçe ve onların mekanizmaları aydınlatıldıkça metastatik 
süreç daha iyi anlaşılacaktır. 

 

 



ÇALIŞMADA KULLANILAN TEST MADDELERİ 

Kersetin (Quercetin, QUE):  

Kersetin (3,3’,4’5,7-pentahidroksiflavon) günlük diyetimizde yer alan 
yenebilir sebze ve meyvelerde en yaygın olarak bulunan bioflavonoiddir. 
Biyolojik etkileri sebebi ile ilaç olma potansiyeli olan ve çok sayıda bilimsel 
çalışmaya konu olan doğal bir maddedir. Ancak 1970’li yıllarda, AMES testi 
ile, mutajenik olarak rapor edilmiştir. Bununla birlikte yapılan in vitro 
çalışmalardaki bulgular kersetinin mutajenik değil antimutajenik olduğunu 
göstermektedir. Ulusal Toksikoloji Programı (National Toxicology Program) 
tarafından yapılan bazı in vivo testlerde ise kersetinin F344 sıçanları üzerine 
karsinojenik etkileri gözlenmiştir. Ancak yapılan in vivo çalışmaların büyük 
çoğunluğu, kersetinin karsinojenik olmadığı yönündedir. IARC (International 

Agency for Research on Cancer), 1969 yılından itibaren karsinojenik risk 
taşıyan kimyasalları değerlendirme altına almaktadır. IARC, 1999 yılında, 
kesretinin insanlar için karsinojenik olmadığı sonucuna varmıştır. Kersetin, 
Amerika ve Avrupa’da ticari olarak satılmakta ve devam eden klinik 
çalışmalarda rapor edilen yararlı etkileri artmaktadır (Okamoto, 2005). Kersetin 
Hsp’ lerin (Heat shock proteins, ısı şoku proteinleri) ekspresyonunu (özellikle 
Hsp70), inhibe ederek tümör hücreleri üzerine apoptotik etki gösterir 
(Pawlikowska-Pawlega ve ark., 2001). C6 hücreleri ile yapılan bir çalışmada, 
ısı şoku sonucu, kersetinin sitosolde Ca+2 birikimine sebep olduğu ve ısı 
stresinin inhibe edilmesinde, GTP-bağlayıcı proteinlerin, fosfolipaz C (PLC) 
aktivitesi, inozitol trifosfat üretiminin yada reseptörlerinin rol oynadığı 
savunulmuştur (Kagaya ve ark., 2000). Kersetinin fosfolipaz A2 (PLA2) ve 
lipoksijenaz yolaklarını, oksidatif streste inhibe ettiği, ancak ısı stresinde inhibe 
etmediği gösterilmiştir (Gosslau ve Rensing, 2000). Beyinde nörotoksisite ve 
patogeneze sebep olan aşırı nitrik oksit üretiminin, kersetinin de aralarında 
olduğu, besinlerde bulunan bazı kimyasal maddelerle engellenebileceği C6 
hücreleri ile gösterilmiştir (Soliman ve Mazzio, 1998). 

 
 

Şekil 3. Kersetinin Kimyasal Formülü (http-2) 

 
Epigallokateşin Gallat (EGCG): 

Çay, dünyada sudan sonra en çok tüketilen içecektir. EGCG, yeşil çayda 
var olan polifenoliklerden en bol bulunan kateşindir. Yeşil çayda bulunan diğer 



kateşinler, epikateşin, epikateşin galat ve epigallokateşindir. Yeşil çayda 
bulunan polifenollerin, özellikle EGCG’ın antikarsinojenik etkileri, çeşitli 
hayvan ve hücre kültürü deneyleri ile gösterilmiştir. EGCG, serbest oksijen 
radikallerini süpürücü etkileri yanında, glutatyon peroksidaz, 
gamaglutamilsistein sentaz, kuinon redüktaz, hemoksijenaz enzimlerini 
düzenleyerek de antioksidan etki göstermektedir. Sigaraya spesifik 
nitrozaminlerin oluşturduğu DNA hasarını ve sitotoksisiteyi engellemektedir. 
UVB ile indüklenen ERK1/2 fosforilasyonunu inhibe ederek de kemopreventif 
etkiye sahip olduğu da çeşitli çalışmalarda tespit edilmiştir. Siklin bağımlı 
kinazları modüle eder, TNF-α, prostaglandinler (özellikle PGE2) ve interlökin 
(IL) gibi proinflamatuvar faktörlerin overekspresyonunu inhibe ederek tümör 
oluşum mekanizmalarını bozar. Bazı kanser türlerinde siklooksijenaz-2’nin 
(COX-2) overekspresyonu vardır ve EGCG bu ekspresyonu da inhibe 
etmektedir. Tümör invazyonunda önem taşıyan MMP-2 ve MMP-9’un 
aktivitelerini de azaltması ile EGCG kanser tedavisi ve kanserden korunma için 
ilaç olarak ümit verici görülmektedir (Na ve Surh, 2006; Katiyar ve ark., 2006). 
Ca+2 hücre içi haberci gibi davranarak, hücre büyümesi ve ölümü gibi 
fonksiyonları regüle eder. EGCG’ın hipokampal nöronlarda, α-amino-3-
hidroksi-5-metil-4izoksazolpropiyonik asid (AMPA) tarafından indüklenen 
intraselüler Ca+2 artışını inhibe ettiği, ancak fizyolojik konsantrasyonlardaki 
miktarında herhangi bir değişime sebep olmadığı da çeşitli çalışmalar ile 
gösterilmiştir. Bununla birlikte, EGCG’ın platelet kaynaklı büyüme faktörü’nün 
(PDGF) b-reseptörüne bağlanması ile oluşan intraselüler Ca+2 artışını da inhibe 
ettiği gösterilmiştir. U87 insan astrostoma hücreleri ile yapılan bir çalışmada 
EGCG’ın hücreye dışarıdan kalsiyum geçişini arttırması yanı sıra, PLC 
aktivasyonu ve inozitoltrifosfat yolağı ile de storlardan sitoplazmaya kalsiyum 
akışını arttırdığı gösterilmiştir (Kim ve ark., 2004). U-373, U-87 ve C6  
glioblastoma hücreleri ile yapılan bir çalışmada EGCG’ın apoptotik etkileri ve 
bu etkilerde insülin benzeri büyüme faktörü-I’in (IGF-I) etkili olduğu 
savunulmuştur (Yokoyama ve ark., 2001). 

