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GOJİ BERRY MEYVESİNİN KARNİTİN GIDA TAKVİYESİ İLE BİRLİKTE 

KULLANIMININ ARAŞTIRILMASI 

ÖZET 

Amaç: Diyetten elde edilen ya da böbrekte, karaciğere ve beyindeki lizin ve 

metioninden endojen olarak sentezlenen bir yardımcı faktör olan L-karnitin (LK), uzun 

zincirli yağlı asitlerini (YA'ler), sitrik asit döngüsü üzerinden ATP üretimi için 

mitokondriyal matriste taşır. YA'lerinin blokajına bağlı olan tedavi uygulamaları,  LK 

seviyelerindeki düşüş, kanser regresyonuna yol açar. Akut miyeloid lösemi (AML) 

dahil olmak üzere çeşitli kanser tiplerine tekli veya kombinasyon halinde LK 

uygulanması, apoptozun indüksiyonu yoluyla inhibisyon etkisi gösterir. Bununla 

birlikte LK’nın kansere neden olduğu ve kanser hücrelerini tedavilerin verdiği 

zarardan koruduğu hakkında bazı tartışmalı çalışmalar da bulunmaktadır. Bir Çin tıbbi 

gıda takviyesi olan antioksidan ve apoptotik etki gösteren Goji berry (GB)  lösemi de 

dahil olmak üzere çeşitli kanser türlerini önlemek veya tedavi etmek için 

kullanılmaktadır. Çalışmamızda, GB ve LK'nin tek başına ve birlikte kullanımının 

kronik miyeloid lösemi (KML) üzerindeki etkisini sinyal iletim yolu ile birlikte 

araştırmayı hedefledik. 

Gereç ve yöntem: Antioksidan kapasiteleri bilinen GB meyvelerinin ekstraktları, 

K562 lösemi hücrelerine tekli olarak ve LK ile birlikte 72 saat boyunca 

uygulanmıştır. Bu uygulamaların etkileri, hücre sayısı, hücre canlı lığı ve 

apoptotik hücre oranı (flow sitometri), apoptotik (Kaspazlar-3,8,9, bax) ve anti-

apoptotik (bcl-2) proteinlerin (ELIZA) seviyeleri ile belirlendi. Anova testi 

kullanıldı ve p <0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.  

Bulgular: Hücre sayısında ve canlılığında en yüksek azalma kombinasyon 

grubunda bulundu (PGB+LK <0.05). Kombinasyon grubu, apoptotik hücre oranında 

en yüksek artışla uyumlu olarak kaspazlar-3,8 seviyelerinde de en yüksek artışa 

neden oldu (PGB + LK <0.05).  GB, kombinasyon grubundan sonra hücre sayısı ile 

birlikte hücre canlılığını bax düzeyleri ile birlikte kaspaz-9'daki en yüksek artış 

ve bcl-2 düzeylerinde en yüksek azalma ile kaspaz-3 düzeylerini artırarak etkili 

olarak azalttı (PGB <0.05).  LK,  hücre sayısı üzerinde en düşük inhibisyon etkiyi 

en yüksek hücre viabilitesi ile birlikte gösterdi (PLK<0.05). LK, kaspaz-3,8 

seviyelerindeki en düşük artış ile apoptotik hücre oranındaki en düşük artışa 

neden oldu (PLK <0.05). 

Sonuç: Bu çalışmada, GB ve LK'nin sırasıyla intrinsik ve ekstrinsik apoptoz 

yoluyla KML hücrelerinde proliferasyonu inhibe edici bir etkiye sahip olduğu 

saptanmıştır. Buna ek olarak, ilk defa GB ile kombine edilmiş LK’nın, ekstrinsik 

apoptozdaki artış yolu ile sinerjik bir etkisi olduğuda gösterildi.   

 

Anahtar Kelimeler: Goji berry, L-Karnitin, Kronik Myeloid Lösemi, Yağ asidi, 

Apoptoz.  
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THE INVESTIGATION OF THE USE OF GOJİ BERRY FRUIT WITH THE 

FOOD SUPPLEMENT CARNITINE  

ABSTRACT 

Objective: A co-factor L-carnitine (LC) obtained from the diet or synthesized 

endogenously from lysine and methionine in the kidney, liver and brain transports 

long-chained fatty acids (FAs) into the mitochondrial matrix for ATP generation via 

the citric acid cycle. The treatment modalities dependent on the blokage of FAs, i.e. 

the decrease in LC levels, lead to cancer regression. The application of LC in single or 

in combination to several cancer types including acute myeloid leukemia (AML) 

shows inhibitory effect via the induction of apoptosis.  However, there are also some 

controversial studies on LC causing cancer and protecting cells from the deterioration 

of therapies. A Chinese medical dietary supplement as Goji berry (GB) with an 

antioxidant and apoptotic effect is used to prevent or treat various cancer types 

including leukemia. In our study, we targeted to investigate the effects of GB and LC 

in single and in combination with each other on chronic myeloid leukemia (CML) with 

their signal transduction pathway. 

Materials and methods: Antioxidant capacity known GB fruits’ extracts were applied 

to K562 leukemia cells in single and in combination with LC for 72 h.  The effects of 

these applications were determined by cell number, cell viability and apoptotic cell 

rate (flow cytometry), the levels of apoptotic (Caspases-3,8,9, bax)  and anti-apoptotic 

(bcl-2) proteins (ELISA). Anova test was used and p<0.05 was accepted statistically 

significant. 

Results: Highest decrease at cell number and viability were found at the combination 

group (PGB+LC<0.05).  The combination group led to the highest increase in apoptotic 

cell rate in concomitant with the highest increase in the levels of caspases-3,8 

(PGB+LC<0.05). GB decreased cell number with cell viability potently after the 

combination group through the increase of caspase-3 levels via the highest increase in 

caspase-9 with bax levels and the highest decrease in bcl-2 levels (PGB<0.05). LC 

showed the lowest inhibitory effect on cell number with the highest cell viability 

(PLC<0.05). LC led to the lowest increase in apoptotic cell rate through the lowest 

increase in the levels of caspases-3,8 (PLC<0.05). 

Conclusion: In the current study, it’s detected that GB and LC have a proliferation 

inhibitory effect on CML cells via intrinsic and extrinsic apoptosis,  respectively. In 

addition to this, it’s shown firstly that GB combined with LC shows a synergistic effect 

through the increase in extrinsic apoptosis.   

 

Keywords: Goji berry, L-Carnitine, Chronic Myeloid Leukemia, Fatty acids, 

Apoptosis. 
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1. GİRİŞ 

Kronik miyeloid lösemi (KML), BCR-ABL1 füzyon geninin [kromozom 

translokasyonu t (9:22) (q34, q11)] varlığı ile ilişkili bir miyeloproliferatif neoplazidir 

[1,2]. KML lösemilerin yaklaşık dörtte biridir ve her 100.000 kişiden 1 veya 2’sinde 

bu kanser tipine rastlanır. BCR-ABL1 füzyon geni, tirozin kinaz (TK) aktivitesi 

yüksek ve KML oluşum nedeni olarak saptanan Bcr-Abl1 adlı anormal bir proteini 

meydana getirir. Bu gen-protein sinyal kaskadı ile görevlerini yerine getiremeyen 

kontrolsüz çoğalan anormal beyaz kan hücreleri meydana gelir [2]. BCR-ABL geni ve 

proteini sinyal sistemi hücre çoğalması ve büyümesinde etkili RAS,  Janus 

kinaz/sinyal transdüserleri ve transkripsiyon aktive edicileri (JAK/STAT), 

fosfatidilinositol 3-kinaz/protein kinaz B (PI3K/Akt), nükleer faktör kappa B (NF-κB) 

gibi yolakları uyararak, BCL-XL6 ve MCL-17 ekspresyonlarını artırarak ve TRAİL’i 

engelleyerek iç ve dış apototik yollara karşı direnç oluşturmaktadır [2, 3].   

KML’nin imatinib mesilat gibi tirozin kinaz inhibitörlerine dayalı kemoterapi 

uygulamalarına duyarlı olduğu ve tedavilerin genel olarak başarılı sonuç verdiği 

görülse de hücre tarafından geliştirilen direnç mekanizmaları yenilikçi anti-kanser 

kombinasyonlarının ve yeni anti-neoplastik ilaçların bulunmasını gerekli kılmıştır                    

[2, 4, 5]. Plazma ve hücrede tedavi edici ilaç konsantrasyonlarına ulaşmak için verilen 

yüksek konsantrasyonda ilaç veya ilaç kombinasyonları yüksek toksisiteye neden 

olmakta, birçok hasta kanserden değil kemoterapi yan etkilerinden hayatını 

kaybetmektedir [6].  Günümüzde birçok klinisyen ve araştırmacı doğal olarak elde 

edilen, yüksek aktivite ancak düşük toksisiteye sahip olan antineoplastik ilaçlara 

yönelmektedir. Anti-kanser özelliklere sahip olan Goji berry’ninde (GB) içinde olduğu 

geleneksel Çin otları, son yıllarda oldukça büyük ilgi görmektedir [5]. 

Goji berry (Goji çileği veya kurt üzümü), Asya ülkelerinde geleneksel tıbbi gıda olarak 

kullanılan Lycium barbarum L'nin meyvesidir [5, 7]. Goji meyveleri, polisakkaritlerin, 

B ve C vitamin kompleksleri ile vitamin E'nin kaynağı olmasının yanısıra sekiz 

esansiyel eksojen amino asidin de dahil olduğu çeşitli amino asitlerin ve polifenol 

(kateşin veya hiperosid) ve ferulik veya klorojenik asit ve türevleri gibi organik asitleri 
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ve çinko, demir, bakır, kalsiyum, selenyum ve germanyum gibi eser elementleri de 

içerir [5,7]. Yaşlanma karşıtı etkileri, nöroproteksiyon, dayanıklılığın arttırılması, 

metabolizmanın arttırılması, glukoz ve diğer diabet semptomlarının daha iyi kontrol 

edilmesi, anti-glokom etkileri, immünomodülasyon, anti-tümör aktivite ve 

sitoproteksiyon gibi in vivo ve çalışmalarda gösterilen birçok biyolojik etkiye sahiptir 

[5,7].  

Yağ asit oksidasyonu (YAO), yağ asidi (YA) moleküllerinin mitokondride asetil-

CoA'ya metabolize olduğu biyokimyasal bir süreçtir. Asetil CoA,  solunum zincirinde 

elektron verici olarak görev alan NADH ve FADH2'nin üretimi ile birlikte sitrik asit 

döngüsüne girer. Bunun sonucunda YAO ile hücre için enerji üretimi sağlanmış olur 

[8,9].  Yağ asitlerinin metabolizması, YAO,  ko-faktör olan karnitine ihtiyaç duyar.            

