
T.C. 

HACETTEPE ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

 

 

 

 

 

 

 

PAKLİTAKSEL/USNİK ASİT KOMBİNASYONUNUN 

MEME KANSERİ HÜCRE HATLARI ÜZERİNE ETKİSİ 

 

 

 

Adnan Berk DİNÇSOY 

 

 

 

Fizyoloji Programı 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

 

 

 

 

 

 

ANKARA 

2017 

 

 

 



T.C. 

HACETTEPE ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

 

 

 

 

 

PAKLİTAKSEL/USNİK ASİT KOMBİNASYONUNUN MEME 

KANSERİ HÜCRE HATLARI ÜZERİNE ETKİSİ 

 

 

Adnan Berk DİNÇSOY 

 

 

Fizyoloji Programı 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

 

 

TEZ DANIŞMANI 

Doç. Dr. İsmail KARABULUT 

 

 

İKİNCİ DANIŞMAN 

Doç. Dr. Demet CANSARAN DUMAN 

 

 

ANKARA 

2017 

 

 

 









vi 
 

TEŞEKKÜR 

 

Lisansüstü eğitimim boyunca bilgisini hiçbir zaman esirgemeyen, beni her 

zaman anlayışla destekleyen danışmanım Doç. Dr. İsmail Karabulut'a ve tez 

çalışmalarım sırasında bilgisi ile yardımını esirgemeyen, her zaman yardımcı olmaya 

çalışan ikinci danışmanım Doç. Dr. Demet Cansaran Duman'a teşekkürlerimi 

sunmayı bir borç bilirim.  

 

Çalışmalarım sırasında laboratuvar olanaklarını sonuna kadar açan, deneyimi 

ve bilgisiyle yol gösteren, her konuşmamızda bilgisinden etkilendiğim ve her zaman 

fikirlerini saygıyla ve merakla dinleyeceğim Doç. Dr. Güneş Esendağlı hocama 

sonsuz teşekkür ve minnetlerimi sunarım. 

 

Laboratuvar çalışmalarım sırasında yardımlarını esirgemeyen, her soru ve 

sorunumda yardımcı olan Diğdem Yöyen Ermiş başta olmak üzere diğer tüm H.Ü. 

Temel Onkoloji laboratuvarındaki çalışma arkadaşlarıma sonsuz teşekkürlerimi 

sunarım. 

 

Tez çalışmamın başlamasında büyük desteği olan H.Ü. Eczacılık Fakültesi 

araştırma görevlisi Adem Şahin'e teşekkürü borç bilirim. 

 

Desteklerinden dolayı Öğretim Üyesi Yetiştirme Programı (ÖYP) 

Koordinatörlüğü'ne teşekkür ederim. 

 

Sıkıntılı her anımda yanımda olan, desteğini her zaman hissettiğim dostum 

Asım Niyaz'a sonsuz teşekkür ederim.  

 

Hayatım boyunca hep yanımda olup beni her konuda destekleyen aileme 

sonsuz ve en içten teşekkürlerimi sunarım.  

 

 

 



vii 
 

ÖZET 

Dinçsoy, A.B., Paklitaksel/Usnik Asit Kombinasyonunun Meme Kanseri Hücre 

Hatları Üzerine Etkisi, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Fizyoloji Programı Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2016. Dünya genelinde 2012 

yılında meme kanseri sıklığı tüm kanser tipleri arasında ikinci sırada yer almaktadır. 

Hastalıkla mücadele sürecinde meme kanserinin tedavisinde tek bir ilaç yerine çoklu 

ilaç kombinasyonlarının kullanımının daha etkili olduğu yapılan bazı çalışmalarla 

belirlenmiştir. Paklitaksel meme ve uterus kanserlerinin tedavisinde kullanılan en 

etkin ilaçlardan biridir. Usnik asitin antiproliferatif ve apoptozu indükleyici etkisi 

yapılan birçok çalışmayla gösterilmiştir. Gerçekleştirdiğimiz bu çalışmanın amacı 

öncelikle usnik asitin HCC38 insan meme kanseri ve 4T1 fare meme kanseri hücre 

hatları üzerine hücre canlılığını azaltıcı etki gösterip göstermediği in vitro olarak 

değerlendirmektir. Sonrasında usnik asitin rutin olarak klinikte kullanılan 

kemoteröpatik bir ilaç olan paklitaksel ile beraber kullanımının hücre canlılığı 

üzerine etkinliğinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır. HCC38 hücreleri üzerine usnik 

asitin 12,5 µM konsantrasyonunun 48 saat ve 72 saat uygulaması sonucunda sırasıyla 

hücre canlılığı %83 ve %62 seviyelerine inmiştir. HCC38 hücreleriyle yaptığımız 

MTT testi sonuçlarından elde ettiğimiz verilere göre paklitakselle usnik asitin birlikte 

uygulanması kümülatif bir etki göstererek hücre canlılığını ayrı ayrı uygulamalarına 

göre daha çok azaltmıştır. Akım sitometri analizi sonucunda ise hücredeki ölüm 

oranı paklitakselin usnik asitle birlikte uygulanması ile tek başına uygulanması 

arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır. 4T1 hücreleri üzerine ise usnik asit 

uygulanması sonucunda hücre canlılığında azalma görülsede bu azalma istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmamıştır. 4T1 hücreleriyle yaptığımız MTT testi sonucunda 

paklitakselin usnik asit ile birlikte uygulanması sonucunda hücre canlılığı ayrı ayrı 

uygulamaya göre daha çok azalmıştır. Çalışmadan elde edilen tüm sonuçlara göre 

paklitakselle birlikte usnik asitin uygulanması hücre canlılığını azaltıcı yönde 

kümülatif etki gösterdiği belirlenmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Paklitaksel, usnik asit, MTT, akım sitometri, meme kanseri. 