 

 
 

Sekil 4. EGCG’ın Moleküler Yapısı (http-3) 

 



 
 

Şekil 5. Çay Polifenollerinin Kanserdeki Etkileri (Katiyar ve ark., 2006) 

 

Kalsiyum Fosfat (Calcarea phosphorica, Ca3(PO4)2 , CP): 

Kalsiyum fosfat, homeopatik ilaç olarak yaygın olarak kullanılmasına 
rağmen kanser üzerine etkilerine ilişkin fazla bilimsel yayın bulunmamaktadır 
(Rajkumar ve ark., 2006). Ancak Prasanta Banerji Homeopatik Araştırma 
Vakfı’nda (PBHRF) yürütülmekte olan klinik çalışmalarda hastaya beyin 
tümörlerini tedavi etmek amacı ile verilen homeopatik Ruta ekstresi yanında 
kullanılan CP sonucu elde edilen MR sonuçlarında beyin tümörlü hastaların 6 
yıldan fazla yaşadığı ve glioblastoma multiforme (GBM)’li hastalarda tümör 
kitlesinin kalsifiye olduğu ve 6 ayda bir yapılan takipler sonucunda büyüme 
olmadığı gözlenmiştir. Bu konuda yaptıkları iki bilimsel çalışma ile de bu 
yöntemin sonuçları bilimsel olarak gösterilmiştir (Banerji ve Banerji, 2001; 
Pathak ve ark., 2003). 2000 yılında Himpens ve Vereecke tarafından yapılan ve 
Almanca olarak yayınlanan bir çalışmada, hücre içi ve dışında alınan 
kalsiyumun, hücre içinde fosforilasyon ve sinyal iletimi ve hücreler arası 
iletişimde farklı etkileri olduğu gösterilmiştir (Himpens ve Vereecke, 2000).   
Ca2+ sinyalleri hücre fonksiyonları ve yaşamı için çok önemli olmakla beraber, 
diğer taraftan, intraselüler Ca2+’ un aşırı artışı ya da düzeninin bozulması, hücre 
ölümünü sağlayacak mekanizmaların aktive olmasına ya da artmasına sebep 
olabilir. Ca2+’un hücrenin içine ya da dışına akışı arasındaki denge 
bozuklukları, intraselüler Ca2+’un aşırı artmasına ve iskemik nöronların ya da 
kardiyomiyositlerin ölümünün başlamasına sebep olduğu savunulmaktadır. 
Ca2+’un apoptosis ve nekroz ile ölümde direkt olarak ölüm sinyallerini 
başlattığı düşünülmemekle beraber, direkt olarak proteazlar, fosfolipazlar ve 
nükleazlar gibi katabolik enzimleri aktive ederek hücre ölümüne ve doku 
hasarına sebep olduğu gösterilmiştir (Berliocchi ve ark., 2005; Mason, 1999). 
Nicholls ve Chalmers tarafından yapılan çalışmalarda Ca+2’un hücre içinde 
çalışması için fosfat iyonunun önemi ve sıçan beyninde mitokondriyal kalsiyum 
taşınımı ve depolanması için fosfat iyonunun önemi çeşitli çalışmalarla 
gösterilmiştir (Nicholls ve Chalmers, 2004, Chalmers ve Nicholls, 2003). 

Tapsigargin (TG) 

Tapsigargin, Thapsia garganica’dan elde edilen ve intraselüler Ca+2 
transport ATPazların spesifik inhibitörü olan bir tetrasiklik seskiterpen 



laktondur. Tapsigargin, SERCA olarak bilinen sarko/endoplazmik retikulum 
Ca2+ ATPaz enzimlerinin spesifik inhibitörü olup bu enzimlere sıkıca bağlanır. 
Tapsigargin, endoplazmik retikulumdan (ER), sitoplazmaya kalsiyum 
pompalayan sistemi bloke eder, inozitol trifosfat (IP3)’a bağımlı çalışan ER 
kalsiyum kanallarını açar ve plazma zarı kalsiyum kanallarını açarak 
sitoplazmaya kalsiyum geçişini arttıran tümör tetikleyici bir ajandır (Delpino ve 
Castelli, 2002). SERCA izoformları sadece kas hücrelerinde eksitasyon ve 
kontraksiyondan değil, diğer tüm hücrelerde, proteinlerin fosforilasyon- 
defosforilasyonları, gen transkripsiyonu, hücrelerin proteolizleri ve apoptozis 
gibi olayları düzenleyen hücre içi kalsiyum sinyal iletimini düzenleyen 
mekanizmadır. Kalp yetmezliği gibi bazı patolojik olaylarda SERCA’da 
defektler olduğu gösterilmiştir. Kalp yetmezliğinde SERCA’daki defektin çok 
önemli bir patogenetik faktör olduğu bildirilmiştir (Inesi ve ark, 2005). Yapılan 
bir çalışmada, tapsigarginin, araşidonik asid salınımını arttırdığı ve bu olayı 
sitoplazmik Ca2+’a bağımlı fosfolipaz A2’yi (PLA2) aktive ederek gösterdiği 
savunulmuştur (Levine 2005). 

 

 

 
 

Şekil 6. Tapsigargin’in Moleküler Yapısı (http-4) 

 



 
Şekil 7.  Hücre İçi Kalsiyum Sinyalizasyonu  (http-5)    

 

YÖNTEMLER HAKKINDA GENEL BİLGİLER 

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromür) ile 
Mitokondriyal Süksinat dehidrojenaz enzim ölçümü 

MTT hücre proliferasyon ölçümü hücre proliferasyonunu, canlılığını ve 
sitotoksisiyeyi ölçmekte kullanılan kantitatif kolorimetrik bir yöntemdir (Holst-
Hansen ve Brünner, 1998). Bu tekniğin mitokondriyal enzim sistemleri 
tarafından katalize edilen tetrazolium tuzlarının indirgenmesine dayandığı ve 
hücre büyümesi ve ksenobiyotik sitotoksisitesini yansıttığı bildirilmiştir.  

Yaşayan hücreler bazı vital boyalar kullanılarak boyanabilmektedir, 
ancak yıkama basamakları hem süreyi uzatmakta, hem de hata payını 
arttırmaktadır. ELISA cihazı (çok kuyucuklu plaka okuyucu) çok miktarda 
örneği, yüksek oranda doğrulukla okuyabilir, böylece kullanılan renk 
reaksiyonunu yaşayan hücre sayısı olarak değerlendirebilme imkanı sağlar. Bu 
tür kolorimetrik ölçümlerde ideal olan renksiz substratlar kullanarak yaşayan 
hücrelerde renkli ürünler elde etmektir. Tetrazolyum tuzları bu amaçla 
kullanılan, substrat olarak renksiz, yaşayan hücrelerin aktif mitokondrilerinde 
renkli ürünler veren maddelerdir. MTT bu amaçla kullanılan bir tetrazolyum 
tuzudur ve substrat olarak sarı renkte olmasına rağmen yaşayan hücrelerin 
mitokondrilerinde süksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak 
bağlandığında suda çözünmeyen mavi-mor formazan tuzları oluşturur. 
Formazan tuzları organik solventlerde (DMSO, izopropanol gibi) kolayca 
çözünürler. Solventte çözünen materyalin optik dansitesi, çözünmüş olan 
boyanın konsantrasyonunun verdiği absorbansa göre spektrofotometrik olarak 
ölçülebilir. Ölçülen değer direkt olarak kültürdeki hücrelerin metabolik 
aktivitelerini verir, bu değer de yaşayan hücre sayısı ile ilişkilendirilir 
(Mosmann, 1983; Denizot ve Lang, 1986; Carmichael ve ark, 1987). Bu 
yöntem hızlı kolay ve çalışma basamaklarının az olması ve 96 kuyucuklu plaka 



ile çalışma imkanı olması açısından hızlı kolay ve çok sayıda örneğin 
çalışılmasına imkan veren bir testtir (Reile ve ark., 1990; Kueng ve ark., 1989; 
Senaratne ve ark. 2000). 