L-Karnitin (LK, 4-trimetil-amino-3-hidroksibütirik asit)  besin yoluyla veya böbrekte, 

karaciğerde ve beyinde lizin ve metionin aminoasitleri kullanılarak endojen olarak 

sentezlenir [8, 9]. Diğer hücreler, hücre zarı üzerinde bulunan aktif bir karnitin taşıma 

sistemi vasıtasıyla plazmadan alım yoluyla karnitini kullanabilirler [8,9]. Karnitin 

palmitoiltransferaz (CPT)-1 enziminin uzun zincirli açil-KoA’yı karnitin ile bağlaması 

sonucunda karnitin-açilkarnitin translokaz (CACT) ile sitozolden mitokondri 

matriksine taşınan uzun zincirli açil karnitin oluşur [8,9].  Mitokondride uzun zincirli 

açilkarnitin Karnitin palmitoiltransferaz 2 (CPT2) tarafından karnitinden ayrılarak 

tekrardan uzun zincirli açil-KoA’ya dönüştürülür ve asetil-KoA oluşturmak üzere 

birden fazla oksidasyon turuna girer [8,9]. YAO’nun, karbonhidratlar dışında (Aerobik 

glikoliz ve Warburg etkisi) kanser hücre çoğalmasını, büyümesini ve hayatta kalmayı 

(direnci) destekleyen önemli bir enerji yolu olduğu gösteren çalışmalar bulunmaktadır 

[9-12]. Buna göre, YA’lerinin mitokondri içine girerek YAO’ya uğramasını 

engelleyecek CPT1 enziminin engellenmesi ile LK seviyelerinin düşürülmesi gibi 

tedavi modelleri tercih edilmeye başlanmıştır [9-11, 13].   

Bunun yanısıra LK’nın tek başına uygulandığı bazı kanser tiplerinde apoptoz aracılı 

antiproliferatif etki gösterdiği ve birlikte kullanıldığı bazı kanser ilaçlarının ise 

etkilerini artırdığına dair çalışmalar bulunmakla birlikte tam tersi kansere neden 

olduğu ve birlikte kullanıldığı kanser ilaçlarının veya radyoterapi gibi farklı tedavi 

modellerinin etkisini azalttığına dair daha fazla çalışma bulunmaktadır [14-22]. Ancak 

LK eksikliğinin, bazı kanser tiplerinin patogenezinde obezite ve insan vücudundaki 

yağ miktarı ile ilgisi olmayan bir mekanizma ile rol aldığını gösteren çalışmalar da 
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mevcuttur [22]. Sitokinlerin de dahil olduğu çok faktörlü ve kompleks bir süreç olan 

kansere bağlı yorgunluk ve kaşeksi patogenezi ile LK eksikliği arasında bağlantı 

olduğuna ve olmadığına dair çalışmalar da bulunmaktadır [23,24].  

GB’nin lösemide inhibisyon etkileri akut myeloid lösemide (AML)  çalışılmış  olup 

KML üzerinde yapılan herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır [25,26]. LK ile de 

lösemi kanser tipinde yapılan çalışmalar çoğunlukla AML ve diğer lösemi tiplerinde 

olup KML ile ilgili inhibitör etkisini çok az sayıda çalışmada saptanmıştır [9, 27, 28]. 

Esansiyel yağ asitleri de dahil olmak üzere yağ asidi içeriği yüksek GB ile YA 

taşıyıcısı LK’nın birlikte kullanıldığı lösemi hücrelerinde özellikle de hedef aldığımız 

KML’de hiçbir çalışma bulunmamaktadır.  Bu çalışmayı yapmaktaki hedefimiz 

GB’nin tek başına ve LK ile birlikte KML’deki kullanımının etkilerini sinyal yolları 

ile birlikte araştırmaktır. Bu kombinasyonun, klinikte KML’de düşük sitotoksisiteli 

adjuvan (yardımcı) ajan olarak kullanılacak yeni bir tedavi protokolü oluşturmasını 

hedeflemekteyiz. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 Kronik Myeloid Lösemi  

Kronik miyeloid lösemi (KML), 9. ve 22’nci kromozomların birer parçasının karşılıklı 

yer değiştirmesi [translokasyon, t (9:22) (q34, q11)] sonucu değişikliğe (mutasyona) 

uğrayarak oluşan Philadelphia kromozomu (mutant 22. kromozom) ve oradaki BCR-

ABL1 füzyon geninin varlığı ile ilişkili bir kan ve kemik iliği neoplazisidir [1, 2]. KML 

lösemilerin yaklaşık dörtte birini oluşturur ve her 100.000 kişiden 1 veya 2’sinde bu 

hastalık görülür [2].   

BCR-ABL1 füzyon geni, TK aktivitesi yüksek ve KML oluşum nedeni olarak 

saptanan Bcr-Abl1 adlı anormal bir proteini meydana getirir. Bu gen-protein sinyal 

kaskadı ile görevlerini yerine getiremeyen kontrolsüz çoğalan anormal beyaz kan 

hücreleri meydana gelir [2].  Bcr-abl1, kompleks bir sinyal iletim kaskadının 

başlatılmasına katılan birden fazla domenden oluşan bir proteindir. Onkoproteinin 

BCR kısmı, serin ve treonin kinaz aktivitesine sahip bir domen ve Src homoloji-2 

(SH2) domenlerine bağlanan bölgeleri içerirken c-ABL kısmı SH3, SH2 ve tirozin 

kinaz (SH1) domenlerine ek olarak dört prolin açısından zengin domen, bir nükleer 

translokasyon sinyaline, bir DNA ve bir aktin bağlayıcı domen içeir [2]. KML'nin 

gelişim süreci üç evreyi kapsamaktadır: kronik, hızlandırılmış ve blast fazları. Kronik 

fazda (KF), olgun granülositlerin aşırı üretimi ile sonuçlanan lösemik kök hücrelerin 

büyük bir kısmı farklılaşmaya yönelir.  Hızlandırılmış fazda (HF) farklılaşma 

durdurulur ve şiddetli hastalık fenotipi, blast fazında (BF) artan olgunlaşmamış 

blastların çoğalması ile görülür [2].  

Bcr-abl1'in aktin filamentlere bağlanmasının transformasyona katkıda bulunduğu 

gösterilmiştir. Burada önemli olan nokta, TK aktivitesinin Bcr-Abl1'in transformasyon 

potansiyeli için gerekli olduğudur [2]. BCR-ABL geni ve proteini sinyal sistemi hücre 

çoğalması ve büyümesinde etkili RAS, JAK/STAT, PI3K/Akt, NF-κB gibi yolakları 

uyararak, BCL-XL6 ve MCL-17 ekspresyonlarını artırarak ve Tümör nekroz edici 
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faktör (TNF)-bağlantılı apoptozu indükleyici ligandı (TRAİL)  engelleyerek iç ve dış 

apototik yollara karşı direnç oluşturmaktadır [2, 3].   

KML’nin imatinib mesilat gibi tirozin kinaz inhibitörlerine dayalı kemoterapi 

uygulamalarına duyarlı olduğu ve tedavilerin genel olarak başarılı sonuç verdiği 

görülse de BCR-ABL geni amplifikasyonunun, hücre içi ilaç konsantrasyonunu 

azaltan ve onkogenik/direnç alternatif sinyal yollarınının aktivasyonunu artırdığı hücre 

tarafından geliştirilen direnç mekanizmaları   yenilikçi anti-kanser kombinasyonlarının 

ve yeni anti-neoplastik ilaçların bulunması gerekli kılmıştır [2, 4, 5].  Plazma ve hücre 

içinde tedavi edici ilaç konsantrasyonlarına ulaşmak için verilen yüksek 

konsantrasyonda ilaç veya ilaç kombinasyonları yüksek toksisiteye neden olmakta 

birçok hasta kanserden değil kemoterapi ve radyoterapi yan etkilerinden hayatını 

kaybetmektedir [6].  Günümüzde birçok klinisyen ve araştırmacı doğal olarak elde 

edilen yüksek aktivite ancak düşük toksisiteye sahip olan antineoplastik ilaçlara 

yönelmektedir. 

2.2 Goji Berry  

Lycium (L.), Kuzey ve Güney Amerika, Afrika ve Avrasya'daki kurak ve yarı kurak 

ortamlarda yaygın olarak bulunur. Son yıllarda, L. barbarum (LB, Goji berry) ve L. 

chinense, sağlıkla alakalı başarılı hastalık önleyici ve tedavi özellikleri nedeni ile 

“süper gıda" olarak ilan edildi [5]. Lycium L. cinsinin birçok türünün meyve, yaprak, 

kök kabuğu ve genç sürgünü uzun zamandır yerel gıdalar ve/veya ilaçlar olarak 

kullanılmıştır [5]. Goji berry (Goji çileği veya kurt üzümü), Asya ülkelerinde 

geleneksel tıbbi gıda olarak kullanılan Lycium barbarum L’nin meyvesidir [5, 7]. 

Lycium barbarum L’nin meyveleri, dikdörtgen veya oval şekilli, genel olarak 4-20 

tane tohuma sahip, kırmızı, kahverengi/turuncu-sarı renkte, 2 mm büyüklüktedir [5]. 
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Şekil 2.1: Goji berry meyvesi (A) Yaş GB meyvesi, (B) Kurutulmuş GB meyvesi 

 

Goji berry meyveleri, polisakkaritlerin, B ve C vitamin kompleksleri ile vitamin E'nin 

kaynağı olmasının yanısıra sekiz esansiyel eksojen amino asidin de dahil olduğu çeşitli 

amino asitlerin ve polifenol (kateşin veya hiperosid) ve ferulik veya klorojenik asit ve 

türevleri gibi organik asitleri ve çinko, demir, bakır, kalsiyum, selenyum ve 

germanyum gibi eser elementleri de içerir [5,7]. Cilt koruması da dahil olmak üzere 

yaşlanma karşıtı etkileri, nöroproteksiyon, dayanıklılığın arttırılması, metabolizmanın 

arttırılması, glukoz ve diğer diabet semptomlarının daha iyi kontrol edilmesi, 

antiglokom etkileri, hepatoproteksiyon, retinal proteksiyon, üreme sağlığı 

proteksiyonu (spermatogenez), immünomodülasyon, yorgunluk giderici, 

nöroproteksiyon, hipotansif, anti-aterosklerotik,  antitümör aktivite ve sitoproteksiyon, 

antioksidan gibi in vivo, in vitro ve klinik çalışmalarda gösterilen birçok biyolojik 

aktiviteye sahiptir [5,7]. 

GB çeşitli  kanser tiplerinde anti-kanser özelliklerini antioksidan etki ile reaktif oksijen 

türleri (ROT) merkezli sinyal yollarını baskılayarak, apoptozu indükleyerek  (Bax ve 

kaspaz-3 seviyelerini artırıp bcl-2 seviyelerini azaltarak), epitelyal mezenşimal geçişi 

azaltarak, östrodiol gibi hormonların sinyal yollarını baskılayarak,  p53 (p53 için ERK 

yolu aktivasyonu) gibi tümör baskılayıcı gen ekspresyonlarını artırarak, G0+G1 ve S 

fazında hücre tutulumu yaparak, PI3K/AKT sinyal yolunu  baskılayarak 

gerçekleştirdiği çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir [4, 29-37]. GB’nin kullanımı 

immunoterapi gibi diğer antineoplastik kanser protokolleri ile de sinergistik etki 

göstermiştir [38,39] GB’nin lösemide inhibisyon etkileri akut myeloid lösemide 

(AML) çalışılmış olup KML üzerinde yapılan herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır 

[25,26]. 
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2.3 Yağ Asitleri, Yağ Asitleri Metabolizması ve L-Karnitin, Kanser 

2.3.1 Yağ asitleri ve Trigliseridler (Triaçilgliseroller) 

Lipidler içerdikleri kimyasal gruplara gore beş ana sınıfa ayrılır. Bunlar 1) YA’leri 

(Kısa, orta ve uzun zincirli yag asitleri ve eikosanoidler), 2) Gliserol türevleri 

(Trigliseridler, mumlar ve gliserofosfolipidler), 3) Sfingozin türevleri 

(Sfingofosfolipidler, glikolipidler), 4) Lipoproteinler, 5) İzopren türevi lipidler 

(Terpenler ve steroller) (Şekil 2.2) [40]. 