Öğretim Üyesi Yetiştirme Programı (ÖYP) tarafından kısmen desteklenmiştir. 
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ABSTRACT 

 

Dinçsoy, A.B., Effect of Paclitaxel/Usnic Acid Combination on Breast Cancer 

Cell Lines, Hacettepe University Faculty of Medicine Department of Physiology 

Master's Thesis, Ankara, 2016. Breast Cancer was the second common cancer 

worldwide in 2012. Using combination of multiple drugs for treatment has been 

proven to be more affective by research. Paclitaxel is a chemotherapy medication 

used to treat a number of types of cancer including breast and uterus cancers. Usnic 

acid’s antiproliferative and apoptosis inducing effects was shown on many research. 

In this study primarily the usnic acid on HCC38 human breast cancer and 4T1 mouse 

cancer cell line was assessed in vitro to show whether it had a cell viability reducing 

effect. Afterwards the effectiveness of the usage of the usnic acid and paclitaxel 

together on cell viability has been aimed to evaluate. On HCC38 cells as a result of 

application of 12.5 µM concentrations of usnic acid 48 hours and 72 hours, cell 

viability was in order decreased to 83% and 62%. The parameter’s according to the 

result of the MTT test with HCC38 cells show that the application of paclitaxel with 

usnic acid has cumulative effect on reducing the cell viability than individual 

application. As a result of flow cytometry analysis no significant difference was 

found on the mortality rate on the cell between the application of the combined usage 

and individual application of paclitaxel. As a result of application of usnic acid on 

4T1 cells, cell viability deacreased but the decrease was not statistically significant. 

As a result of the MTT test with 4T1 cells the application of paclitaxel with usnic 

acid cell viability was decreased more than the individual application. According to 

the results of this study application of paclitaxel with usnic acid has a cumulative 

effect on reducing the cell viability.  

Key words: Paclitaxel, usnic acid, MTT, flow cytometry, breast cancer. 

This thesis was partly supported by Ogretim Uyesi Yetistirme Programı (OYP). 
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1. GİRİŞ 

Meme kanseri kadınlarda kansere bağlı ölümler arasında ilk sırada yer 

almaktadır (1). Kansere karşı etkin çözümler sunacak tedavi yöntemleri arayışı halen 

devam etmektedir ve birçok araştırma sonucu elde edilen veriler umut verici gelişme 

göstermiştir (2). Tedavi yöntemleri arasında özellikle son yıllarda ilaç adayı 

moleküllerin kanser tedavisinde kullanım etkinliğinin belirlenmesinde birçok çalışma 

üzerine odaklanılmıştır. Meme kanseriyle tedavide tek bir ilaç yerine ilaç 

kombinasyonlarının kullanımının daha etkili olduğu görülmüştür (3). Paklitaksel 

meme ve uterus kanserlerinin tedavisinde kullanılan en önemli ilaçlardan biridir (4). 

Taksanlar, tübülin yapısına bağlanarak stabil mikrotübüller oluşturmaktadır ve bunun 

sonucunda hücreler G2/M fazında durmakta, hücre siklusu bloke olmaktadır (5). 

Antineoplastik aktivitesini gösterirken mikrotübüller üzerinden etkili olmadığı 

bulunan usnik asitin ise antiproliferatif ve apoptozu indükleyici etkisi olduğu 

gösterilmiştir (6-8).  

1844 yılındaki ilk izolasyonundan beri en yaygın olarak çalışılan bir sekonder 

metabolit olan usnik asit farmakolojide ve klinikte büyük ilgiye sahip olan farklı 

biyolojik ve fizyolojik aktiviteler göstermektedir (9, 10). Usnik asit reaktif türlerin 

oluşmasında inhibisyona, lipid peroksidasyonunda azalmaya ve glutatyon peroksidaz 

ve süperoksit dismutaz gibi antioksidan enzim aktivitelerinde artışa neden olmaktadır 

(11, 12). Mayer M. ve ark. tarafından (7), usnik asit liken sekonder metabolitinin 

MCF7, MDA-MB-231 ve H1299 hücre hatları üzerine antiproliferatif etkiye sahip 

olduğunu göstermiştir. Son yıllarda yapılan çalışmalarda ise liken metabolitlerinin 

sitotoksik etkisi üç insan kanser hücre hattında değerlendirilmiş ve MCF-7 (meme 

adenokarsinoma), HeLa (serviks adenokarsinoma) ve HCT-116 (kolon karsinoma) 

insan kanser hücre hatları üzerine usnik asitin 25 mM’dan daha yüksek 

konsantrasyonlarda diğer liken metabolitleri ile karşılaştırıldığında en yüksek 

sitotoksik aktiviteyi gösterdiği bulunmuştur (13).  Usnik asit sekonder metabolitinin 

antibakteriyel, antiviral, antimitotik, antitüberküloz, antiproliferatif, 

antienflamatuvar, antipiretik ve analjezik etkinliklerini incelemek için yapılan 

çalışmalar mevcuttur (14-23). 