 

 
 

Şekil 8. Krebs Siklusu ve Süksinat Dehidrojenaz Enzimi 

Süksinat dehidrojenaz, Krebs siklusunun mitokondri zarında olan tek 
enzimidir ve süksinatı fumarata katalizler. Krebs siklusunun diğer tüm 
enzimleri solubl fazdadır. Yapısal analoğu olan malonat, süksinat 
dehidrojenazın kompetitif inhibitörüdür (Voet ve Voet, 1995; Alberts ve ark, 
1994). 
 

Nötral Kırmızı (NR) ile Lizozomal Enzimlerin Ölçümü: 

Nötral kırmızısı (neutral red, toluylene red, Basic Red 5, or C.I. 50040) 
ile boyama tekniği hücre kültürlerinde yaygın olarak kullanılan vital bir 
tekniktir ve Borenfreund (2000) tarafından tanımlanmıştır. Lizozomlar 
tarafından katyonik NR’in uptake’ine dayanır. Supravital bir boya olan neutral 
red up-take zayıf katyonik bir boyadır ve noniyonik difüzyonla hücre 
membranından penetre olarak lizozomlarda akümüle olur ve lizozomal 
matriksin anyonik  bölgelererine bağlanır. Hücre yüzeyinde veya lizozomal 
membranda meydana gelen değişiklikler lizozomal hassaslığa ve diğer 
irreversibl değişmelere önderlik ederler. Ksenobiyotiklerin aktivasyonu ile 
meydana gelen bu değişimler NR’in bağlanmasında veya up-take’inde 
azalmaya sebep olur. Bu nedenle yaşayan- sağlıklı, hasarlı-ölü hücreler boyayı 
almaları farklı olur ki,  bu da yöntemin temelini oluşturmaktadır. (Horakova ve 
ark., 2001; Shen, 1998; Xie ve ark., 1999).  

 

Sulforodamin-B Ölçümü (SRB): 



Sulforodamin-B ölçümü, MTT, NR gibi hücre kültürlerinde 
sitotoksisitenin ölçülmesi için kullanılan kolorimetrik bir yöntemdir, ancak 
MTT ve NR gibi vital bir yöntem değildir. Süspansiyon ya da adherent hücre 
kültürlerinde total protein miktarını ölçmek için Skehan ve arkadaşları 
tarafından geliştirilmiş, ekonomik ve ilaçlarla oluşan sitotoksisite ölçümleri için 
kolay uygulanabilir bir yöntemdir. Ulusal Kanser Enstitüsü’nün tarama 
çalışmalarında ve yeni anti-kanser ilaç çalışmaları için elverişli bir yöntem 
olarak öngörülmüştür. Lowry ve Bradford yöntemlerine alternatif olarak öne 
sürülen bir yöntemdir (Skehan ve ark., 1990). 
 

DNA ve RNA (Ribonükleik asit)’nın Akridin Oranj ile Floresan 
Boyanması 

Nüklear kromatinler hücre siklusu boyunca yoğunlaşmaya başlarlar. 
Mitozda maksimum yoğunlaşma gözlenirken S fazına girdiğinde yoğunlaşma 
azalmaya başlar. Bu yöntem ile nükleik asitler (DNA-yeşil ve RNA-turuncu) 
floresan olarak boyanır (Kasten, 1981). Etidyum, akridin oranj, proflavin gibi 
(planar aromatic cation) maddeler DNA’nın iki zinciri arasında birikir ve U.V. 
lambası ışığında serbest boyadan çok fazla floresans gösterir, deney bu esas göz 
önünde tutularak uygulanmaktadır. DNA miktarına bağlı olarak floresans 
miktarı da değişmektedir (Celis,1998).  

 

 

 

 

GEREÇLER 

Kimyasallar ve Çözeltiler 

Akridin oranj (Sigma) 

Dulbecco’nun modifiye edilmiş besiyeri (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 
DMEM) 

Dimetilsülfoksid -DMSO (Sigma, Merck) 

Fetal Sığır Serumu (FCS, Biological Industries) 

Formaldehit (Merck) 

Fosfat Tuz Tamponu-A (Phosphate Buffer Saline, PBS-A) 

Glasiyel Asetik asit (Sigma) 

Ham’ın F12 Besiyeri (Ham’s F12 Medium, F12) 

Hank’s Balans Tuz Solüsyonu (Sigma) 

Kalsiyum Fosfat Ca2(PO4)2 (Sigma) 

Kalsiyum klorür- CaCl2 (Merck) 

Kersetin (sigma) 

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

Neutral Red (Sigma) 

Penisilin-Streptomisin Solüsyonu (Sigma) 



Sodyum bikarbonat (Merck) 

Tripsin-EDTA Solüsyonu (Biological Industries) 

Tapsigargin (Serva) 

Tris baz (Sigma) 

Trikloroasetik asit (Merck) 

 

Malzemeler 

Otoklavlanabilir cam şişe (Isolab) 

96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP) 

25 ve 75 cm2’lik kültür şişeleri (TPP) 

15 ve 50 ml’lik santrifüj tüpü (TPP) 

1, 2, 5 10 ve 25 ml’lik cam pipet (Isolab) 

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

Neubauer lamı (Iso-lab) 

0,5-10, 10-100, 20-200 ve 100-1000 µl’lik mikropipetler ve steril uçları 
(Eppendorf), 

300 µl’lik 12 kanallı mikropipet ve uçları (Eppendorf) 

Adımlı pipet ve enjektör tipi uçları (Eppendorf) 

 

Cihazlar 

Steril Kabin (Holten) 

Karbondioksit inkübatörü (Heraeus) 

Soğutmalı santrifüj (Heraeus) 

İnverted mikroskop (Olympus) 

İmmüno-floresan mikroskop ve fotoğraf ataçmanı (Olympus) 

ELISA cihazı (Bio-Tek ) 

Otoklav (Hirayama) 

Kuru hava sterilizatörü (Heraeus) 

 

YÖNTEMLER 

Hücrelerin Stoktan Çıkartılması 

196 oC’de sıvı azot tankında bulunan hücre süspansiyon stoklarını 
içeren hücre kültürü tüpü (cryovial), sıvı hale gelince, besiyeri içine alınarak, 
1200 g’de 10 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatantlar dökülerek, hücreler 
yeni besiyeri içinde dağıtılmış ve yeni kültür şişelerine koyularak 37 oC’de, 
%95 bağıl nem içeren CO2 inkübatöründe kültüre alınmıştır. Hücrelerin 
yetiştirilmesinde %2.5 FCS içeren DMEM:F-12 besiyeri kullanılmıştır. 