YA’lerinin büyük bir bölümü organizmada hücrenin yapısal bileşeni olarak yag açil 

esterleri olarak, az bir bölümü ise serbest halde yer almaktadır [40].  Yag açil esterleri 

çok kompleks moleküller olup triaçilgliseroller, fosfolipidler, glikolipidler, 

sfingolipidler, prostaglandinler ile kolesterol esterleri gibi çeşitli bileşiklerin yapısında 

yer alır [40]. Serbest yag asitlerinin bütün hücre ve dokularda konsantrasyonu 

değişiktir (plazmada 35 mg / dL). Serbest yag asitleri albümine baglanarak dolaşımda 

taşınır ve enerji saglamak amacıyla oksidasyon ile dokularda kullanılır [40]. 

YA‘lerinin karboksil grubu bir uçta, uzun hidrokarbon (H ve C karbon atomları) zinciri 

ortada ve metil grubu bir uçta olmak üzere yapısal bir şekle sahiptir [40]. YA’nin 

karboksil grubu pH 7'de iyonize haldedir ve suya afinitesi vardir. YA karboksil 

grubunun pKa degeri 4.8 dir, bu nedenle serbest YA‘leri vücut sıvılarında iyonize 

halde bulunur [40]. Uzun hidrokarbon zincirin bir ucunda bulunan hidrofilik karboksil 

grubu sulu ortamla etkilenirken, hidrofobik uzun hidrokarbon zincir, polar olmayan 

ortama yönelerek moleküle suda erimeme özelliği kazandırır [40]. Bu suyu seven ve 

sevmeyen bölgelerin bir arada olması nedeniyle yağ asitleri amfipatik özelliktedir. Bu 

moleküller plazmada proteinlere bağlı olarak taşınır [40].  YA’lerinde 2-34 kadar 

karbon yer almaktadır.  YA molekülünde karbon sayısı 6 dan az ise “kısa”, 6-11 

arasında ise “orta”, 12 ve daha fazla ise “uzun zincirli” YA’leri olarak adlandırılır. 

Ayrıca YA, hidrokarbon zincirlerinde yer alan çift bağa göre doymuş veya doymamış 

YA‘leri olarak da adlandırılır. Çift bağ içeriyorsa bunlara "doymamış YA‘leri" denir.  

Doymamış bağların sayısı bir veya daha fazla olabilir ve doymamış YA’leri çeşitli 

yöntemlerle çift bağ yapısı ortadan kaldırılarak doyurulabilir. Doymamış yağ asitleri, 

doymuşlara oranla çok kolay oksidasyona uğrayabilirler. Çift bağ sayısı ne kadar fazla 

olursa oksidasyon o kadar kolay gerçekleşir [40]. İnsan vücudunda 9.-10. karbondan 

sonra çift bağ oluşturacak enzim sistemleri bulunmamaktadır. Bu nedenle, vücutta 
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sentezlenemeyen ve diyetle almamız gereken, metabolizma için gerekli doymamış 

YA‘leri bulunmaktadır. Bu YA’lerine esansiyel YA‘leri denir. Linoleik ve linolenik 

YA’leri bu gruba girmektedir [40].  

Üç molekül YA‘nin gliserol ile yaptıkları esterler sonucunda trigliseridler oluşur 

(Şekil 2.2). Bunlara basit lipidler, nötral yaglar veya triaçilgliseroller de denir.  

Gliserolün bir YA ile esterleşmesinden monoaçilgliserol, iki YA ile esterleşmesinden 

diaçilgliserol ve üç YA ile esterleşmesinden ise triaaçilgliseroller oluşur [40]. YA‘leri 

organizmada başlıca gliserol esterleri yani trigliseridler olarak bulunur, depolanır ve 

hidrofobik yapıdadır. Depo lipidlerin temel bileşeni olan trigliseridler, hücrelerin 

sitozolünde yağ damlacıkları olarak bulunur ve yağ dokusunda (adipoz doku) 

depolanırlar [40].   

 

Şekil 2.2: Yağ asidi ve trigliseridler [40] 

 

Besinle alınan trigliseridler nötral pH'da lipaz enzimi ile hidroliz edilirler. Lipaz 

enzimi katalizi ile ince bağırsakta besinsel yağların sindiriminden açığa çıkan YA‘leri, 

yakıt olarak diğer dokular tarafından kullanılır, gliserol ise karaciğere giderek 

metabolik reaksiyonlara katılır. Yakıt olarak kullanılmayan YA’leri, trigliseridler 

olarak organizmada ince bağırsak mukoza hücreleri, meme, yağ doku ve karaciğerde 

sentezlenir. Besinlerle alınan karbonhidrat ve proteinlerin enerjiye dönüşmeyecek 

fazla miktarlan YA‘lerine dönüşerek yine trigliseridler olarak depolanır. 
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Trigliseridlerden sağlanan enerji, karbonhidratlardan saglanandan iki katı daha 

fazladır [40]. 

2.3.1 Yağ asitlerinin metabolizması ve L-Karnitin  

YAO, YA moleküllerinin mitokondride asetil-CoA'ya metabolize olduğu 

biyokimyasal bir süreçtir. Asetil CoA, solunum zincirinde elektron verici olarak görev 

alan NADH ve FADH2'nin üretimi ile birlikte sitrik asit döngüsüne girer. Bunun 

sonucunda YAO ile hücre için enerji üretimi sağlanmış olur [8,9].   

YA’lerinin metabolizması, YAO, ko-faktör olan karnitine ihtiyaç duyar. LK (4-

trimetil-amino-3-hidroksibütirik asit) besin yoluyla veya böbrekte, karaciğerde ve 

beyinde lizin ve metionin aminoasitleri kullanılarak endojen olarak sentezlenir [8, 9]. 

Diğer hücreler, hücre zarı üzerinde bulunan aktif bir karnitin taşıma sistemi vasıtasıyla 

plazmadan alım yoluyla LK kullanabilirler (Şekil 2.3) [8,9].  

 

 

Şekil 2.3: L-Karnitin [40] 

 

CPT1 enziminin uzun zincirli açil-KoA’yı karnitin ile bağlaması sonucunda CACT ile 

sitozolden mitokondri matriksine taşınan uzun zincirli açil karnitin oluşur [8,9].  

Mitokondride uzun zincirli açilkarnitin CPT2 tarafından karnitinden ayrılarak 

tekrardan uzun zincirli açil-KoA’ya dönüştürülür ve asetil-KoA oluşturmak üzere 

birden fazla oksidasyon turuna girer (Şekil 2.4) [8,9].  
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Şekil 2.4: Mitokondride Yağ Asidi Oksidasyonu ve L-Karnitin [40] 

 

2.3.2 Yağ asitlerinin metabolizması, L-Karnitin ve kanser metabolizması ilişkisi  

YAO’nun, karbonhidratlar dışında (Aerobik glikoliz ve normoksik koşullar altında 

yüksek bir glikoliz oranı görülen Warburg etkisi) kanser hücre çoğalmasını, 

büyümesini ve hayatta kalmayı (direnci) destekleyen önemli bir yol olduğu gösteren 

çalışmalar bulunmaktadır [9-12]. YAO, kanser hücresi sağkalımı için ATP formunda 

enerji sağlamasının yanısıra kanser hücreleri tarafından oksidatif strese karşı koymak 

için redoks gücünü sağlayan sitozolik indirgeyici güç olan nikotinamid adenin 

dinükleotit fosfatı (NADPH) sağlar [8].   YAO, CPT ekspresyonlarını da artırarak 

tümör kemorezistansında da etkilidir [8]. Kanser hücrelerinin, glikoz tüketimi ve 

hipoksi (oksijensiz ortam) ile karakterize metabolik stress koşullarını aşmasını sağlar 

[8].  CPT1’in aynı zamanda uzun zincirli yağ açil KoA, palmitoil KoA, seramid gibi 

hücreyi apoptoza götüren sitotoksik yağların işlevini engellediği de gösterilmiştir [8].  

Bcl-2 CPTI’in üzerinden apoptozu inhibe ettiği de saptanmıştır [8].  Buna göre, 

YA’lerinin mitokondri içine girerek YAO’ya uğramasını engelleyecek CPT1 
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enziminin engellenmesi ile LK seviyelerinin düşürülmesi gibi tedavi modelleri tercih 

edilmeye başlanmıştır [9-11, 13].   

Bunun yanısıra LK’nın tek başına uygulandığı bazı kanser tiplerinde apoptoz aracılı 

antiproliferatif etki gösterdiği ve birlikte kullanıldığı bazı kanser ilaçlarının ise 

etkilerini artırdığına dair çalışmalar bulunmakla birlikte tam tersi kansere neden 

olduğu ve birlikte kullanıldığı kanser ilaçlarının veya radyoterapi gibi farklı tedavi 

modellerinin etkisini azalttığına dair daha fazla çalışma bulunmaktadır [14-22]. Ancak 

LK eksikliğinin, bazı kanser tiplerinin patogenezinde obezite ve insan vücudundaki 

yağ miktarı ile ilgisi olmayan bir mekanizma ile rol aldığını gösteren çalışmalar da 

mevcuttur [22]. Sitokinlerin de dahil olduğu çok faktörlü ve kompleks bir süreç olan 

kansere bağlı yorgunluk ve kaşeksi patogenezi ile LK eksikliği arasında bağlantı 

olduğuna ve olmadığına dair çalışmalar da bulunmaktadır [23,24]. 

LK ile de lösemi kanser tipinde yapılan çalışmalar çoğunlukla AML ve diğer lösemi 

tiplerinde olup KML ile ilgili inhibitör etkisini çok az sayıda çalışmada saptanmıştır 

[9, 27, 28].  
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3. MATERYAL ve METOD 

GB ve LK ile planlanmış deneysel çalışmalar hücre kültüründe K562 KML 

hücreleri ile yapılmıştır. Goji berrymeyvesi teşhisi ve ekstraktlarının yapılması 

antioksidan kapasite tayini İstanbul Üniversitesi (İ.Ü) Eczacılık Fakültesi,   

monolayer hücre kültürü deneyleri ve flow sitometri analizleri İ.Ü Aziz Sancar 

Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsü (ASDETAE) İmmunoloji Anabilim Dalı’nda 

gerçekleştirildi. İstanbul Aydın Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik Biyokimya 

Laboratuvarı’nda,  Enzim bağlantılı immünosorbent test (ELIZA) çalışmaları 

yapıldı. 