Yaptığımız bu çalışmada usnik asit liken sekonder metabolitinin HCC38 

insan meme kanseri ve 4T1 fare meme kanseri hücre hatları üzerine hücre canlılığını 
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azaltıcı etki gösterip göstermediğinin ve klinikte kullanılan bir kemoterapi ilacı olan 

paklitaksel ile ilaç olmaya aday bir molekül olan usnik asitin meme kanseri 

hastalarında tedavi amaçıyla birlikte kullanım etkinliğinin in vitro olarak 

değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Bu bağlamda aşağıdaki hipotezler sınanmıştır; 

Hipotez-1: Usnik asitin farklı meme kanseri hücre hatları üzerine hücre 

canlılığını azaltıcı etkisi vardır.   

Hipotez-2: Usnik asit liken sekonder metabolitinin kemoterapötik bir ilaç 

olan paklitaksel ile birlikte kullanıldığında hücre canlılığını azaltıcı yönde kümülatif 

bir etkisi vardır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Meme Kanseri 

2.1.1. Epidemiyolojisi 

Dünya genelinde 2012 yılında 14,1 milyon yeni kanser vakası ve 8,2 milyon 

kansere bağlı ölüm gerçekleştiği tahmin edilmektedir (24). Dünyada en yaygın 

kanser akciğer kanseridir ve 2012 yılında  1,8 milyon (tüm kanserin %12.9’u) yeni 

vaka görülmüş ve 1,6 milyon (tüm kanserlerin %19.4'ü) akciğer kanserine bağlı ölüm 

gerçekleşmiştir. Meme kanseri sıklığı tüm kanser tipleri arasında ikinci sıradadır. 

2012 yılında 1,7 milyon (tüm kanserlerin %11.9’u) yeni meme kanseri vakası 

görülmüştür. Meme kanseri 522,000 (tüm kanserlerin %6.4’ü) ölüm ile kansere bağlı 

ölümler arasında beşinci sırada yer almaktadır. Akciğer ve meme kanseri görülme 

sıklığı sonrasında en fazla görülme oranı kolorektal kanser, prostat kanseri,  mide 

kanseri ve karaciğer kanseri takip etmektedir (24). Dünya genelinde 2012 yılında 

erkekler arasında en yaygın görülen kanser akciğer kanseri iken çok gelişmiş 

ülkelerde ilk sırayı prostat kanseri almakta, akciğer kanseri ikinci sırada gelmektedir. 

Az gelişmiş ülkelerde ise en sık akciğer kanseri, sonrasında karaciğer kanseri ve 

mide kanseri görülmektedir. Kadınlar arasında ise az gelişmiş ülkelerde de (883,000 

vaka), çok gelişmiş ülkelerde de (794,000 vaka) en yaygın görülen kanser tipi meme 

kanseridir. Az gelişmiş ülkelerde servikal kanser ikinci sırada yer alırken, çok 

gelişmiş ülkelerde  on birinci sırada yer almaktadır. Çok gelişmiş ülkelerde kansere 

bağlı ölümde akciğer kanseri ilk sıradayken (210,000 ölüm) bunu meme kanseri 

takip etmektedir (198,000 ölüm) (24). 

2013 yılında Türkiye'de kanser hızı erkeklerde yüzbinde 267,9 iken 

kadınlarda ise yüzbinde 186,5'dur. 2013 yılında görülen yeni kanser vakası ise 

174,000'dir. Türkiye'deki kanser görülme sıklığı dünyadaki kanser görülme 

sıklığından fazladır (25). Türkiye'de en sık görülen 5 kanser türü, diğer gelişmiş 

ülkelerde görülen kanser türleri ile benzerlik göstermektedir (Tablo 2.1.). Ülkemizde 

erkekler arasında en sık görülen kanserler trakea, bronş ve akciğer kanseri iken 

kadınlar arasında en sık görülen kanser meme kanseridir  (25). 
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Tablo 2.1. Uluslararası Kanser Ajansı (IARC) tarafından yayınlanan Globocan 2012 

verilerine göre A) Kadınlar ve B) Erkekler arasında en sık görülen ilk beş 

kanser türünün dağılımı (26)’dan modifiye edilmiştir. 
 

A 

 

Türkiye*  

 

Dünya 

 

B 

 

Türkiye*  

 

Dünya 

1 Meme  Meme 1 Akciğer  Akciğer 

2 Tiroid  Kolorektal 2 Prostat  Prostat 

3 Kolorektal  Uterus serviksi 3 Kolorektal  Kolorektal 

4 Akciğer  Akciğer 4 Mesane  Mide 

5 Uterus korpusu  Uterus korpusu 5 Mide Karaciğer 

* Türkiye Birleşik Veri Tabanı, 2013. 

2013 yılında kanser tanısı konulan her dört kadından biri meme kanseridir (25). Şekil 

2.1.'de 2008-2013 yılları arasında kadınlarda meme kanseri görülme sıklığı 

görülmektedir. 

 

Şekil 2.1. Kadınlarda görülen meme kanserinin yaşa standardize edilmiş insidans 

hızlarının 2008-2013 yılları arasındaki dağılımı (Dünya standart 

nüfusu,100.000 kişide) (25). 