 



Hücrelerin Tripsinlenmesi 

C6 hücreleri, deneyler için yeterli sayıya eriştiklerinde tripsinlenerek 
toplanmıştır. Tripsin, 100 ml için, 10 ml 10 × Puck’s Saline A (PSA) tampon 
çözeltisi, 0,5 ml %7,5 sodyum bikarbonat çözeltisi, 10 ml 10X Tripsin-EDTA 
çözeltisi ve 79,5 ml steril distile su, steril şartlarda karıştırılarak hazırlanmıştır.    

 

Hücrelerin Testler İçin Hazırlanması 

Neubauer lamı ile sayılan hücreler, ml’de 50 000 hücre olacak şekilde 
hazırlanmıştır. MTT, NR ve SRB testleri için 96 kuyucuklu plakalara 0.1 ml 
hücre süspansiyonu (5 000 hücre) ekilmiştir. Hücreler yapışmaları için 24 saat 
bekletilmiştir. Süre sonunda hücrelerin üzerlerindeki besiyerleri plakaların ters 
çevrilmesi suretiyle uzaklaştırılmıştır. Üzerlerine test maddelerinin istenen 
konsantrasyonlarını içeren taze besiyerleri ilave edilmiştir. 

Kersetin’in 1-10-25-50 ve 100 µM konsantrasyonları,  Epigallokateşin 
gallatın 0.1-1-10-25 ve 50 µM konsantrasyonları hazırlanmıştır. Daha önce 
yapılan çalışmalarda önerilen şekilde DMSO’nun besiyeri içindeki final 
konsantrasyonu % 0.1’i geçmeyecek şekilde maddeler 1 ml içine 1 µl 
DMSO’da verilmiş ve Kersetin’in final konsantrasyonları 1-10-25-50 ve 100 
µM ve Epigallokateşin galatlın final konsantrasyonları 0.1-1-10-25 ve 50 µM 
olarak sağlanmıştır. Kalsiyum fosfat 25 µM olarak suda, tapsigargin 1 µM 
olarak DMSO içinde çözündürülerek hazırlanmıştır. 

 Test maddelerini içeren besiyerleri, 96 kuyucuklu plakalardaki 
hücrelerin üzerine ilave edilerek, karbondioksit inkübatöründe inkübasyona 
bırakılmıştır. 24-48-72 ve 96 saatler sonunda hücrelere testler uygulanmıştır. 

 

MTT Ölçümü 

MTT 5 mg/ml olacak şekilde PBS içinde çözündürülerek stok solüsyon 
hazırlanmıştır. Çalışma solüsyonu stok solüsyondan 1 kısım stok solüsyon ve 9 
kısım besiyeri karıştırılarak taze hazırlanmıştır ( 0.5 mg/ml MTT ) (bir plaka 
için 10 ml). 96 kuyucuklu plakadaki hücreler üzerine, her bir kuyucuğa 0.1 ml 
MTT çalışma solüsyonu ilave edilerek karbondioksit inkübatöründe 3-4 saat 
inkübasyona bırakılmıştır. Bu süre sonunda plakalar alınarak, besiyerleri 
uzaklaştırılmış ve 0.1 ml DMSO ilave edilmiştir. Plakalardaki hücrelerin optik 
dansiteleri ELISA cihazında 540 nm dalga boyunda okutulmuştur (Mosmann, 
1983; Denizot ve Lang, 1986; Holst-Hansen ve Brünner, 1998; Tedone ve ark., 
1996; Alley ve ark., 1988; Horakova ve ark., 2001; Reile ve ark., 1990). 

 

Neutral Red Up-take Sitotoksisite Ölçümü 

 Test maddeleri ile gerekli süre bekletilen hücreler alınarak, besiyerleri 
uzaklaştırılmış ve hücreler 37oC’ye getirilerek PBS ile yıkanmıştır. NR’ın 
%0.4’lük stok solüsyonu 1:100 oranında besiyeri ile karıştırılarak çalışma 
solüsyonu hazırlanmış ve her bir kuyucuğa 0.1 ml ilave edilerek 37oC ‘de 3-4 
saat inkübe edilmiştir. Bu süre sonunda boya solüsyonu uzaklaştırılarak taze 
hazırlanmış formaldehit-kalsiyum klorür fiksatif/yıkama solüsyonundan (10 ml 
%10 kalsiyum klorür, 1.3 ml formaldehit, 89 ml distile su) 100’er ml ilave 
edilerek yıkanmış ve solüsyon dökülerek, plakalar ters çevrilerek kurutma 
kağıdı üzerinde bir gün bekletilerek kurutulmuş ve asetik asit-etanol (1 ml 



glasiyel asetik asit, 99 ml %50 etanol) solüsyonu her bir kuyucuğa 0.1 ml ilave 
edilerek 30 dakika oda ısısında bekletilmiş ve çalkalayıcıda çalkalanarak boya 
homojen hale getirilmiştir. Plakalardaki hücrelerin optik dansiteleri ELISA 
cihazında 540 nm dalga boyunda okutuldu (Horakova ve ark., 2001; Shen, 
1998; Xie, 1999).  

 

Sülforodamin-B Ölçümü (SRB) 

Hücreler %50 trikloroasetik asit solüsyonunda 1 saat, +4ºC’de fikse 
edilmiş ve oda ısısında 30 dakika %0.4’lük SRB solüsyonu ile boyanmıştır. 
Fazla boyaları uzaklaştırmak için %1 asetik asit çözeltisi ile plakalar dört defa 
yıkanmış ve hava ile kurutulmaya bırakılmıştır. 10 µM hazırlanan TRIS baz 
çözeltisinde çözündürülen SRB, 540 nm dalga boyunda okutulmuştur. 1 gram 
Tapsigargin (MW: 650,75 g/mol) DMSO’da çözünmüştür. 

 
Akridin Oranj ile Floresan DNA ve RNA  Boyaması 

Lameller üzerine ekilen hücreler test maddeleri ile 24 saat muamele 
edildikten sonra, 2 kez 2 dakika PBS ile yıkanmıştır. 5 dakika % 70 etanol ile 
fikse edilen hücreler 5 defa distile su ile yıkanmıştır. 2 dakika PBS’de ve oda 
ısısında 15 dakika bekletilerek, akridin oranj çalışma çözeltisi ile boyanmıştır. 
Boya kurutma kağıdının üzerine lamellerin dik tutulması ile uzaklaştırılmış ve 4 
kez PBS ile yıkanmıştır. Lamellere bir damla PBS damlatılmış ve lamlar 
üzerlerine kapatılarak etrafları şeffaf tırnak cilası ile sabitlenerek floresan 
mikroskobunda incelenmiş ve fotoğrafları çekilmiştir (Celis, 1998; 
Kasten,1981).  
 