3.1 Çalışma Cihazları, Aletleri,  Kimyasalları ve Sarf  Malzemeleri 

Deneylerde Kullanılan Sentetik Gıda Takviyesi  

 L-Karnitin (CarnipureTM, Now, IL, Amerika Birleşik Devletleri)   

Deneylerde Kullanılan Hücre Soyu 

 K562 KML hücresi (ATCC ® CCL-243™, Amerika Birleşik Devletleri) 

Kullanılan Cihazlar  

 Laminar akım kabini (CESNA, Almanya) 

 CO2’li İnkübatör (THERMO, Darmstadt, Almanya) 

 Soğutmalı Santrifüj  (VWR, Almanya) 

 Flow Sitometri (BD, Heidelberg, Almanya)  

 ELIZA reader (Thermo Scientific Multiskan GO UV/Vis ) 

 Orbital sallayıcı (Orbital Shaker-Stuart, SSL1, Viena, Avusturya) 

 -80 OC Derin dondurucu (Thermo, Bosch, ) 

 Vorteks  (İka, Wilmington, Amerika Birleşik Devletleri) 

 Rotaevaporatör  (Buchi  R-210, VWR, Almanya) 

  -4 OC Laboratuvar Tipi Soğutucu (Arctiko, Esbjerg, Danimarka)  
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 Bidistile su arıtma cihazı (Labconco, Fort Scott, KS, Amerika Birleşik 

Devletleri) 

 pH ölçer (Hyxooy, Radiometer PHM 92, Kerava, Finlandiya) 

 Hassas terazi (AND HM 200, CA, Amerika Birleşik Devletleri)  

 Işık mikroskobu (Olympos, Hamburg, Almanya)  

Deneylerde Kullanılan Kimyasallar   

 Fötal Sığır Serumu  (Sigma-Aldrich 12106C, St. Louis, MO, Amerika Birleşik 

Devletleri) 

 Mikoplazma önleyici solüsyon (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Amerika 

Birleşik Devletleri) 

 Antimikotik ve antibiyotik karışımı solüsyon (Sigma-Aldrich A5955, St. 

Louis, MO, Amerika Birleşik Devletleri) 

 Antibiyotik (Sigma-Aldrich 4333, St. Louis, MO, Amerika Birleşik Devletleri) 

 Piruvik asit sodyum tuzu solüsyonu (Sigma-Aldrich S8636, St. Louis, MO, 

Amerika Birleşik Devletleri) 

 Hücre dondurma solüsyonu  (Sigma-Aldrich C616, St. Louis, MO, Amerika 

Birleşik Devletleri) 

 RPMI Kültür medyumu  (Gibco 11875085, Schwerte, Almanya) 

 Petrol eteri  (Merck Chemicals  1.01775.5000, Damstadt, Almanya) 

 Kloroform (Sigma-Aldrich 34854, St. Louis, MO, Amerika Birleşik 

Devletleri) 

 Metil alkol ( Sigma-Aldrich 34885, St. Louis, MO, Amerika Birleşik 

Devletleri) 

 Derişik hidroklorik asid (Merck 100314, Darmstadt, Almanya) 

 Brom (Merck 101945, Darmstadt, Almanya)  

 Gallik asid (Sigma G7384,St. Louis, MO, Amerika Birleşik Devletleri)  

 Sodyum hidroksit (Merck 106462, Darmstadt, Almanya)  

 Kateşin (Fluka 22110, Almanya)  

 Absolü Etanol  (Merck 100983 Darmstadt, Almanya) 

 CHAPS hücre liziz solüsyonu (Invitrogen ZC10003) 

 Dimetil sülfoksid (Hybri-Max™ D2650, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

Amerika Birleşik Devletleri ) 



 

14 

Deneylerde Kullanılan Sarf Malzemeler 

 Membran bariyerler (ThinCertTM-Greiner Bioone 657640, 662640) 

 Filtreli pipet uçları (Eppendorf, Hamburg, Almanya)    

 DNA saklama kutusu (Cryotechnics 5400948, Waardenburg, Hollanda)  

 Şırınga (5 cc, 10 cc ve 50 ml’lik, Set Inject, Türkiye) 

 Şırınga için membran süzme filtresi (TPP 99722, Trasadingen, İsviçre) 

 Dondurma tübü 2 ml (TPP 89020, Trasadingen, İsviçre) 

 Flask (TPP 90075, TPP 90025, Trasadingen, İsviçre) 

 Steril hücre kültür kabı (TPP 92006, TPP 92024,Trasadingen, İsviçre) 

 Steril plastik pipet (TPP 94010, TPP 94005, Trasadingen, İsviçre) 

  Steril plastik pasteur pipeti (LP Italiana 135138, Milano, İtalya) 

  Falkon tüpleri (TPP 91015, TPP 91050, Trasadingen, İsviçre) 

  FACS Flow (BD 342003, Almanya) 

Apoptotik ve anti-apoptotik sinyal yolaklarında belirlenmesinde kullanılan test kitleri  

 Canlılık ve apoptoz saptama kiti (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I, 

BD Pharmingen-556570, Almanya) 

 Kaspaz-3 protein konsantrasyonu deteksiyon kiti (Sigma-Aldrich CASP-3C, St. 

Louis, MO, Amerika Birleşik Devletleri ) 

 Kaspaz-8 protein konsantrasyonu deteksiyon kiti (USCN SEA853Hu, 

Almanya) 

 Kaspaz-9 protein konsantrasyonu deteksiyon kiti (USCN SEA627Hu, 

Almanya) 

 Bcl-2 protein konsantrasyonu deteksiyon kiti  (USCN SEA778Hu, Almanya) 

 Bax protein konsantrasyonu deteksiyon kiti  (USCN SEB343Hu, Almanya) 

3.2 Deneylerde Kullanılan Fitoterapotik Ajan: Goji Berry 

Mevcut çalışmada araştırılan GB’nin meyveleri Çin’de yetiştirilmiş olup bir web 

sitesi aracılığı ile alındı. Meyveler genellikle açık kutularda ve güneşte 

kurutulmuş küçük paketlerde satılmakla birlikte meyve suları, konsantre ekstreler 

ve enfüzyonlarının yanı sıra kapsülleri de bulunmaktadır [6].  
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3.3 Goji berry Ekstraktının Yapımı  

GB meyvelerı oda sıcaklığında, steril ortamda ve karanlıkta 30 gün boyunca 

kurutuldu ve neşter ile kesilerek çok küçük parçalara ayrıldı. 30 g parçalanan 

meyvelere 100 ml metanol, 30 ml petrol eteri,  50 ml kloroform kullanılarak                  

hemen hemen 24 saat boyunca Soxhlet cihazında geri akış (reflüks) ile 

ekstraksiyon yapıldı. Karışımdan metanol, petrol eteri ve kloroform 

rotaevaporatör aracılığı ile uzaklaştırıldı. Ekstre edilebilen bileşik miktarı (EC) 

tespit edildi. Elde edilen GB ekstraktı hemen hücrelere uygulanmayacağı için 

küçük cam şişelere kondu ve -20°C’de saklandı [30,41]. 

3.4 Antioksidan Kapasite Tayini Deneyleri 

3.4.1 Total fenolik bileşik miktarı tayini 

Ekstraktların total fenolik bileşik miktarı, kolorimetrik Slinkard ve Singleton 

yönteminde Folin-Ciocalteu solüsyonu kullanılarak bazı küçük modifikasyonlar 

yapılarak belirlendi [41]. Falkon tüplere 40 mg/mL konsantrasyonda ekstraktlar 

kondu ve 25 saniye ultrasonik tipte banyoda çözülmesi sağlandı. Ekstreler 

çözücüler ile 3 farklı konsantrasyonda (20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL) dilüe 

edildi. Bu dilüe ekstraktlar ile deneyler gerçekleştirildi.  

Ekstraktlar (8μl) mikroplaka kuyularına kondu. Sonra sırasıyla 260 μL hacimde 

distile su,  8 μL hacimde Folin-Ciocalteu solüsyonu ve 24 μL hacimde                

sodyum karbonat çözeltisinden  (% 2) eklendi, karıştırıldı ve karanlıkta 2 saat 

bekletildikten sonra konsantrasyon gradiyentine göre değişen absorbans, distile 

su olarak belirlenen köre karşı, 760 nm dalga boyunda okundu, raporlandı ve 

değerlendirildi [41].   

Elde edilen sonuçlar gallik asid standart eğri denklemi ile “mg gallik asid 

ekivalanları/g meyve” olarak değerlendirildi[41]. 

3.4.2 Total flavonoid miktar tayini 

Ekstraktların total flavonoid miktar tayini Kim ve arkadaşları (2003) tarafından 

bulunan standart kolorimetrik yöntemde bazı küçük modifikasyonlar yapılarak 

saptandı [41]. 
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Falkon tüplere 40 mg/mL konsantrasyonda ekstraktlar kondu ve 25 saniye  

ultrasonik tipte banyoda çözülmesi sağlandı. Ekstreler çözücüler ile 3 farklı 

konsantrasyonda (20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL) dilüe edildi. Bu dilüe 

ekstraktlar ile deneyler gerçekleştirildi [41]. 

Ekstraktlar (25 μL) ve kateşinden hazırlanan standartlar (25 μL) mikroplaka 

kuyularına kondu. Sonra sırasıyla 125 μL hacimde distile su,  7.5 μL hacimde              

% 5 oranında sodyum nitrit solüsyonu, % 10 oranında 15 µL hacimde alüminyum 

triklorür ve  50 μL hacimde 1 M konsantrasyonda sodyum hidroksid, 27.5 μL 

distile su eklenerek karıştırıldı ve  karanlıkta 2 saat bekletildikten sonra 

konsantrasyon gradiyentine göre değişen mavi rengin absorbansı, distile su olarak 

belirlenen köre karşı, 510 nm absorbansda okundu, raporlandı ve değerlendirildi 

Elde edilen sonuçlar kateşin standart eğri denklemi ile “mg kateşin ekivalanları/g 

meyve” olarak değerlendirildi [41].   

3.5 L-Karnitin  

Deneyde kullanılan gıda takviyesi L-Karnitinin (CarnipureTM, Now, IL, Amerika 

Birleşik Devletleri) 1 tableti 1.0 g olup içinde 1.0 g L-Karnitin tartarat ve ayrıca 

selüloz, bitkisel kaynaklı stearik asit ve magnezyum stearat, silis ve bitkisel 

kaplama içermektedir.   

3.6 Süspansion Hücre Kültürü 

3.6.1 K562 hücre soyu 

K562 KML insan hücre soyu (ATCC® CCL-243™) hücre bankasından  [Amerikan 

Hücre Kültür Koleksiyonu (ATCC, Manassas, VA, A.B.D)] satın alındı. Bu banka, 

terminal evredeki 53 yaşındaki KML teşhisi konmuş kadın hastadan bu hücreleri izole 

etti ve çoğalttı [2,42].  K562 KML hücre soyu yüksek farklılaşmadan kalma yeteneğine 

sahip granülosit serisidir. KML, insan eritrolösemi hücre soyudur. K562 blastları 

multipotensiyel, hematopoietik ölümcül hücrelerdir ve spontan olarak eritrositik, 

granulositik ve monositik serilerin öncü hücrelerine (progenitör) farklılaşabilir. Bu 

hücrelerde Philadelphia kromozomu bulunmaktadır [2,42]. 
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3.6.2 K562 süspansiyon hücre kültürü 

KML hücre soyunu çoğaltmak amacıyla kullanılan medyum 

antibiyotik-antimikotik solüsyonu (%1), sodyum piruvat (1.0 mM), sodyum 

bikarbonat (1.5 g/L), fötal sığır serumu (% 10, FBS) ilave edilmiş RPMI-1640’dır 

(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc.).  Hücreler çeşitli bütyüklükteki flasklarda 

nemli ortama sahip inkübatör  (37 oC , % 5 CO2) içinde üretildi (Şekil 3.1)                    

[2, 42]. 

 

 

Şekil 3.1: K562 lösemi hücreleri (Orijinal büyütme x30) 

3.7 Süspansiyon Hücre Kültürü ile Yapılan Deneyler 

300.000 KML hücresi 3 ml RPMI-1640 medyum bulunan 3 kuyuya ekildi ve 

inkübatörde 1 saat kadar tutuldu.  Daha sonra GB ve LK ayrı ayrı ve birarada 

hücrelere uygulandı (Şekil 3.2).  Test grupları 1. Kontrol grubu (Sadece steril 

distile su verilen grup),  2. GB grubu,  3. LK grubu,  4. GB ve LK’nın birlikte 

uygulandığı kombinasyon grubu. 