2.1.2. Meme Kanserinin Sınıflandırılması 

Meme tübüloalveolar bir bez olup süt üreten lobülleri ve sütün aktarımında 

görevli kanal sistemleri vardır. Meme kanseri lobül ve kanalları çevreleyen epitel 

hücrelerinden köken alan bir adenokarsinomdur (27). Meme kanserinin gelişimde 

yaş, cinsiyet, genetik etmenler, endokrin faktörler, radyasyon, alkol gibi çok çeşitli 

risk faktörleri rol oynamaktadır (28). Meme kanserleri histopatolojik olarak  lobül ve 

kanaldan köken almalarına bağlı olarak lobüler adenokarsinoma ve duktal 

adenokarsinoma olmak üzere ikiye ayrılır (29). Ayrıca meme kanserleri invaziv 

özelliklerine göre de invaziv ve invaziv olmayan şeklinde ikiye ayrılmaktadır (29). 
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Meme kanserinin oluşumu ve ilerleyişi ile kanser hücrelerinin östrojen (ER), 

progesteron (PR) ve insan epidermal büyüme faktörü-2 reseptörleri (HER-2) 

arasında ilişki bulunmaktadır. Bu nedenle sınıflandırma reseptör durumuna göre de 

yapılabilmektedir (30). Meme kanserinin moleküler sınıflaması genel olarak dört alt 

grup altında toplanmaktadır (Tablo 2.2.) 

Tablo 2.2. Meme kanseri tiplerinin major moleküler alt tipleri (31)’den modifiye   

edilmiştir. 
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2.1.3. Meme Kanserinin Tedavisi 

Meme kanseri çok çeşitli alt tipi olan bir hastalıktır ve tedavisinde meme 

kanserinin hangi alt tipinin olduğunun çok iyi bilinmesi gerekmektedir (29). Cerrahi 

yöntem olarak mastektomi veya meme koruyucu cerrahi yöntemi olarak  lumpektomi 

yapılmaktadır (32). Erken dönem meme kanseri tedavisinde radyoterapinin önemli 

bir yeri vardır. Meme kanserinde bölgesel kontrolü arttırmaktadır ve genel sağkalımı 

uzattığı bilinmektedir (33). Hormon tedavisi yöntemi ise hormon reseptörü 

bulunduran kanser çeşitlerinde hormonun etkisini engelleyerek kanser gelişimini 

durdurmaktır. Bu amaç doğrultusunda dört yöntem kullanılır; Aromataz inhibitörleri 

kullanılarak östrojen sentezi inhibe edilebilir (34), östrojen reseptör restriktörleri 

kullanılarak östrojenin hücreye girmesi engellenebilir, seçici östrojen reseptör 

modülatörleri kullanılabilir. Meme kanseri tedavisinde kullanılan Tamoksifen bu 

modülatörlerdendir ve östrojen reseptörüne bağlanarak östrojeni bloke eder (35). 

Diğer bir hormon tedavisi yöntemi ise ovaryum fonksiyonlarının durdurulmasıdır. 

Böylece östrojen üretimi durdurulabilir (36, 37). Kemoterapide ise kanser hücrelerini 

öldüren ajanlar kullanılmaktadır. Kemoterapi tek başına ya da diğer tedavi 

yöntemleriyle birlikte kullanılabilir. Uygulama durumuna bağlı olarak kemoterapi 

yöntemi çeşitlilik göstermektedir (38). Adjuvan tedavi diğer tedavi yöntemlerinden 

sonra kanser hücrelerinin proliferasyonunu önlemek için kullanılmaktadır. 

Taksanların (dosetaksel ve paklitaksel) diğer tedavilerle eş zamanlı uygulanması ile 

kanserin tekrarlama sıklığının azalmış olduğu belirlenmiştir (39).  Taksanlar 

neoadjuvan tedavi yönteminde ise, hastanın operasyon öncesinde kanserli dokusunun 

büyüklüğünü azaltmada kullanılır. Metastatik tedavide amaç ise metastaz yapmış 

hücreleri öldürmektir. Metastaz yapmış meme kanseri tedavisinde dosetaksel, 

doksorubisin, paklitaksel, vinorelbin gibi ajanlar kullanılmaktadır (40). Meme 

kanseriyle tedavide tek bir ilaç yerine ilaç kombinasyonlarının kullanımının daha 

etkin olduğu görülmüştür. Erken meme kanseri tedavisinde yaygın olarak kullanılan 

ilaç kombinasyonları siklofosfamid, 5-florourasil (CMF kombinasyonları), 

doksorubisin (Adriamisin), paklitaksel (PTX) (Taksol) ve dosetakseldir (3). Sık 

kullanılan bir kemoterapötik ilaç olan paklitaksel hücrelerde mitozu inhibe ederek 

apoptozu uyarmaktadır (41, 5). 
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2.2. Paklitaksel 

Paklitaksel, Ulusal Kanser Enstitüsü tarafından binlerce değişik bitkinin 

kanser üzerine etkisinin araştırılması sırasında bulunmuştur. İlk olarak 1963 yılında 

Taxus brevifolia isimli Pasifik porsuk ağacı özütü keşfedilmiş ardından preklinik 

çalışmalarda çeşitli tümörlere karşı antitümöral etkisi bulunmuştur ve özütteki etken 

maddenin paklitaksel olduğu tanımlanmıştır (42).  Paklitaksel’in kimyasal açık adı 

5β, 20-epoksi-1,2α, 4, 7β, 10β, 13α-hekzahidroksitaks-11-en-9 on 4, 10-diasetat 2-

benzoat-13 ester (2R,3S)-N-benzoil-3-fenilizoserin’dir (Şekil 2.2.). Molekülün 

formülü C47H51NO14, moleküler ağırlığı ise 853,9 dalton’dur. Beyaz renkte ve 

kristal toz yapıdadır. Erime sıcaklığı 216-217°C’dir. Oldukça lipofilik özelliktedir 

(43). Sudaki çözünürlüğü 0,3 μg/ml’dir ve çeşitli organik çözücülerdeki çözünürlüğü 

daha yüksektir (44).  

 

 

Şekil 2.2. Paklitaksel’in kimyasal yapısı (42). 