Biyoistatiksel Yöntem 

Testler 4 kez uygulanmış, optik dansite olarak elde edilen değerler, 
kontrole göre % değerlere dönüştürüldükten sonra, SPSS (Statistic Program for 
Social and Science) yazılım programında, one-way ANOVA testi ve post-hoc 
olarak da Tukey testi uygulanmış, anlamlılık değerleri olarak da p< 0,005 kabul 
edilmiştir. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



BULGULAR VE TARTIŞMA 

Kersetin Sonuçları 
a. Kersetinin MTT Sonuçları
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b. Kersetinin CP ile Kombinasyonlarının MTT Sonuçları
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c. Kersetinin TG ile Kombinasyonlarının MTT Sonuçları
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Şekil 9. Kersetinin C6 Hücreleri Üzerine Etkilerinin MTT Sonuçlarının Grafikleri: a-
Kersetin, b-Kersetinin Kalsiyum Fosfat ile Kombinasyonu, c-Kersetinin Tapsigargin ile 
Kombinasyonu. (*) Kontrole ve Dozlara Göre Anlamlı Farklılıklar. Anlamlılık Değeri p< 
0,005, Ortalama Değer ± Standart Hata (n=4)  
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
  

a. Kersetinin NR Sonuçları
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b. Kersetinin CP ile Kombinasyonlarının NR Sonuçları
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Şekil 10. Kersetinin C6 Hücreleri Üzerine Etkilerinin NR Sonuçlarının Grafikleri:  
a-Kersetin, b-Kersetinin Kalsiyum Fosfat ile Kombinasyonu, c-Kersetinin Tapsigargin ile 
Kombinasyonu. (*) Kontrole ve Dozlara Göre Anlamlı Farklılıklar. Anlamlılık Değeri p< 
0,005, Ortalama Değer ± Standart Hata (n=4) 
 
 
 
 
 

c. Kersetinin TG ile Kombinasyonlarının NR Sonuçları
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a. Kersetinin SRB Sonuçları
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c. Kersetinin TG ile kombinasyonlarının SRB Sonuçları
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Şekil 11. Kersetinin C6 Hücreleri Üzerine Etkilerinin SRB Sonuçlarının Grafikleri: 
a-Kersetin, b-Kersetinin Kalsiyum Fosfat ile Kombinasyonu, c-Kersetinin Tapsigargin ile 
Kombinasyonu. (*) Kontrole ve Dozlara Göre Anlamlı Farklılıklar. Anlamlılık Değeri p< 
0,005, Ortalama Değer ± Standart Hata (n=4) 

 

 

b. Kersetinin CP kombinasyonlarının SRB Sonuçları 
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Şekil 12. Kersetin Uygulanan C6 Hücrelerinin Akridin Oranj ile Boyanması Sonucu 
Floresan Mikroskobunda Elde Edilen Görüntüleri. a-Kontrol, b-DMSO 1µl, c-1 µM, d-10 
µM, e-25 µM, f-50 µM, g-100 µM, h-DMSO 2µl 
 

 

 

 



 

 

 

 

Şekil 13. Kersetin ile CP Kombinasyonu Uygulanan C6 Hücrelerinin Akridin Oranj ile 
Boyanması Sonucu Floresan Mikroskobunda Elde Edilen Görüntüleri. a-Kontrol, b-
DMSO 1µl, c-25 µM CP, d-1 µM + 25 µM CP, e-10 µM + 25 µM CP, f-25 µM + 25 µM CP, 
g-50 µM + 25 µM CP, h-100 µM + 25 µM CP 
 

 

 



 

 

 

 

 

Şekil 14. Kersetin ile Tapsigargin Kombinasyonu Uygulanan C6 Hücrelerinin Akridin 
Oranj ile Boyanması Sonucu Floresan Mikroskobunda Elde Edilen Görüntüleri. a-
Kontrol, b-DMSO 1µl, c-1 µM TG, d-1 µM + 1 µM TG, e-10 µM + 1 µM TG, f-25 µM + 1 
µM TG, g-50 µM + 1 µM TG, h-100 µM + 1 µM TG 

 

 



 

Kersetinin MTT Sonuçları 

Kersetinin C6 hücreleri üzerine tek başına uygulanması ile,  
mitokondriyal aktivitede doza ve zamana bağımlı bir azalma gözlenmiştir. Etki 
4. günde de devam etmektedir ve mitokondriyal aktivitede, kontrole göre, en 
düşük doz olan 1µM konsantrasyona ile 4. gün sonunda %54.3675, 100 µM 
konsantrasyon ile de %16.5175 olan değerler elde edilmiştir (Şekil 9a). 

Kersetinin CP ile kombinasyonu ile 1µM konsantrasyonda 4. gün elde 
edilen değer %44.3825, 100 µM konsantrasyon ile elde edilen değer ise 
%6.7275’tir (Şekil 9b). CP’nin tek başına uygulanması ile elde edilen değer ise 
kontrole eşdeğerdir. Kersetinin CP ile kombine olarak uygulanması ile 
kersetinin etkisi artmıştır.  

Kersetinin TG ile kombinasyonlarında 2. gün TG’in mitokondriyal 
aktivite üzerine etkisi, kersetin tarafından doza bağımlı olarak önlenmiştir, 
ancak 3. ve 4. günlerde, tüm kersetin dozlarının TG ile kombinasyonları, 
mitokondriyal aktivitede TG’in tek başına verilmesi ile aynı oranda (%17) 
azalmaya sebep olmuştur (Şekil 9c). 

 
Kersetinin NR Sonuçları 

Kersetinin, C6 hücreleri üzerine tek başına uygulanması ile,  lizozomal 
enzimlerde doza ve zamana bağımlı bir azalma gözlenmiştir. Ancak bu etki, 3. 
gün sonunda en yüksek doz olan 100 µM ile ancak %61.165 gibi bir değere 
düşmüştür, 4. gün ise mitokondriyal aktivitede azalma gözlenmemiş ve değerler 
3. güne benzer şekilde kalmıştır (Şekil 10a). 

Kersetinin CP ile kombinasyonu ile 100 µM doz uygulanan hücrelerde, 
lizozomal enzimler 3. gün %34.4675 ‘e düşmüştür (Şekil 10b). CP’nin tek 
başına uygulanması ile elde edilen değerler kontrole eşdeğer bulunmuştur. 

Kersetinin TG ile kombinasyonlarında 1. gün TG’in lizozomal enzimler 
üzerine etkisi, kersetin tarafından doza bağımlı olarak önlenmiştir, ancak 2. 
günde %17 ve TG’e eşdeğer, 4. günde ise kersetinin TG ile 
kombinasyonlarında, kersetin TG’in etkisini potansiyalize etmiştir ve lizozomal 
enzim aktivitesi %3’e düşmüştür (Şekil 10c). 
 
Kersetinin SRB Sonuçları 

Kersetinin, C6 hücreleri üzerine tek başına uygulanması ile 1 µM 
konsantrasyonda 2. gün, çözücü kontrolü olarak uygulanan DMSO grubuna 
göre, total protein miktarında artma tespit edilmiştir. Ancak 10 µM ve üzeri 
konsantrasyonlarda gözlenen etki doza ve zaman bağımlı olarak azalma 
şeklindedir ve 4. gün sonunda en yüksek konsantrasyon ile total protein miktarı 
%9.8275’e düşmüştür (Şekil 11a).  