Grupların KML hücreleri üzerine etkileri toplam hücre sayısına, hücre 

canlılığına, hücre ölüm tipine [Apoptoz belirleme yöntemi: Flow sitometrik 

Anneksin-V-Fluoresan isotiyosiyanat/propidyum iodid (Anneksin-V-FITC/PI) 

ikili boyaması], intrensek ve ekstrensek apoptotik sinyal yolu  [Kaspaz-3, kaspaz-

8,  kaspaz-9, Bcl-2-bağlantılı X protein (Bax)] ve anti-apoptotik sinyal yolu 

protein seviyelerine (bcl-2) (ELIZA yöntemi) bakılarak 72 saat boyunca 

değerlendirildi. 
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Şekil 3.2: Süspansiyon hücre kültürü. GB ve LK insertler kullanılarak KML 

hücrelerine 72 saat boyunca uygulandı. 

3.8 Total Hücre Sayısı  

Total hücre sayısını saptamak için 500.000 K562 hücresi RPMI-1640 medyumu 

içeren kuyulara ekildi ve inkübatörde 72 saat boyunca bekletildi [43,44]. Total 

hücre sayısı PI boyaması esasına dayanan ve liziz çalışma solüsyonu, 

stabilizasyon solüsyonu ve kasetler bulunan ticari kit (A starter kit, ChemoMetec 

A/S, Allerod, Denmark) kullanılarak otomatik hücre sayacı ile saptandı. 24 ve 72 

saat sonunda K562 hücreleri yıkandı ve parçalayıcı solüsyon ile stabilizasyon 

solüsyonu kullanılarak parçalandı [43,44]. Parçalanmış, DNA’ları açığa çıkmış 

hücreler PI kaplanmış olan özel kasetlere aktarıldı ve DNA’larına PI bağlandı ve 

boyandı. Hücre sayıcıda PI floresansı ölçülerek hücrelerin sayısı saptandı ve 

raporlandı [43,44]. 

3.9 Canlılık ve Apoptoz Tayini  

Çalışmamızda hücre canlılığı ve apoptoz oranlarını saptamak için Anneksin-V-

FITC ve PI ikili boyamasına dayalı test kitinin uygulama prensipleri bazı minör 

modifikasyonlar yapılarak izlendi [43,44]. Deneylerde 300.000 lösemi hücresi 

24. ve 72. saatler esas alınarak 3 ml RPMI-1640 medyumu yer alan 3 kuyuya 

ekildi ve inkübatörde 1 saat tutuldu. Uygulamalar yapıldıktan sonra 24. ve 72. 

saatlerde hücreler sayıldı.  Sayımdan sonra yıkanarak içine HEPES, sodyum 

klorür, kalsiyum klorürden oluşan bağlama tamponu kondu ve süspansiyon 
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oluşturuldu. 100.000 hücre/100 μl bağlama solüsyonu olacak şekilde ayarlanan 

süspansiyona Anneksin V-FITC ve PI kondu,  22 OC’de ve karanlıkta 15-20 

dakika tutuldu. Floresans ölçümü için flow sitometri cihazına kondu, ölçümler 

alındı ve CellQuest ve WinMDI programları analiz edildi [43,44]. Elde edilen 

flow sitometri histogramlarında,  sol alt kısım canlı hücreleri (Anneksin V-, PI-), 

sağ alt kısım erken apoptotik hücreleri (Anneksin V+, PI-),  sağ üst kısım geç 

apoptotik hücreleri (Anneksin V+, PI+) ve sol üst kısım ise ölü hücre 

popülasyonlarını göstermekle birlikte toplam apoptotik hücre yüzdeleri erken ve 

geç apoptotik hücre oranları birlikte değerlendirilerek elde edildi [43,44]. 

 

Şekil 3.3: Flow sitometri aşamaları. A. Flow sitometri için test kiti kullanılarak 

hazırlanan numuneler,  B. Flow sitometri cihazı,  C.  Flow sitometri cihazında 

ölçülmeye başlanan test tübü, D. Cihaza uygun programla görülen hücre 

popülasyonları ve canlı, erken ve geç apoptotik ve ölü hücre yüzdelerini gösteren 

histogramlar 

3.9.1 Protein konsantrasyonlarının saptanması 

ELIZA yapılacak numunelerin protein konsantrasyonlarının değerlendirilmesi 

için Biçinkromik Asit (BCA) yöntemi, mikroplaka yöntemi ile birlikte uygulandı. 
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[43,44].  Bu yöntem için çalışma aralığı 20-2000 μg/ml olarak belirlendi. Portein 

standartlar sığır serum albumin (BSA)  kullanılarak hazırlandı [43,44] .  

Numune ve standartlardan (25 μL) kuyulara pipetlendikten sonra içinde sodyum 

hidroksit. Sodyum karbonat, sodyum bikarbonat, biçinkromik asit, sodyum 

tartarat ve bakır sülfat bulunan 200 μl BCA çalışma solüsyonu eklendi ve                     

37 oC’lik etüvde 35 dk tutuldu. Absorbans değerleri (A) 540 nm dalga boyunda 

okundu ve raporlandı. ELIZA yapılacak örneklerin protein konsantrasyonları 

BSA standart eğri grafiği ve R2 değerleri değerlendirilerek belirlendi[43,44].  

3.9.1.1 Kaspaz-3 konsantrasyonu değerlendirilmesi 

Çalışmamızda Kaspaz-3 konsantrasyonlarını saptamak için test kitinin uygulama 

prensipleri bazı minör modifikasyonlar yapılarak izlendi [43,44]. Kaspaz-3 enzim 

konsantrasyonlarının değerlendirilmesi asetil-Asp-Glu-Val-Asp nitroanilidini 

(kaspaz-3 peptid substratı, Ac-DEVD-pNA) parçalaması ile oluşan ürün                       

p-nitroanilininin (pNA) kolorimetrik olarak ölçülmesi ile gerçekleştirildi  

[43,44].  

Numuneler mikroplakalara kondu ve üzerine  4-(2-hidroksietil) -1-piperazin 

etansülfonik asit (HEPES; pH:7.4), Dimetil [3- (propil] azaniumil} propan-1-

sülfonat (CHAPS), ditiyotretol (DTT), etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) 

içeren deney tamponu ve sonra 2mM Ac-DEVD-pNA eklendi.  p-NA’den 10 µM-

200 µM konsantrasyon aralığında standartlar hazırlandı. Absorbanslar 1-4 dakika 

içinde 405 nmde ELIZA okuyucuda ölçüldü ve raporlandı. pNA standart 

eğrilerinden elde edilen kalibrasyon denklemleri ile absorbanslar konsantrasyona 

(nmol) çevrildi[43,44] .   

3.9.1.2 Kaspaz-8, Kaspaz-9, Bax ve Bcl-2 konsantrasyonlarının değerlendirilmesi  

Çalışmamızda Kaspaz-8, Kaspaz-9, Bax ve Bcl-2 seviyelerindeki değişiklikleri 

araştırmak için test kitinin uygulama prensipleri bazı minör modifikasyonlar 

yapılarak izlendi [43,44]. Protein standartları ve numuneler Kaspaz-8, Kaspaz-9, 

Bax ve Bcl-2 kaplanmış olan kuyularına kondu ve 95 dakika 37 oC’lik etüvde 

bekletildi. Standartlar test kiti tarafından belirlenen uygulama konsantrasyon 

aralıklarına (Kaspaz-8’de 0-40 ng/ml, Kaspaz-9’da 0-20 ng/ml, Bcl-2’de 0-100 

ng/ml, Bax’da 0-25ng/ml) hazırlandı (Şekil 3.4) [43,44].         
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Numuneler kuyulardan uzaklaştırıldıktan sonra birincil antikoru içeren 

deteksiyon solüsyonu A eklenerek ve 1 saat 37 oC’lik etüvde tutuldu.  Sonra, 

ikincil antikor ile streptavidine bağlanmış yaban turpu peroksidazı (HRP) 

bulunan saptama solüsyonu B eklendi ve 45 dakika 37 oC’lik etüvde bekletildi 

[43,44]. Kromojen substratı olan 3,3',5,5,-tetrametilbenzidin (TMB) eklendi ve 

karanlıkta 37 oC’lik etüvde bekletildi. Bunun sonucunda 5-15 dakika içinde bazı 

uygulamalarda pozitif reaksiyon belirteci olan konsantrasyon gradiyentine göre 

farklılaşan mavi renk görüldü [43,44]. Kromojen ile meydana gelen reaksiyonu 

durdurmak için reaksiyon sonlandırıcı  (stop) solüsyon eklendi ve sarı rengin 

oluşması ile 2-4 dakika içinde absorbanslar 450 nm’de ELIZA okuyucuda ölçüldü 

ve raporlandı [43,44]. Örneklerin protein konsantrasyonları protein standart eğri 

grafikleri ile R2 değerleri değerlendirilerek belirlendi. Absorbanslar ng/ml, pg/ml 

ve µmol olmak üzere konsantrasyon birimlerine dönüştürüldü  (Şekil 3.4) [43,44]. 

 

Şekil 3.4: ELIZA a) BCA yöntemi ile ELIZA yapılacak örnekteki Bax protein 

miktarını saptamada kullanılan Bax standart eğrisi, b) Ham absorbans verileri. 

3.10 İstatistiksel Değerlendirme 

GB, LK ve kombinasyon gruplarının kontrole ve birbirlerine göre 

değerlendirilmesi SPSS Statistics 22 (SPSS, Türkiye) programı ile Shapiro Wilks 

testi (normal dağılım yapıp yapmadığı) ve Anova testi (gruplar arasındaki fark) 

kullanılarak yapıldı. Gruplar arasındaki fark, p<0.05 altında bulunduğunda 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1 Goji Berry’de Fenolik-Flavonoid Miktar Tayini  

Anti-oksidan kapasite fenolik ile flavonoid içerik miktar tayini ile belirlendi. 

Fenolik bileşik miktarı  [GB ağırlığının her gramı için gallik asit ekivalanı 

(GAE)] 3.45±0.44 mg GAE/g ekstre ve flavonoid bileşik miktarı [GB ağırlığının 

her gramı için kateşin ekivalanı (CAE)] 2.5±0.27 mg CAE/g ekstredir.  

4.2 Total Hücre Sayısı 

GB, LK ve kombinasyon gruplarının 72 saat boyunca toplam hücre sayısı üzerine 

etkilerinin sonuçları Şekil 4.1’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.1: Total hücre sayısını gösteren grafik. 

Grafiklerdeki sonuçlar ortalama (n:6)± SD olarak gösterildi. Deneyler 3 defa 

tekrarlandı. K, Kontrol grubu, GB, Goji berry, LK, L-Karnitin, GB+LK, 

Kombinasyon grubu.   
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72 saat boyunca hücre sayılarında görülen değişikliklerin kontrol grubuna göre 

kıyaslanması 

 Deney gruplarının 24. saatteki ortalama hücre sayıları,  kontrole göre düşük 

saptandı (PGB< 0.001, PLK<0.01, PGB+LK<0.0001).   

 Deney gruplarının 72. saatteki ortalama hücre sayıları,  kontrole göre yine 

düşük saptandı (PGB< 0.001, PLK<0.01, PGB+LK<0.00001). 