Paklitaksel meme ve uterus kanserlerinin tedavisinde kullanılan önemli 

ilaçlardan biridir (4). Mikrotübülü hedef alan taksanlar geri dönüşümlü olarak β-

tübüline bağlanırlar, mikrotübül kompleksini stabilize ederler ve hücre döngüsünü 

durdurmaya ve apoptoza gidişe neden olacak mikrotübül polimerizasyonunu 

destekler (45). Paklitakselin hücre ölümünü apoptoz aracılığıyla yaptığı ve bunun da 

doz bağımlı olarak gerçekleştiği, düşük dozlarda paklitaksel uygulaması sonucunda 

hücrelerin G2/M interfaz aşamasında biriktiği ve bunun da apoptozla sonuçlandığı 

bulunmuştur (46, 47). Paklitaksel mikrotübülleri oluşturmak için gerekli olan 

faktörlerin (guanin trifosfat gibi) yokluğunda bile tübülin dimerlerinin 

polimerizasyonunu destekler ve daha sonra mikrotübül polimerlerinin 
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depolarizasyonunu engelleyerek mikrotübülleri stabilize eder (Şekil 2.3.).       

Böylece paklitakselin hücrelerde mikrotübüllerin toplanmasını artırarak ve 

depolimerizasyonunu engelleyerek antitümöral etki gösterir (48,49).  

 

Şekil 2.3. Paklitaksel’in etki mekanizması (43)’den modifiye edilmiştir. 

2.3. Usnik Asit 

Yapılan çalışmalarda çok çeşitli kanser tiplerine karşı bitkisel ve fungus 

kaynaklı tedavi amaçlı aday moleküler araştırılmaktadır. Yapılan bu çalışmalar 

sonucunda likenlerin kanser tedavisinde kullanılabileceği birçok araştırmacı 

tarafından belirlenmiştir (50-52). Likenler, fungus ile alg ya da siyanobakter gibi bir 

fotosentetik ortaktan oluşan simbiyotik birlikteliktir. Likenler tarafından 

polisakkaritler, proteinler ve sekonder metabolitler üretilmektedir ve bilinen 

17.000’den fazla türü ve 800’ün üzerinde liken sekonder metaboliti tespit edilmiştir. 

(53-55). Liken sekonder metabolitleri antitümör, antiinflamatuar, antiviral, 

antifungal, antibakteriyel, mutajen, antioksidan ve antinosiseptif gibi önemli etkilere 

sahiptir (56-58). İlk olarak 1844 yılında izole edilen usnik asit (UA) [2,6- diacetyl-

7,9-dihydroxy-8,9b-dimethyl-1,3(2H,9bH)-dibenzo-furandione] en fazla çalışılan 

liken sekonder metabolitidir. Bu doğal bileşik farmakolojik ve klinik açıdan önemli 

ilişkiye sahip olabilecek farklı biyolojik ve fizyolojik aktivitelere sahiptir (9, 10). 

Usnik asit’in kimyasal yapısı Şekil 2.4.' de gösterilmektedir (6). 
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Şekil 2.4. Usnik asit’in kimyasal yapısı (6). 

Usnik asit ile yapılan çalışmalar sonucunda usnik asit'in antiproliferatif (7) ve 

antiinflamatuar (59) olduğu, hücre döngüsü (51, 60, 61) ve apoptotik hücre ölümü 

üzerine (51, 62) etkileri olduğu gösterilmiştir. Son yıllarda yapılan çalışmalarda 

usnik asitin D. melanogaster somatik hücreleri üzerine rekombinojenik, mutajenik ve 

karsinojenik etki gösterdiği (63), insan kan hücrelerinde total antioksidan kapasite 

(TAC) seviyesini arttırdığı ve bunun sonucunda doza bağlı olarak antioksidan etki 

gösterdiği bildirilmiştir (64). Ayrıca usnik asitin CD44, Siklin D2 ve c-myc mRNA 

seviyelerini azalttığı, Rac1 ve RhoA aktivitelerini düşürdüğü ve böylece kanser 

hücresi metastazını inhibe etme yeteneğinin olduğu ve antikanser tedavilerinde 

kullanılabileceği gösterilmiştir (65). MCF7 ve H1299 hücreleri üzerine yapılan 

uygulamada usnik asit'in sekonder metabolitinin mikrotübüller üzerinde herhangi bir 

morfolojik değişikliğe neden olmadığı ve mitotik indekste bir artış meydana 

getirmediği, bunun sonucunda da usnik asitin antineoplastik aktivitesinin mikrotübül 

oluşumu veya stabilizasyon değişimi ile ilişkili olmadığı bulunmuştur (8). 

2.4. Kanser Tedavisinde Mikrotübüllerin Rolü 

Mikrotübüller çok çeşitli hücresel işlevlerde rol oynayan hücre iskeleti 

elemanlarıdır. Hücre içi taşımada, hücre bölünmesi sırasında kromozomların 

ayrılmasında, hücre polaritesinin ve morfogenezin düzenlenmesinde görev alırlar. 