Kersetinin CP ile kombinasyon sonuçlarında 3. güne kadar 
konsantrasyon ve üzeri dozlarda doza ve zamana bağımlı etki elde edilmiştir. 
Ancak 4. günde, 25 µM ve üzeri konsantrasyonlar ile elde edilen değerler 3. 
güne göre azalma şeklindeyken, 1 ve 10 µM konsantrasyonlarda elde edilen 
değerler kontrole ve CP’nin tek başına uygulanması ile elde edilen değerler ile 
eşdeğer bulunmuştur (Şekil 11b). 

Kersetinin TG ile kombinasyonlarında, NR sonuçları ile benzer bir 
grafik elde edilmiştir. Kersetin ilk gün TG’in etkisini az bir oranda doza 



bağımlı olarak azaltırken, 2. günden itibaren TG’in tek başına uygulanması ile 
elde edilen değerlere eşdeğer sonuçlar elde edilmiş ve ortalama olarak total 
protein miktarı 2. gün %15’e, 3 ve 4. gün %5’e düşmüştür (Şekil 11c). 

 
Kersetinin Akridin Oranj Sonuçları 

1 µM konsantrasyonda kersetin uygulanması ile, kontrolde 
sitoplazmada kırmızı renk ile gözlenen protein sentezi gözlenememekte ve 
hücreler uzantılarını kaybetmiş görünmektedir. Artan konsantrasyonla beraber 
hücreler sitoplazmalarını kaybetmekte ve hücre yüzeyinde tomurcuklanma 
(blebbing) oluştuğu ve artan dozla birlikte hücre sayılarında azalma olduğu 
görülmüştür (Şekil 12). 

Kersetinin CP ile kombinasyonlarında, sitoplazmada kırmızı renk ile 
gözlenen protein sentezinin arttığı, ancak artan doz ile birlikte, çekirdeklerin de 
daha parlak göründüğü ve dendiritik hücre görüntüsü taşıyan hücrelerin 
oranının artması ile birlikte, hücre sayısının azaldığı gözlenmiştir. Mitoza giren 
hücreler ve prometafazik görüntüler elde edilmiştir. Buna rağmen, 
proliferasyon beklenirken zamana bağlı olarak hücre sayısında azalma olduğu 
tespit edilmiştir (Şekil 13).  

Kersetin TG kombinasyonlarında ise hücre çekirdeğinin membranında 
düzensizleşme ve parlaklık olduğu tespit edilmiştir. Özellikle 25 ve 50 µM 
dozda uygulanan kersetin, hücre çekirdeğindeki parlaklığın artmasını belirgin 
olarak etkilemiştir. Kersetinin 100 µM konsantrasyonunun TG ile 
kombinasyonunda ise hücrelerin tamamen öldüğü gözlenmiştir (Şekil 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Epigallokateşin Gallat Sonuçları 

a. EGCG'ın MTT Sonuçları
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b. EGCG'ın CP ile Kombinasyonlarının MTT Sonuçları
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c. EGCG'ın TG ile Kombinasyonlarının MTT Sonuçları
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Şekil 15. EGCG’ın C6 Hücreleri Üzerine Etkilerinin MTT Sonuçlarının Grafikleri: a-
EGCG, b-EGCG’ın Kalsiyum Fosfat ile Kombinasyonu, c-EGCG’ın Tapsigargin ile 
Kombinasyonu. (*) Kontrole ve Dozlara Göre Anlamlı Farklılıklar. Anlamlılık Değeri p< 
0,005, Ortalama Değer ± Standart Hata (n=4) 
 
 
 
 



 
 

a. EGCG'ın NR Sonuçları

0

20

40

60

80

100

120

140

160

1 2 3 4

Zaman (gün)

%
 L

iz
o

z
o
m

a
l 
E

n
z
im EtOH 1ul/ml

EGCG 0,1uM

EGCG 1uM

EGCG 10uM

EGCG 25uM

EGCG 50uM*

*
*

*

*

 
b. EGCG'ın CP ile Kombinasyonlarının NR Sonuçları
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c. EGCG'ın TG Kombinasyonlarının NR Sonuçları
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Şekil 16. EGCG’ın C6 Hücreleri Üzerine Etkilerinin NR Sonuçlarının Grafikleri: a-
EGCG, 
b-EGCG’ın Kalsiyum Fosfat ile Kombinasyonu, c-EGCG’ın Tapsigargin ile 
Kombinasyonu.  (*) Kontrole ve Dozlara Göre Anlamlı Farklılıklar. Anlamlılık Değeri p< 
0,005, Ortalama Değer ± Standart Hata (n=4) 
 
 
 
 



 
 
 

 

 
c. EGCG'ın TG ile Kombinasyonlarının SRB Sonuçları
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Şekil 17. EGCG’ın C6 Hücreleri Üzerine Etkilerinin SRB Sonuçlarının Grafikleri: a-
EGCG, b-EGCG’ın Kalsiyum Fosfat ile Kombinasyonu, c-EGCG’ın Tapsigargin ile 
Kombinasyonu. (*) Kontrole ve Dozlara Göre Anlamlı Farklılıklar. Anlamlılık Değeri p< 
0,005, Ortalama Değer ± Standart Hata (n=4) 
 
 
 
 

b. EGCG'ın CP ile Kombinasyonlarının Sonuçları 
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a. EGCG'ın SRB Sonuçları
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Şekil 18. EGCG Uygulanan C6 Hücrelerinin Akridin Oranj ile Boyanması Sonucu 
Floresan Mikroskobunda Elde Edilen Görüntüleri. a-Kontrol, b-Etanol, c-0.1 µM, d-1 
µM, e-10 µM,  
f-25 µM, g-50 µM, h-DMSO + Etanol 

 



 

 

 

 

Şekil 19. EGCG ile CP Kombinasyonu Uygulanan C6 Hücrelerinin Akridin Oranj ile 
Boyanması Sonucu Floresan Mikroskobunda Elde Edilen Görüntüleri.   a-Kontrol, b-
Etanol,  
c-25 µM CP, d-0,1 µM + 25 µM CP, e-1 µM + 25 µM CP, f-10 µM + 25 µM CP, g-25 µM + 
25 µM CP, h-50 µM + 25 µM CP 
 
 



 
 

 

 

Şekil 20. EGCG ile TG Kombinasyonu Uygulanan C6 Hücrelerinin Akridin Oranj ile 
Boyanması Sonucu Floresan Mikroskobunda Elde Edilen Görüntüleri. a-Kontrol, b-
Etanol,  
c-1 µM TG, d-0,1 µM + 1 µM TG, e-1 µM + 1 µM TG, f-10 µM + 1 µM TG, g-25 µM + 1 
µM TG, h-50 µM + 1 µM TG 
 

 

 



 

EGCG’ın MTT Sonuçları 

C6 hücreleri üzerine uygulanan EGCG, mitokondriyal aktivitede doza 
ve zamana bağımlı olarak azalmaya sebep olmuştur. EGCG için çözücü olarak 
kullanılan etanol mitokondriyal aktivitede artışa sebep olmuştur ve EGCG bu 
artışı da antagonize ederek mitokondriyal aktiviteyi kontrole göre 4. gün 
sonunda en yüksek doz ile %9.4475’e düşürmüştür (Şekil 15a). 