72 saat boyunca hücre sayılarında görülen değişikliklerin gruplar arası kıyaslanması  

24 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin hücre sayısı ortalaması, LK’nın ortalamasından düşük saptandı 

(PLK<0.05), GB+LK’nın ortalamasından ise yüksek saptandı (PGB+LK<0.01). 

 LK’nın hücre sayısı ortalaması, GB’nin ortalamasından yüksek saptandı 

(PGB<0.05), GB+LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı (PGB+LK<0.001). 

 GB+LK’nın hücre sayısı ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük saptandı 

(PGB<0.01), LK’nın ortalamasından da düşük saptandı (PLK<0.001). 

72 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin hücre sayısı ortalaması, LK’nın ortalamasından i düşük saptandı 

(PLK<0.05), GB+LK’nın ortalamasından ise yüksek saptandı (PGB+LK<0.0001). 

 LK’nın hücre sayısı ortalaması, GB’nin ortalamasından yüksek saptandı 

(PGB<0.05), GB+LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PGB+LK<0.000001). 

 GB+LK’nın hücre sayısı ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük saptandı 

(PGB<0.0001), LK’nın ortalamasından da düşük saptandı (PLK<0.000001). 

4.3 Hücre Canlılığı ve Apoptoz Değerlendirme Bulguları 

GB, LK ve kombinasyon gruplarının 72 saat boyunca canlılık ve apoptoz   üzerine 

etkilerinin sonuçları Şekil 4.2’de gösterilmiştir.  
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Şekil 4.3: Anneksin-V-FITC/PI dual boyama ile flow sitometrik canlılık ve apoptoz 

değerlendirilmesi. A. Canlı KML hücre sayısındaki değişiklikleri gösteren grafik,   

B. Apoptoza uğramış KML hücre sayılarını gsteren grafik              C. Ölü KML 

hücrelerini gösteren grafik.  Grafiklerdeki sonuçlar ortalama                 (n:6)± SD 

olarak gösterildi. Deneyler 3 defa tekrarlandı.K, Kontrol grubu, GB, Goji berry, LK, 

L-Karnitin, GB+LK, Kombinasyon grubu. 

4.3.1 Canlı lösemi hücre oranları   

72 saat boyunca canlı hücre oranlarında görülen değişikliklerin kontrol grubuna göre 

kıyaslanması (Şekil 4.2 A) 

 Deney gruplarının 24. saatteki canlı hücre oranları,  kontrole göre düşük 

saptandı (PGB<0.000001, PLK<0.00001, PGB+LK<0.0000.).  
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 Deney gruplarının 72. saatteki canlı hücre oranları,  kontrole grubuna göre 

düşük saptandı (PGB< 0.0000001, PLK<0.0001, PGB+LK<0.0000.).  

72 saat boyunca canlı hücre oranlarında görülen değişikliklerin gruplararası 

kıyaslanması (Şekil 4.2 A) 

24 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin canlı hücre oranı ortalaması, LK’nın ortalamasından düşük saptandı 

(PLK<0.01), GB+LK’nın ortalamasından ise yüksek saptandı 

(PGB+LK<0.000001). 

 LK’nın canlı hücre oranı ortalaması, GB’nin ortalamasından yüksek saptandı 

(PGB<0.01), GB+LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PGB+LK<0.0000001). 

 GB+LK’nın canlı hücre oranı ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük 

saptandı (PGB<0.000001), LK’nın ortalamasından da düşük saptandı 

(PLK<0.0000001). 

72 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin canlı hücre oranı ortalaması, LK’nın ortalamasından düşük saptandı 

(PLK<0.01), GB+LK’nın ortalamasından ise yüksek saptandı 

(PGB+LK<0.0000.). 

 LK’nın canlı hücre oranı ortalaması, GB’nin ortalamasından yüksek saptandı 

(PGB<0.01), GB+LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı (PGB+LK<0.0000.). 

 GB+LK’nın canlı hücre oranı ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük 

saptandı (PGB<0.0000.), LK’nın ortalamasından da düşük saptandı 

(PLK<0.0000.). 

4.3.2 Apoptotik lösemi hücre oranları  

72 saat boyunca apoptotik hücre oranlarında görülen değişikliklerin kontrol grubuna 

göre kıyaslanması (Şekil 4.2 B) 

 Deney gruplarının 24. saatteki apoptotik hücre oranları,  kontrole göre yüksek 

saptandı (PGB<0.0000001, PLK<0.00001, PGB+LK<0.0000001).  

 Deney gruplarının 72. saatteki apoptotik hücre oranları,  kontrole göre yüksek 

saptandı (PGB<0.0000001, PLK<0.00001, PGB+LK<0.0000001).  
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72 saat boyunca apoptotik hücre oranlarında görülen değişikliklerin gruplar arası 

kıyaslanması (Şekil 4.2 B) 

24 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin apoptotik hücre oranı ortalaması, LK’nın ortalamasından yüksek 

saptandı (PLK<0.01), GB+LK’nın ortalamasından ise istatistiksel olarak 

anlamlı olmayan seviyede düşük saptandı (PGB+LK>0.05). 

 LK’nın apoptotik hücre oranı ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük 

saptandı (PGB<0.01), GB+LK’nın ortalamasından da düşük saptandı 

(PGB+LK<0.001). 

 GB+LK’nın apoptotik hücre oranı ortalaması, GB’nin ortalamasından 

istatistiksel olarak anlamlı olmayan seviyede yüksek saptandı (PGB>0.05), 

LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı (PLK<0.001). 

72 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin apoptotik hücre oranı ortalaması, LK’nın ortalamasından yüksek 

saptandı (PLK<0.0001), GB+LK’nın ortalamasından ise düşük saptandı 

(PGB+LK<0.0000001). 

 LK’nın apoptotik hücre oranı ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük 

saptandı (PGB<0.0001), GB+LK’nın ortalamasından da düşük saptandı 

(PGB+LK<0.0000001). 

 GB+LK’nın apoptotik hücre oranı ortalaması, GB’nin ortalamasından yüksek 

saptandı (PGB<0.0000001), LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PLK<0.0000001). 

4.3.3 Ölü lösemi hücre oranları  

72 saat boyunca ölü hücre oranlarında görülen değişikliklerin kontrol grubuna göre 

kıyaslanması (Şekil 4.2C) 

 Deney gruplarının 24. saatteki ölü hücre oranları,  kontrole göre yüksek 

saptandı (PGB<0.001, PLK<0.001, PGB+LK<0.0000.).  

 Deney gruplarının 72. saatteki ölü hücre oranları,  kontrole göre yüksek 

saptandı (PGB< 0.0001, PLK<0.01, PGB+LK<0.0000.).  
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72 saat boyunca ölü hücre oranlarında görülen değişikliklerin gruplar arası 

kıyaslanması (Şekil 4.2C) 

24 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin ölü hücre oranı ortalaması, LK’nın ortalamasından yüksek saptandı 

(PLK<0.01), GB+LK’nın ortalamasından ise düşük saptandı (PGB+LK<0.0000.). 

 LK’nın ölü hücre oranı ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük saptandı 

(PGB<0.01), GB+LK’nın ortalamasından da düşük saptandı (PGB+LK<0.0000.). 

 GB+LK’nın ölü hücre oranı ortalaması, GB’nin ortalamasından yüksek 

saptandı (PGB<0.0000.), LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PLK<0.0000.). 

72 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin ölü hücre oranı ortalaması, LK’nın ortalamasından düşük saptandı 

(PLK<0.01), GB+LK’nın ortalamasından da düşük saptandı (PGB+LK<0.0000.). 

 LK’nın ölü hücre oranı ortalaması, GB’nin ortalamasından yüksek saptandı 

(PGB<0.01), GB+LK’nın ortalamasından da düşük saptandı (PGB+LK<0.0000.). 

 GB+LK’nın ölü hücre oranı ortalaması, GB’nin ortalamasından yüksek 

saptandı (PGB<0.0000.), LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PLK<0.0000.). 

 

4.4 Apoptotik ve Anti-apoptotik Protein Konsantrasyonları Değerlendirme 

Bulguları 

4.4.1 Kaspaz-3 protein konsantrasyonları 

GB, LK ve kombinasyon gruplarının 72 saat boyunca Kaspaz-3 konsantrasyonu 

üzerine etkilerinin sonuçları Şekil 4.3’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.3:  Kaspaz-3 protein konsantrasyonlarında meydana gelen değişiklikleri 

gösteren grafik. Grafiklerdeki sonuçlar ortalama (n:6)± SD olarak gösterildi. 

Deneyler 3 defa tekrarlandı. K, Kontrol grubu, GB, Goji berry, LK, L-Karnitin, 

GB+LK, Kombinasyon grubu. 

72 saat boyunca kaspaz-3 konsantrasyonlarında görülen değişikliklerin kontrole göre 

kıyaslanması 

 Deney gruplarının 24. saatteki kaspaz-3 konsantrasyonları, kontrole göre 

yüksek saptandı (PGB< 0.000001, PLK<0.0001, PGB+LK<0.000001).  

 Deney gruplarının 72. saatteki kaspaz-3 konsantrasyonları, kontrole göre 

yüksek saptandı (PGB<0.000001, PLK<0.0001, PGB+LK<0.0000.). 

72 saat boyunca kaspaz-3 konsantrasyonlarında görülen değişikliklerin gruplar arası 

kıyaslanması 

24 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin kaspaz-3 konsantrasyonu ortalaması, LK’nın ortalamasından yüksek 

saptandı (PLK<0.001), GB+LK’nın ortalamasından ise düşük saptandı 

(PGB+LK<0.05). 

 LK’nın kaspaz-3 konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük 

saptandı (PGB<0.001), GB+LK’nın ortalamasından da düşük saptandı 

(PGB+LK<0.05). 

 GB+LK’nın kaspaz-3 konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından 

yüksek saptandı (PGB<0.001), LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PLK<0.05). 
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72 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin kaspaz-3 konsantrasyonu ortalaması, LK’nın ortalamasından yüksek 

saptandı (PLK<0.01), GB+LK’nın ortalamasından ise düşük saptandı 

(PGB+LK<0.00001). 

 LK’nın kaspaz-3 konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük 

saptandı (PGB<0.01), GB+LK’nın ortalamasından da düşük saptandı 

(PGB+LK<0.000001). 

 GB+LK’nın kaspaz-3 konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından 

yüksek saptandı (PGB<0.00001), LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PLK<0.000001). 

4.4.2 Kaspaz-8 protein konsantrasyonları 

GB, LK ve kombinasyon gruplarının 72 saat boyunca Kaspaz-8 konsantrasyonları 

üzerine etkilerinin sonuçları Şekil 4.4’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.4:  Kaspaz-8 protein konsantrasyonlarında meydana gelen değişiklikleri 

gösteren grafik. Grafiklerdeki sonuçlar ortalama (n:6)± SD olarak gösterildi. 

Deneyler 3 defa tekrarlandı. K, Kontrol grubu, GB, Goji berry, LK, L-Karnitin, 

GB+LK, Kombinasyon grubu. 

72 saat boyunca kaspaz-8 konsantrasyonlarında görülen değişikliklerin kontrole göre 

kıyaslanması 

 Deney gruplarının 24. saatteki kaspaz-8 konsantrasyonları, kontrole göre 

yüksek saptandı (PGB<0.05, PLK<0.0000001, PGB+LK<0.00000001).  
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 Deney gruplarının 72. saatteki kaspaz-8 konsantrasyonları, kontrole göre 

yüksek saptandı (PGB<0.01, PLK<0.0000., PGB+LK<0.0000.). 