Ayrıca silia ve flagella oluşumunda da görev alırlar (66). Mikrotübüller α-tübülin ve 

β-tübülin heterodimerlerinin polimerizasyonu yoluyla oluşur. Bu polimerizasyon β-

tübüline bağlı GTP'nin hidroliziyle düzenlenmektir (66). Her bir α- ve β-tübülin 

heterodimerine GTP molekülü bağlanabilir. GTP’nin α-tübüline bağlanması dimerde 



10 
 

fiziksel olarak kısıtlanmış olduğu için geri dönüşümsüz iken β-tübüline bağlanması 

geri dönüşümlüdür, böylece polimerleşme sırasında ve polimerleşmeden hemen önce 

GTP, GDP'ye hidroliz olabilmektedir. Mikrotübüller hızla büyüyen artı uca ve yavaş 

büyüyen eksi uca sahip polar moleküllerdir. Bu polarite hareketin yönünün 

belirlenmesinde önemli rol oynamaktadır. Mikrotübüllerin uzaması veya kısalması 

tübülin yapıya eklenme oranı ile ve buna karşılık GTP hidroliz oranı ile 

belirlenmektedir. GTP hidrolizinden daha hızlı bir şekilde GTP bağlı tübülin 

molekülleri eklenirse mikrotübülün artı ucunda GTP başlığı kalır ve mikrotübül 

uzamaya devam eder. Eğer polimerizasyon hızı yavaş ise bu durumda artı uçtaki 

GTP bağlı tübülin GDP'yi hidroliz eder ve tübülin ayrışır, hızlı depolimerizasyon ve 

kısalma meydana gelir (67). Mikrotübüller mitozda oynadıkları etkin rol nedeniyle 

kanser tedavisi için önemli bir hedef durumundadır. Anafaz evresinde kromozomlara 

bağlı mikrotübüller kısalır. Pek çok kemoterapötik ilaç hücrenin anafaza girmesini 

önleyerek hücre döngüsünü durdurmaya çalışır (68, 69). Vinblastin gibi Vinca 

alkoloidleri mikrotübül destabilizatörleri olarak sınıflandırılmaktadır ve yeterince 

yüksek konsantrasyonlarda verildiğinde mikrotübül polimerizasyonunu inhibe 

ederler (70). Paklitaksel ve dosetaksel gibi taksanlar ise mikrotübülleri stabilize 

ederler ve yüksek konsantrasyonlarda polimerizasyonu desteklerler (68, 71). 

Mikrotübüllerin mitoz sırasında interfazda olduğundan birkaç kat daha dinamik 

olduğu gösterilmiştir (72, 73). Mikrotübülü hedef alan ilaçlarla bu dinamikler 

bozulur, iğ-toplanma kontrol noktaları (spindle-assembly checkpoint) aktive edilir ve 

hücre döngüsü metafaz anafaz geçişinde durdurulur (74). 

2.5. Hücre Ölüm Yolları 

2.5.1. Apoptozis 

Çok hücreli organizmalarda apoptotik yollar; homeostazın sağlanmasında, 

embriyogenezde ve patojenlere karşı savunmada kritik öneme sahiptir (75). 

Fizyolojik süreçte apoptozun rolü mitozun oynadığı rol kadar önemlidir. Yetişkin bir 

insan vücudunda homeostazın düzenlenmesi için apoptoz ile ölenlerin yerine her gün 

10 milyar hücrenin yapıldığı tahmin edilmektedir (76). Bu sayı normal gelişimde, 

yaşlanmada veya hastalık boyunca apoptoz arttığı zaman artabilir. Hücre ölümünün 

düzenlenmesindeki anormallikler kanser, AIDS, iskemi, Parkinson ve Alzheimer gibi 
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hastalıkların oluşumunda önemli bir rol oynayabilir. Bazı durumlarda yetersiz 

apoptoz gerçekleşirken bazı durumlarda ise aşırı apoptoz görülebilmektedir. 

Kanserde hücre döngüsü düzenleme mekanizmaları bozulur ve hücrelerin aşırı artışı 

meydana gelirken ölümlerinde azalma olur (77).  Karsinogenezde apoptozun 

durdurulmasının bazı kanserlerin gelişimde ve ilerlemesinde kilit rol oynadığı 

düşünülmektedir (78). 

Apoptoz, kaspazların aktive edilmesi ile mitokondriyel zar geçirgenliğinin 

artması, kromatin yoğunlaşması ve çekirdek parçalanmasına neden olan 

programlanmış bir hücre ölüm biçimidir (79). İçsel ve dışsal olmak üzere iki şekilde 

tetiklenebilmektedir. İçsel tetikleme, DNA hasarı, büyüme faktörü eksikliği ve 

oksidatif stres gibi hücre içi ölüm sinyalleri tarafından başlatılır (80). İçsel tetikleme 

mekanizması, mitokondriyel zar geçirgenliğini arttırarak sitokrom c gibi proteinlerin 

salınımını ayarlayan Bcl-2 (B hücre lenfoma) ailesi üyeleri aracılığıyla devam eder 

(81). Mitokondriyel zar geçirgenliği, Bcl-2 ailesinin üyeleri arasındaki dinamik 

etkileşim tarafından düzenlenir (82, 83). Pro-apoptotik üyeler (Bak, Bax ve Bok) zar 

geçirgenliğini arttırırken, anti-apoptotik üyeler (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 ve A1) 

zar geçirgenliğinin arttırılmasını engeller. BH-3 proteinleri ise (Bid, Bad, Bim, Bik, 

BNIP3, BMF, HRK, Noxa ve Puma) pro-apoptotik üyeleri aktive ederken, anti-

apoptotik üyeleri engeller (84, 85). Dışsal tetikleme, TNFR (Tümör nekrozis faktör 

reseptörleri) ailesi üyelerinin (Fas, TRAIL ve TNFR1) ligandları tarafından aktive 

edilmesiyle başlatılır. Bu reseptörlerinin trimerize olması, kaspaz-8 öncüllerinin 

ortama toplanmasını sağlayan DISC (ölümü indükleyen sinyal kompleksi) ve bu 

öncüllerin bölünerek kaspaz-8’lerin aktif hale geçmesini sağlayan FADD (Fas-bağlı 

ölüm bölgesi) birlikteliğinin oluşmasına neden olur. Gerek içsel tetikleme sonucu 

oluşan sitokrom c’ler gerek dışsal tetikleme sonucu oluşan aktif kaspaz-8’ler diğer 

kaspazları (kaspaz-3, -6, -7) aktive ederek DNA parçalanmasını ve hücre ölümünü 

uyarır (86, 87).  