EGCG’ın CP ile kombinasyonlarında, EGCG’ın tek başına verilmesinde 
elde edilen değerlere yakın, ancak EGCG’ın CP ile kombinasyonlarında, 
EGCG’ın tek başına uygulanması ile elde edilen değerlerde hafifçe daha düşük 
ancak istatiksel açıdan anlamlı değerler elde edilmiştir (Şekil 15b). 

EGCG’ın TG ile kombinasyonlarında, ilk gün TG’in etkisini azaltarak 
mitokondriyal etkiyi arttırmış, ancak 3. ve 4. günlerde TG’in etkisini 
potansiyalize etmiştir (Şekil 15c). 
 
EGCG’ın NR Sonuçları 

EGCG’ın düşük konsantrasyonları, lizozomal enzim aktivitesi üzerine 
önemli bir etki göstermezken, 50 ve 100 µM  konsantrasyonlarında doza ve 
zamana bağımlı etkiler elde edilmiştir (Şekil 16a). 

EGCG’ın CP ile kombinasyonlarında, ilk gün lizozomal enzimlerde 
artışa sebep olmuştur. 2. gün grafiğinde etki doza bağımlı gözlenirken, 3 ve 4. 
günlerde, düşük dozlarda lizozomal enzimlerde artış, yüksek dozlarda azalma 
gözlenmiştir (Şekil 16b). 

EGCG’ın TG ile kombinasyonlarında ilk gün, EGCG TG’in etkisini 
hafifçe arttırmakla birlikte diğer günlerde, EGCG’ın tüm dozlarının TG ile 
kombinasyonları, TG’in tek başına verilmesi ile elde edilen değerler ile benzer 
değerler göstererek, lizozomal enzimleri, 4. gün sonunda yaklaşık %12’ye 
düşürmüştür (Şekil 16c). 
 
EGCG’ın SRB Sonuçları 

EGCG C6 hücreleri üzerine tek başına uygulandığında, total protein 
miktarı üzerine doza ve zamana bağlı etkiler göstermiştir ve 4. gün sonunda 
100 µM ile %4.1675 gibi çok küçük bir değere ulaşılmıştır (Şekil 17a). 

EGCG’ın CP ile kombinasyonlarında, 0.1µM konsantrasyonda total 
protein miktarında, kontrole ve CP’ye göre hafifçe bir artma gözlenmiştir, 
ancak 3 ve 4. günlerde doza bağımlı etkiler gözlenmiştir (Şekil 17b). 

EGCG’ın TG ile kombinasyonlarında ilk gün, EGCG TG’in total 
protein miktarı üzerine gösterdiği etkiyi antagonize ederek, total protein 
miktarında artmaya sebep olmuştur. 2. gün EGCG’ın TG ile tüm 
kombinasyonları TG’in tek başına verilmesi ile elde edilen değer ile aynı 
sonuçlar verirken, 3 ve 4. günde EGCG  TG’in etkisini hafifçe arttırmıştır 
(Şekil 17c). 

 
 
 
 
EGCG’ın Akridin Oranj Sonuçları 



EGCG uygulanan C6 hücrelerinde, 0.1 ve 1 µM konsantrasyonların 
uygulandığı hücrelerin görüntülerinde, hücrelerde tomurcuklanma (blebbing) 
açıkça izlenmektedir. 50 ve 100 µM EGCG uygulanan hücrelerde ise 
çekirdekte DNA parlak görülmekte ve 100 µM konsantrasyonda hücrelerin 
parçalanmakta olduğu görülmüştür. Artan dozlarla hücre sitoplazmasındada 
büzülme meydana gelmiştir (Şekil 18). 

EGCG’ın CP ile uygulanması ile EGCG’ın tek başına verilmesinde 
benzer görüntüler elde edilmesine rağmen, sitoplazmada kırmızı renk açıkça 
görülmüştür (Şekil 19c). Bu da protein sentezinin devam ettiğini 
göstermektedir. 

TG uygulanan hücrelerde, hücrelerin sadece kontrole göre uzantılarını 
kaybettiği görülmekle birlikte, EGCG ile TG kombinasyonlarında 0.1 µM 
konsantrasyonda hücre sitoplazması ağsı şekilde görülmekte, ancak EGCG’ın 
tek başına verildiğinde görülen tomurcuklanma ise görülmemiştir. Artan 
dozlarda, hücre sitoplazmasının küçüldüğü ancak hücre uzantılarının 
korunduğu saptanmıştır. EGCG’ın 1 ve 10 µM konsantrasyonunun TG ile 
kombinasyon görüntüsünde, DNA parçacıklarının çekirdeğin membranına 
yakın bölgelerde çerçeve şeklini aldığı görülmüştür. 25 ve 50 µM 
konsantrasyonda EGCG ve 1 µM TG uygulanan hücrelerde ise çekirdekte, 
parlaklık ile birlikte bulanıklık izlenmiş, çekirdeklerin görüntüsü net olarak 
görülmemiştir (Şekil 20). 

 
 

TARTIŞMA 

Kersetinin tek başına uygulanması ile hücrelerde ve çeşitli kanser 
hücreleri üzerine gözlenen apoptotik etkileri (Kim ve Lee, 2006; Brisdelli ve 
ark, 2006; Granado-Serrano ve ark., 2006) yaptığımız çalışmada C6 
hücrelerinde de gözlenmiştir. Son zamanlarda yapılan çalışmalarda da 
kersetinin U138MG glioma hücreleri için antiproliferatif olduğu gösterilmiştir 
(Braganhol ve ark., 2006). C6 hücreleri ile yapılan bir başka çalışmada ise 
bizim bulgularımıza ters şekilde kersetinin, kimyasal anoksi ve hidrojen 
peroksit varlığında  antioksidan mekanizmalara bağımlı ve bağımsız olarak 
antiapoptotik olduğu savunulmuştur, ancak bu çalışmada sadece 25 ve 50 µM 
konsantrasyonlar kullanıldığı için bu bulguların sağlıklı olduğu 
düşünülmemektedir (Chen ve ark., 2006). Ayrıca çalışma koşullarının farklılığı 
da farklı sonuçlara ulaşılmasına sebep olmuş olabilir, zira Chen ve arkadaşları 
çalışmalarında kersetini hidrojen peroksit ve kimyasal anoksik madde ile 
birlikte uygulamışlardır. Akridin oranj sonuçlarımızda kersetinin C6 hücreleri 
üzerine apoptotik etkileri, hücrelerin uzantılarını kaybetmeleri, tomurcuklanma 
ve büzülme olarak açıkça görülmektedir (Şekil 12). MTT ve SRB sonuçlarında 
da kersetinin etkisinin doza ve zamana bağlı olduğu ve C6 glioblastoma 
multiforme hücreleri üzerine sitotoksik etkili olduğu gösterilmiştir (Şekil 9a; 
11a).  