72 saat boyunca kaspaz-8 konsantrasyonlarında görülen değişikliklerin gruplar arası 

kıyaslanması 

24 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin kaspaz-8 konsantrasyonu ortalaması, LK’nın ortalamasından düşük 

saptandı (PLK<0.00001), GB+LK’nın ortalamasından ise düşük saptandı 

(PGB+LK<0. 000001). 

 LK’nın kaspaz-8 konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından yüksek 

saptandı (PGB<0.00001), GB+LK’nın ortalamasından da düşük saptandı 

(PGB+LK<0.01). 

 GB+LK’nın kaspaz-8 konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından 

yüksek saptandı (PGB<0.000001), LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PLK<0.01). 

72 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin kaspaz-8 konsantrasyonu ortalaması, LK’nın ortalamasından düşük 

saptandı (PLK<0.00001), GB+LK’nın ortalamasından ise düşük saptandı 

(PGB+LK<0.0000001). 

 LK’nın kaspaz-8 konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından yüksek 

saptandı (PGB<0.00001), GB+LK’nın ortalamasından da düşük saptandı 

(PGB+LK<0.01). 

 GB+LK’nın kaspaz-8 konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından 

yüksek saptandı (PGB<0.0000001), LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PLK<0.01). 

4.4.3 Kaspaz-9 protein konsantrasyonları 

GB, LK ve kombinasyon gruplarının 72 saat boyunca Kaspaz-9 protein 

konsantrasyonu üzerine etkilerinin sonuçları Şekil 4.5’de gösterilmiştir.  
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Şekil 4.5:  Kaspaz-9 protein konsantrasyonunda meydana gelen değişiklikleri 

gösteren grafik. Grafiklerdeki sonuçlar ortalama (n:6)± SD olarak gösterildi. 

Deneyler 3 defa tekrarlandı. K, Kontrol grubu, GB, Goji berry, LK, L-Karnitin, 

GB+LK, Kombinasyon grubu. 

72 saat boyunca kaspaz-9 konsantrasyonlarında görülen değişikliklerin kontrole göre 

kıyaslanması 

 Deney gruplarının 24. saatteki kaspaz-9 konsantrasyonları, kontrole göre 

yüksek saptandı (PGB<0.00000001, PLK<0.05, PGB+LK<0.05).   

 Deney gruplarının 72. saatteki kaspaz-9 konsantrasyonları, kontrol grubuna 

göre yüksek saptandı (PGB<0.0000., PLK<0.05, PGB+LK<0.05). 

72 saat boyunca kaspaz-9 konsantrasyonlarında görülen değişikliklerin gruplar arası 

kıyaslanması 

24 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin kaspaz-9 konsantrasyonu ortalaması, LK’nın ortalamasından yüksek 

saptandı (PLK<0.0000001), GB+LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PGB+LK<0.0000001). 

 LK’nın kaspaz-9 konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük 

saptandı (PGB<0.0000001), GB+LK’nın ortalamasından da düşük saptandı 

(PGB+LK>0.05). 

 GB+LK’nın kaspaz-9 konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından 

düşük saptandı (PGB<0.0000001), LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PLK>0.05). 
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72 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin kaspaz-9 konsantrasyonu ortalaması, LK’nın ortalamasından yüksek 

saptandı (PLK<0.0000.), GB+LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PGB+LK<0.0000.). 

 LK’nın kaspaz-9 konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük 

saptandı (PGB<0.0000.), GB+LK’nın ortalamasından da düşük saptandı 

(PGB+LK>0.05). 

 GB+LK’nın kaspaz-9 konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından 

düşük saptandı (PGB<0.0000.), LK’nın ortalamasından da istatistiksel olarak 

anlamlı olmayan seviyede yüksek saptandı (PLK>0.05). 

4.4.4 Bax  protein konsantrasyonları 

GB, LK ve kombinasyon gruplarının 72 saat boyunca Bax protein konsantrasyonu 

üzerine etkilerinin sonuçları Şekil 4.6’da gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.6: Bax protein konsantrasyonlarında meydana gelen değişiklikleri gösteren 

grafik. Grafiklerdeki sonuçlar ortalama (n:6)± SD olarak gösterildi. Deneyler 3 defa 

tekrarlandı. K, Kontrol grubu, GB, Goji berry, LK, L-Karnitin, GB+LK, 

Kombinasyon grubu. 

72 saat boyunca Bax konsantrasyonlarında görülen değişikliklerin kontrole göre 

kıyaslanması 
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 Deney gruplarının 24. saatteki Bax konsantrasyonları, kontrol grubuna göre 

yüksek saptandı (PGB<0.00000001, PLK<0.05, PGB+LK<0.001).  

 Deney gruplarının 72. saatteki Bax konsantrasyonları, kontrol grubuna göre 

yüksek saptandı  (PGB<0.0000., PLK<0.05, PGB+LK<0.0001). 

72 saat boyunca Bax konsantrasyonlarında görülen değişikliklerin gruplar arası 

kıyaslanması 

24 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin Bax konsantrasyonu ortalaması, LK’nın ortalamasından yüksek 

saptandı (PLK<0.00000001), GB+LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı  

(PGB+LK<0.00000001). 

 LK’nın Bax konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük 

saptandı (PGB<0.00000001), GB+LK’nın ortalamasından da düşük saptandı 

(PGB+LK<0.05). 

 GB+LK’nın Bax konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük 

saptandı (PGB<0.00000001), LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PLK<0.05). 

72 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin Bax konsantrasyonu ortalaması, LK’nın ortalamasından yüksek 

saptandı (PLK<0.00000001), GB+LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PGB+LK<0.00000001). 

 LK’nın Bax konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük 

saptandı (PGB<0.00000001), GB+LK’nın ortalamasından da düşük saptandı 

(PGB+LK<0.05). 

 GB+LK’nın Bax konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük 

saptandı (PGB<0.00000001), LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PLK<0.05). 

4.4.5 Bcl-2  düzeyleri 

GB, LK ve kombinasyon gruplarının 72 saat boyunca Bcl-2 protein 

konsantrasyonu üzerine etkilerinin sonuçları Şekil 4.7’de gösterilmiştir.  
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Şekil 4.7: Bcl-2 protein konsantrasyonlarında meydana gelen değişiklikleri gösteren 

grafik. Grafiklerdeki sonuçlar ortalama (n:6)± SD olarak gösterildi. Deneyler 3 defa 

tekrarlandı. Kontrol grubu, GB, Goji berry, LK, L-Karnitin, GB+LK, Kombinasyon 

grubu.   

72 saat boyunca Bcl-2 konsantrasyonlarında görülen değişikliklerin kontrole göre 

kıyaslanması 

 LK ve GB+LK gruplarının 24. saatteki Bcl-2 konsantrasyonları, kontrol 

grubuna göre düşük saptandı (PLK<0.05,   PGB+LK<0.001). GB grubunun 24. 

saatteki Bcl-2 konsantrasyonları, kontrol grubuna göre yüksek saptandı 

(PGB<0.00001).  

 LK ve GB+LK gruplarının 72. saatteki Bcl-2 konsantrasyonları, kontrol 

grubuna göre düşük saptandı (PLK<0.001, PGB+LK<0.000001). GB grubunun 72. 

saatteki Bcl-2 konsantrasyonları, kontrol grubuna göre yüksek saptandı 

(PGB<0.000000001). 

72 saat boyunca Bcl-2 konsantrasyonlarında görülen değişikliklerin gruplar arası 

kıyaslanması 

24 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin Bcl-2 konsantrasyonu ortalaması, LK’nın ortalamasından yüksek 

saptandı (PLK<0.00001), GB+LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PGB+LK<0.0000001). 
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 LK’nın Bcl-2 konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük 

saptandı (PGB<0.00001), GB+LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PGB+LK<0.01). 

 GB+LK’nın Bcl-2 konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük 

saptandı (PGB<0.0000001), LK’nın ortalamasından da düşük saptandı 

(PLK<0.01). 

72 saat sonunda değerlendirme 

 GB’nin Bcl-2 konsantrasyonu ortalaması, LK’nın ortalamasından yüksek 

saptandı (PLK<0.0000.), GB+LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PGB+LK<0.0000.). 

 LK’nın Bcl-2 konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük 

saptandı (PGB<0.0000.), GB+LK’nın ortalamasından da yüksek saptandı 

(PGB+LK<0.01). 

 GB+LK’nın Bcl-2 konsantrasyonu ortalaması, GB’nin ortalamasından düşük 

saptandı (PGB<0.0000.), LK’nın ortalamasından da düşük saptandı (PLK<0.01). 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER  

Yaptığımız çalışmada GB’in KML hücrelerinin çoğalması üzerine inhibisyon etkisi 

yaptığını gördük. LK’da da aynı etkiyi saptamış olsak da LK’nın inhibisyon gücü 

GB’den zayıftı.  Yağ asidi içeriği yüksek GB ile yağ asidi konsantrasyonun oksidasyon 

ile azaltan LK’nın birlikte kullanımı sinergistik etki göstererek KML hücre 

proliferasyonunu en yüksek düzeyde inhibe etti.   

GB’nin tek başına ve kemoterapi, immunoterapi ve radyoterapi gibi çeşitli tedavi 

protokolleri ile farklı kanser türlerinde terapotik etki göstermesinin yanısıra terapotik 

etkiyi de artırdığı birçok çalışmada gösterilmiştir [4, 25, 26, 29-37, 45-47].  Örneğin, 

Hsu ve ark. Lycium barbarum L.’den karotenoid ekstraktlarından ve kendisinden 

nanoemülsiyon formlarını hazırlayarak HT-29 kolon kanser hücrelerinde denediler 

[47].  Hem karotenoid ekstraktlarından ve kendisinden yapılan nanoemülsiyon 

formlarının kolon kanser hücrelerinin büyümesini engellediğini saptadı. İnhibisyonu 

tümör supressor genler olan p53 ve p21 ekspresyonlarını artırıp sikline bağlı kinaz 

(CDK) 1 ve 2 ile siklin A ve B ekspresyonlarını azaltarak G2/M fazında hücre döngüsü 

tutulumu üzerinden yaptığı gösterilmiştir. Zhu ve arkadaşlarının yaptığı diğer bir 

çalışmada ise GB’nin etkilerini yeni saptadıkları 4 tane GB fenolik amidi de dahil 

olmak üzere toplamda 13 tane GB’nin fenolik amidini glioma kök hücre üzerinde 

araştırmışlar ve 13 tane fenolik bileşik için çeşitli derecelerde inhibisyon etkisi 

saptamışlardır [30].  Chen ve arkadaşları, GB’yi (polisakkaridler) immün terapi ajanı 

sitokin interferon-α  (IFN-α) ile kombine ederek böbrek karsinoma hücrelerinde 

denemiş ve GB’nin sinergistik inhibisyon etkisini hücre büyümesini ve siklin D1,                  

c-Myc ve bcl-2 seviyelerini azaltıp bax seviyelerini artırmak suretiyle apoptozu 

indükleyerek gerçekleştirdiğini saptamıştır [46]. Lu ve Chen, GB’yi  (polisakkaridler),  

akciğer kanserinde tek başına ve radyasyon tedavisi ile birlikte denemiş tek başına 

GB’nin akciğer kanseri inhibisyonunda etkisi olmadığını ancak radyoterapi ile birlikte 

akut hipoksik hücre oranını artırarak sinergistik etki gösterdiğini saptadı [48].   
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Zhang ve arkadaşları, GB’nin (polisakkaridler)  hepatoma hücrelerinde apoptoz 

indüksiyonu ve G0+G1 ve S fazlarında tutulum yaparak inhibisyon etkisini 

gerçekleştirdiğini saptamıştır [37].  Zhu ve Zhang’ın,  insan servikal kanser 

hücrelerinde yaptığı çalışmada ise GB’nin (polisakkaridler)  HeLa hücrelerinin 

proliferasyonunu intrensek (iç, mitokondri kaynaklı) apoptotik yol ile baskıladığı 

saptamıştır [34]. Luo ve arkadaşları, prostat kanser hücrelerinde GB’nin 

(polisakkaridler)  DNA kırılması ile intrensek apoptotik yol aktivasyon ligandı Bax’ın 

eskpresyonlarını artırıp intrensek apoptotik yol inhibitörü olan Bcl-2’in 

ekspresyonunu azaltarak apoptotik yol indüksiyonu ile anti-kanser etkisi gösterdiğini 

saptamıştır [48].  Gan ve ekibinin AML hücrelerinde yaptığı çalışmada GB’nin 

kaspaz-3 aktivitesi indüklenmesi ile apoptoza neden olduğu gösterildi [25].   