Kanser tedavisinde kullanılan çoğu ajan tümör hücrelerini seçici olarak 

öldürmek üzerine tasarlanmıştır. Kanser tedavisinde kullanılan bu ajanlar apoptozu 

arttırmaktadır ve eğer apoptotik süreçte bir bozulma meydana gelirse tedavinin 

duyarlılığı azalacaktır (80). 
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2.5.2. Nekrozis 

Nekroz, organellerin şişmesi, şişkin ve gergin durumdaki çekirdek, hücre 

zarının yırtılmasını takiben hücrenin lizise uğraması ile karakterize olan bir hücre 

ölüm biçimidir (88, 89). Kaspazların aktivasyonuyla ilgisi olmayan nekroz, hücre 

hasarı veya patolojiye cevaben gelişir (90). Nekrotik hücreler HMGB1 (High 

mobility group box 1) ve HDGF (hepatoma kaynaklı büyüme faktörü) gibi faktörler 

salgılayarak NLRP3 (NACHT, LRR ve PYD domainlerini içeren protein 3)’ü 

uyarırlar (91). NLRP3’ün uyarılması inflamazomun aktive edilmesine ve sonuçta 

pro-inflamatuar sitokin olan IL-1  (interlökin 1 beta)’nın salgılanmasına neden olur. 

İnflamazomun aktive edilmesi, hasar almış hücrenin mitokondrisinin ürettiği ATP 

aracılığıyla gerçekleşir (92).  

Nekrozun programlanmış hücre ölümü biçimi olan nekroptoz son yıllarda ilgi 

çekmeye başlamıştır. Nekroptoz, apoptozun bazı özelliklerini gösterebildiği gibi 

nekrozun da morfolojik özelliklerini barındırmaktadır. Nekrozda olduğu gibi hücre 

organellerin şişmesi, hücre zarının bütünlüğünü kaybetmesi ve lizise uğraması 

görülürken, apoptozda olduğu gibi hücre ölümü ile sonuçlanan çoklu protein 

komplekslerinin oluşumu meydana gelmektedir. Nekroptoza aracılık eden 

biyokimyasal olaylar halen iyi anlaşılmamış olmakla birlikte, apoptozu tetikleyen 

ölüm reseptörleri nekroptoz ile de ilişkilidir (93, 94). TNFR1 aracılı nekroptozis, 

TRADD (Tümör nekroz faktörü alfa reseptör-1 ilişkili ölüm domain reseptörü), 

TRAF (TNF reseptör ilişkili faktör), cIAP (hücresel apoptoz inhibitörü) ve RIP1 

(reseptör ile etkileşen serin/treonin proteini)’i bir araya getiren kompleks I’in 

oluşumunu uyarır (94, 95). RIP1’in cIAP tarafından ubikitinleşmesi ardından CYLD 

(silindromatozis) tarafından deubikitinleşmesi RIP1, RIP3, TRADD, FADD ve 

kaspaz-8’i bir araya getiren kompleks II’nin oluşumuna neden olur (96-98). Bu 

noktada kaspaz-8’in engellenmesi veya cFLIP [hücresel FLICE (FADD-benzeri IL-

1 -dönüştürücü enzim)-inhibitör proteini] ile etkileşmesi durumunda apoptoz yolu 

engellenip nekroptoz yolu açılırken, etkileşimin engellenmesi durumunda ise 

apoptoz yolu ile hücre ölümü gerçekleştiği belirtilmektedir. Nekroptoz yolunu 

düzenlenmesi ROS (reaktif oksijen türleri), LMP (lizozomal membran 

permeabilizasyonu) ve PARP (Poli (ADP-riboz) polimeraz) aracılığıyla olmaktadır 

(94).  
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2.6. Meme Kanseri Hücre Hatlarının Genel Özellikleri 

4T1 meme kanseri hücreleri ilk olarak Fred Miller ve arkadaşları tarafından 

izole edilmiş olup transplante edilebilen bir tümör hücre hattıdır (99, 100). 4T1 

hücreleri invaziv olup metastatik özellik göstermektedir. İnokülasyondan sonraki iki 

hafta içerisinde akciğer, karaciğer, kemik ve beyine primer tümör metastazı yapması 

ile karakterize olup bu özelliği ile insan meme kanserinin dördüncü evresine 

yakından benzemektedir. (101, 102). Kültür ortamında her 2-3 günde bir 1:6, 1:8 

arasındaki subkültür oranında pasajlanması önerilmektedir (103). HCC38 hücre hattı 

50 yaşında yetişkin bir kadından elde edilen memenin primer  duktal karsinomasıdır. 