Kersetinin, kalsiyum fosfat ile kombinasyonlarında, MTT, NR ve SRB 
sonuçlarında kalsiyum fosfatın kersetinin etkisini potansiyalize ettiği 
gözlenmiştir (Şekil 9b; 10b; 11b). Ancak akridin oranj sonuçlarından elde 
ettiğimiz görüntülerde, kersetinin CP ile kombinasyonlarında hücre sayılarının 
artan dozla birlikte azaldığı ancak apoptozda gözlenen tomurcuklanma ve 
büzülme gibi belirtiler olmadığı, sitoplazmada protein sentezinin devam ettiği 
gözlenmiştir (Şekil 13). Bu hücrelerde kalsifikasyon olarak yorumlanmaktadır. 



Bir derlemede kalsifikasyon mekanizmaları ile apoptotik mekanizmaların aynı 
olduğu ve yeni terapötik stratejiler için hücrelerde mineralizasyonun önemli 
olduğu ve romatizmal hastalıklar ve kanser tedavisinde kullanılabileceği 
vurgulanmıştır (Kirsch 2006). Çalışmamıza benzer şekilde yapılan bir başka 
çalışmada 2-kloro-adenozinin, astrositoma hücre siklusunu fosforilasyon ile 
aktive ederek ve G2/M fazında durdurarak apoptotik etkili olduğunu 
göstermiştir (Ceruti ve ark., 2000; Devipriya ve ark., 2006). Ancak AO 
sonuçlarından elde edilen görüntülerde mekanizmanın apoptozis olmadığı, 
kersetin ve CP kombinasyonunun hücreleri farklı bir şekilde ölüme götürdüğü 
tespit edilmiştir, görüntülerde prometafazik görüntülerin elde edilmesi bu ölüm 
şeklinin mitotik hücre ölümü olduğunu düşündürmektedir (Gao ve Scott, 2002). 
Ayrıca, kersetinin CP ile kombinasyonlarında, genotoksisitenin bir göstergesi 
olan mikronükleuslar da gözlenmiştir (Şekil 13). 

Kersetinin TG ile kombinasyonlarında, ilk gün kersetin TG’in sitotoksik 
etkisini azaltmıştır, ilk gün gözlenen bu etkiden kersetinin antioksidan 
mekanizmalar üzerine olan antioksidan etkileri sorumlu olabilir (Chen ve ark., 
1990). Ancak 2. günden sonra kersetinin TG ile kombinasyonları TG’in tek 
başına uygulanması ile elde edilen değerlere yakın değerler elde edilmiştir 
(Şekil 9c; 10c; 11c). Kersetinin TG ile kombinasyonlarının görüntülerinde 
hücre çekirdeklerinin daha parlak göründüğü (DNA fragmentasyonu ve 
kromatin kondensasyonu) gözlenmiştir. Ancak görüntülerin, kersetinin tek 
başına uygulanması ile meydana gelen apoptotik görüntülerden farklı olarak 
apoptotik olmadığı da gözlenmiştir. Özellikle 50 µM kersetin ile TG 
kombinasyonunun görüntülerinde hücre çekirdeğinde parlaklıktan kromatin 
kondensasyonu ve DNA fragmentasyonu olduğu sonucuna varılmıştır (Şekil 
14). Görüntülerin apoptotik olmaması ile de endoplazmik retikulumdan 
sitoplazmaya kalsiyum çıkışına bağlı olarak gösterilen kaspazlara bağımlı 
olmayan hücre ölümünü düşündürmektedir (Şekil 21).  

EGCG’ın tek başına uygulanması ile mitokondriyal aktivite ve total 
protein miktarında doza ve zaman bağımlı azalmalar gözlenmiştir. Ancak 
lizozomal enzim miktarında 1, 10 ve 25 µM konsantrasyonlarda kontrole göre 
hafifçe artış gözlenmiştir (Şekil 15a; 17a). Lizozomal enzimlerde gözlenen bu 
artıştan EGCG’ın antioksidan mekanizmalar üzerine gösterdiği etki sorumlu 
olabilir (Şekil 16a) (Nagle ve ark., 2006). Akridin oranj görüntülerinde 
EGCG’ın C6 hücreleri üzerine apoptotik etkileri gözlenmektedir. Düşük 
dozlarda tomurcuklanma ve büzülme gözlenirken, ara dozlarda kormatin 
kondensasyonuna bağlı olarak çekirdekte parlaklık artmıştır ve yüksek 
dozlarda, apoptozisin son basamağında gözlenen hücre fragmentasyonu 
gözlenmektedir (Şekil 18). EGCG’ın daha önce yapılan çalışmalarda, çeşitli 
kanser türleri üzerine apoptotik etkiler gösterdiği rapor edilmiştir (Na ve Surh, 
2006). 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

Şekil 21. Kaspazlara Bağımlı Olmayan Hücre Ölüm Mekanizması (Broker ve ark., 2005) 

 

EGCG’ın CP ile kombinasyonlarının MTT, NR ve SRB testleri ile doza 
ve zamana bağımlı sonuçlar elde edilmiştir (Şekil 15b; 16b; 17b). AO 
görüntülerinde EGCG’ın CP ile kombinasyonlarında, EGCG’in tek başına 
uygulanması ile görülen apoptotik görüntülerin benzerleri elde edilmiştir. Bu 
sebeple dışarıdan CP verilmesinin EGCG’ın etki mekanizmasının kersetinde 
olduğu gibi değiştirmediği gözlenmiştir. Bu sebeple EGCG’ın apoptotik 
etkilerinin güçlü olduğu ve CP ile değişmediği sonucuna varılmıştır (Şekil19). 

EGCG’ın TG ile kombinasyonlarında, mitokondriyal aktivite ve total 
protein sentezi üzerine TG’in etkisini ilk günde azalttığı, lizozomal enzimler 
üzerine TG’in azaltıcı etkisini güçlendirdiği gözlenmiştir (Şekil 15c; 16c; 17c). 
EGCG’ın TG ile kombinasyonlarında kersetinin TG ile kombinasyonlarına 
benzer görüntüler elde edildiğinden, yine endoplazmik retikulumdan 
sitoplazmaya kalsiyum çıkışına bağlı olarak gösterilen kaspazlara bağımlı 
olmayan hücre ölümünü düşündürmektedir (Şekil 20) (Broker ve ark., 2005). 

Sonuç olarak, kersetinin CP ya da TG ile kombinasyonları C6 
hücrelerinin ölüm şeklini değiştirmekte ve dışarıdan verilen CP protein 
fosforilasyonunu sağlarken, kalsiyum kalsifikasyonu stimüle etmektedir ve bu 
ortamda bulunan kersetin, hücreleri mitotik hücre ölümüne götürmektedir. Bu 
sonuç homeopatik olarak rutin uygulanması ile elde edilen tedavi edici etkiyi 
açıklayabilmektedir. 



EGCG ise dışarıdan verince CP’den etkilenmemekte ve CP varlığında 
da apoptotik etki göstermektedir. Ancak TG ile apoptotik etki mekanizması 
önlenmekte ve kaspazlara bağımlı olmayan hücre ölümü ile hücreleri öldürdüğü 
düşünülmektedir. 
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