Yaptığımız çalışmada, GB’nin KML proliferasyon inhibisyonunda kombinasyon 

grubundan sonra 2. en etkili grup olduğunu saptadık.  GB’nin   farklı kanser tiplerinde 

daha önce yapılan çalışmalarla [34,48] uyumlu olarak KML hücre çoğalmasını 

intrensek apoptoz indüksiyonu ile inhibe ettiğini saptadık. Flow sitometrik olarak 

saptadığımız apoptoz deteksiyonundan sonra ELIZA ile yaptığımız saptamada kaspaz-

3 aktivasyonunun bax seviyelerinin artırılması ile bcl-2 seviyelerinin azaltılması ve 

bunu izleyen kaspaz-9 aktivasyonu ile gerçekleştiğini saptadık.  Buna ek olarak 

GB’nin içerdiği hücrenin enerji ihtiyacını gören YA’lerinin yanında yine içerdiği 

seramid gibi sitotoksik YA’leri üzerinden de etkisini gösterebileceği kanaatindeyiz 

[8].   

Bunun yanısıra LK’nın tek başına uygulandığı bazı kanser tiplerinde apoptoz aracılı 

antiproliferatif etki gösterdiği ve birlikte kullanıldığı bazı kanser ilaçlarının ise 

etkilerini artırdığına dair çalışmalar bulunmakla birlikte tam tersi kansere neden 

olduğu ve birlikte kullanıldığı kanser ilaçlarının veya radyoterapi gibi farklı tedavi 

modellerinin etkisini azalttığına dair daha fazla çalışma bulunmaktadır [14-22]. 

Örneğin,  Park ve arkadaşlarının yaptığı araştırmada karnitinin Tümör nekroz edici 

faktör (TNF)-bağlantılı apoptozu-indükleyici ligand (TRAIL) dirençli kanser 

hücrelerini (akciğer kanser hücrelerini, kolon karsinoma hücrelerini ve meme 

karsinoma hücrelerini) Bax ekspresyonlarını artırarak TRAIL tarafından indüklenen 

hücre ölümüne (ektrensek apoptoz yolu) duyarlı hale getirdiği saptanmıştır [14].  
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Fan ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada LK’nın karaciğer kanserinde Fas ligand aracılı 

apoptozu indüklediği ve Bcl-2 ekspresyonunu da azalttığı saptanmıştır [15]. Fas ve 

arkadaşları, bu inhibisyon mekanizmasını, LK uygulamasının bu hücrelerde hem 

ekstrensek hem de intrensek apoptotik yolları kullanarak yaptığı şeklinde sonuca 

bağlamışlardır [15].  Roscilli ve arkadaşları, LK ve kurkumini tek başına ve kombine 

ederek kolon kanser hücreleri üzerinde uygulamışlar ve sinergistik etki saptayarak 

ilerlemiş adenoma lezyonlarının gelişimini tamamiyle durduğunu saptamışlardır [19]. 

Huang ve arkadaşları tarafından yapılan başka bir çalışmada histon deasetilaz (HDAC) 

inhibitörü LK ve proteazom inhibitörü bortezomidi birlikte hepatoma hücreleri üzerine 

kullanmış ve ikisinin birlikte sinergistik inhibisyon etkisi gösterdiğini in vitro ve in 

vivoda belirlemişlerdir [21].   

Bu çalışmaların aksine İbrahim ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada LK’nın tamoksifen 

ile birlikte uygulanmasının Ehrlich asit karsinoma taşıyan farelerin ömrünü uzattığı 

ancak tamoksifenin antitümör etkisini de apoptozu engellemek suretiyle azalttığını 

saptamıştır [16]. Tas ve arkadaşlarının yaptığı başka bir çalışmada LK’nın kolonik 

mukoza hücrelerini abdominopelvik radyoterapi etkilerinden koruduğu saptanmıştır 

[17]. Altun ve arkadaşlarının neuroblastomada yaptığı çalışmada sisplatinin yaptığı 

toksisiteye ve oksidatif strese karşı apoptozu inhibe etmek suretiyle LK’nın koruyucu 

etki gösterdiği saptandı [20]. Zhu ve arkadaşları ise kanserde yaygın olarak kullanılan 

siklofosfamidin erkek germ hücreleri üzerine toksik etkisini araştırdı ve LK 

kullanımının apoptoz inhibisyonu ve otofaji modülasyonu ile siklofosfamidin etkisini 

azalttığını saptadı. Yapılan çalışma kanser üzerine olmasa da kanser üzerine yapılan 

çalışmalardaki anti-apoptotik etkiyi destekledi [18]. 

LK ile de lösemi kanser tipinde yapılan çalışmalar çoğunlukla AML ve diğer lösemi 

tiplerinde olup KML ile ilgili inhibitör etkisini çok az sayıda çalışmada saptanmıştır 

[9, 27, 28]. Thomadaki ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada LK, tek başına ve dinüklear 

bakır (II) kompleksi ile birlikte AML ve KML hücrelerine uygulandı ve bu ayrıca bakır 

klorid dihidrat ile de karşılaştırıldı [28]. Her iki hücre soyunda tek başına uygulanan 

LK’e ve bakır klorid dihidrata göre farklı mekanizmalarla gerçekleşen konsantrasyona 

bağlı artmış inhibisyon etkisi görüldü: AML hücrelerinin çoğalma etkinliğinin azaldığı 

ve KML hücrelerinin ise nekrotik görünümün arttığı saptandı [28]. Rogalidou ve 

arkadaşlarının yaptığı çalışmada terapi öncesi ve sonrasında (çeşitli zamanlarda)  açil 

karnitin seviyelerine bakılmış akut lösemilerde çocuklarda karnitin seviyelerinde 
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düşüş saptanmıştır ve kemoterapi esnasında karnitin takviyesi yapılmasının uygun 

olacağı görüşüne varılmıştır [27]. Wu ve arkadaşlarının tarafından yapılan çalışmada 

AML hücrelerinde karnitin taşıyıcısı olan CT2 aşırı eksprese edildiği ve geninin 

susturulmasının AML hücrelerinin büyümesini ve canlılığını azalttığı saptanmıştır 

[26]. 

Yaptığımız çalışmada LK,  KML hücre inhibisyonda tüm uygulamalar içerisinde en 

az etkili grup olarak saptandı. LK’nın diğer gruplarda olduğu gibi kaspaz-3 

aktivasyonu ile apoptoz indüksiyonu yaptığı ancak bu inhisiyonu kaspaz-8 üzerinden 

gerçekleştirdiği yani ektrensek apoptotik yolu kullandığını saptadık.  Bax seviyelerin 

de en düşük anlamlı artış, bcl-2 seviyelerin de en düşük anlamlı düşüş görülse de 

bunların konsantrasyonlarının düşük olması ve kaspaz-8 konsantrasyonlarının yüksek 

olması, kaspaz-9 konsantrasyonlarının ise kaspaz-8 konsantrasyonlarına göre çok 

düşük olması LK’nın Fas ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada olduğu gibi her iki yolu 

kullandığı ihtimalini ortadan kaldırdı [15]. LK’ın bu etkisini YA’lerinin sitoplazmada 

yağ damlacıkları şeklinde birikerek daha sonra kanser hücreleri tarafından enerji 

deposu olarak kullanılmasını önleyerek ve seramid gibi sitotoksik YA’lerinin 

taşınmasını artırarak da gerçekleştirebileceği kanaatindeyiz [8].  

Çalışmamızda LK ile GB’nin kombinasyonunun KML hücre proliferasyon 

inhibisyonunda ve hücre canlılığını azaltmada sinerjistik etki göstererek tekli 

uygulanan gruplara göre en etkili grup olduğunu saptadık.  Kombinasyon grubunun 

tekli gruplarda olduğu gibi kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptoz indüksiyonu yaptığı 

ancak LK ile aynı yolu kullanarak bu inhisiyonu kaspaz-8 üzerinden gerçekleştirdiği 

yani ektrensek apoptotik yolu kullandığını saptadık.  Bax seviyelerin de GB’den sonra 

2. anlamlı artış, bcl-2 seviyelerin de 2. anlamlı düşüş görülse de bunların 

konsantrasyonlarının düşük olması ve kaspaz-8 konsantrasyonlarının yüksek olması, 

kaspaz-9 konsantrasyonlarının ise kaspaz-8 konsantrasyonlarına göre çok düşük 

olması kombinasyonda LK’nın Fas ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada olduğu gibi 

her iki yolu kullandığı ihtimalini ortadan kaldırdı [15]. İlginç olarak, kombinasyon 

grubundan sonra en etkili 2. grup olan GB’nin intrensek apoptotik yol ve LK’nın ise 

ekstrensek apoptotik yol üzerinden etkilerini gösterirken kombinasyon grubunun 

ekstrensek yol üzerinden etki göstermiş olmasını Bcl-2 ve Bax seviyelerindeki 

değişiklik nedeniyle olduğu görüşündeyiz.  
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Sonuç olarak bu çalışmada,  

1. GB’nin KML hücre proliferasyonunu inhibe ettiğini ve hücre canlılığını 

azalttığını bunu da intrensek apoptotik yol aktivasyonu ile gerçekleştirdiğini 

gösterdik.  

2.  LK’nın KML hücre proliferasyonunu inhibe ettiğini ve hücre canlılığını 

azalttığını bunu da ekstrensek apoptotik yol aktivasyonu ile gerçekleştirdiğini 

gösterdik. 

3. GB ve LK’nın KML’de kombine kullanımının sinergistik etki gösterdiğini ve 

bu etkiyi ekstrensek apoptotik yolu indükleyerek gerçekleştirdiğini saptadık.  

Gelecekte bu kombinasyonun KML’de ve diğer kanser tiplerinde ilaç toksisitesini 

azaltarak klinikte  adjuvan tedavi  aracı olarak kullanılacağı ve buna ek olarak, 

bu kombinasyonun aynı zamanda kanserin yanı sıra çoklu tedavi (kanser öncesi 

veya sonrasında veya kanser süresince görülebilen kısırlık, depresyon v.b. diğer 

hastalıkların) protokollerinde de yerini alacağı inancındayız.  
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