Tutunucu karakterde ve epiteliyal morfolojiye sahiptir.  HCC38 hücreleri östrojen, 

progesteron reseptörü negatif olan ve Her2/neu amplifikasyonu olmayan triple 

negatif insan meme kanseri hücre hattıdır. Kültür ortamındaki hücrenin 1:2, 1:4 

subkültür oranı arasında 2-3 günde bir pasajlanması önerilmektedir (104). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Çalışmada Kullanılan Maddeler 

Çalışmamızda kullanılan kimyasal ve biyolojik malzemeler aşağıda 

sıralanmıştır. Penisilin-Streptomisin, RPMI 1640 (Lonza, Belçika); Fosfat 

tamponlanmış tuz çözeltisi (PBS) (ICN Biomedicals, ABD); Usnik asit (Sigma, 

ABD); MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] 

(Sigma, ABD); Fötal Buzağı Serumu (FBS) (Biological Industries, İsrail); PI 

(Propidyum İyodür) (BD, ABD); YO-PRO-1 (ThermoFisher, ABD); FACS Flow, 

Cell Wash (BD, ABD); Tripan mavisi, (Sigma, ABD); Dimetil sülfoksit (DMSO) 

(OriGen Biomedical AB, İsveç). 

3.2. İlaç Formülasyonlarının Hazırlanması 

Tez kapsamında kullanılan usnik asit sekonder metaboliti Ankara Üniversitesi 

Biyoteknoloji Enstitüsü’nden, paklitaksel ise Hacettepe Üniversitesi Eczacılık 

Fakültesi’nden temin edildi.  Paklitaksel ve usnik asit solüsyonları DMSO içerisinde 

hazırlandı ve besiyeri ile seyreltik çözeltileri hazırlanarak deneylerde kullanıldı. 

3.3. Hazırlanan Çözeltiler ve Solüsyonlar 

Deneyler sırasında RPMI-1640 besiyeri ve MTT solüsyonu hazırlanarak 

kullanıldı. RPMI-1640 besiyerinin hazırlanması için L-Glutamin içeren RPMI-1640 

içerisine %1 oranında penisilin-streptomisin ve %10 oranında FBS eklendi. 4°C’de 

saklandı. MTT solüsyonunun hazırlanması için ise karanlık ortamda 5 mg MTT, 1 ml 

PBS içerisinde çözüldü ve solüsyon 0,45 μm’lik filtreden geçirilerek steril edildi. Her 

bir deney aşaması kullanımı için taze hazırlandı. 

3.4. Deneysel Çalışmalarda Kullanılan Hücre Sayısının Belirlenmesi 

Deneyler için 96 kuyulu düz tabanlı plaklar kullanıldı. MTT testi için kuyu 

başına ne kadar hücre gerekli diye 5.10
3
, 10.10

3
, 15.10

3
, 20.10

3
, 25.10

3
, 50.10

3
, 

60.10
3
, 70.10

3
, 80.10

3
, 90.10

3
 ve 10.10

4
 sayıda HCC38 hücresi 50 μl RPMI-1640 

besiyeri içinde ekim yapıldı ve plak 37°C’de %5 CO2 içeren inkübatöre konuldu. Her 

plaktaki hücrelerin çoğalması MTT testi ile değerlendirildi ve en uygun olan hücre 
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miktarı her bir kuyu için 60.10
3
 hücre olarak belirlendi. 4T1 hücreleri için Hacettepe 

Üniversitesi Temel Onkoloji Laboratuvarları'nda önceden belirlenen hücre sayısı 

olan 20.10
3 

hücre olacak şekilde her bir kuyuya ekim yapıldı.  

3.5. Hücre Kültürü İdamesi 

Deneylerde kullanılan 4T1 ve HCC38 hücreleri Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Laboratuvarı’ndan temin edildi. 15 ml’lik falkon tüp içerisine çözülen 

hücreler aktarıldı. Falkon 15.000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilip, santrifüj 

sonrasında süpernatant kısmı atıldı ve falkona 3 ml besiyeri eklenerek pellet 

süspanse edildi. Süspansiyondan alınan hücreler thoma lamında sayıldı. Sayımdan 

sonra kapağı filtreli flasklara hücreler RPMI-1640 besiyeri içerisinde ekim yapıldı. 

Flask 37°C’de %5 CO2’li inkübatörde inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında 

flask inkübatörden alındı ve öncelikle mikroskop altında incelendi. 6 ml 1X steril 

PBS ilave edildi ve tüm flask yüzeyine yayıldı. Sonrasında çekilerek uzaklaştırıldı. 

600 µl Tripsin-EDTA solüsyonu eklendi ve flaskın her tarafına yayıldı. 37
o
C’de 3-5 

dakika inkübatörde bekletildi. Sürenin sonunda hücrelerin flask yüzeyinden ayrıldığı 

mikroskop altında kontrol edildi. 10 ml besiyeri eklendi ve iyice pipetaj yapıldı. 7 

ml’si 50 ml’lik santrifüj tüpü içerisine alındı ve geri kalan 3 ml ise flask içerisine 

koyuldu, üzerine 15 ml besiyeri ilave edilerek mikroskopta bakıldıktan sonra 37
o
C 

inkübatöre kaldırıldı. Geriye kalan 7 ml içerisinden istediğimiz miktarda hücre 

alabilmek için thoma lamı ile hücre sayımı yapıldı. 

3.6. Hücre Sayımı 

Kültür ortamındaki hücreler süspanse hale getirildikten sonra içerisinden 10 

µl alınarak 90 µl besiyeri ile seyreltildi. Daha sonra bu seyreltilmiş halde bulunan 

hücre stoğundan 10 µl alınıp 10 µl tripan mavisi boyası ile karıştırılarak Fuchs-

Rosenthal lamı üzerine yayılarak mikroskop altında hücre sayımı yapıldı. Tripan 

mavisi boyası canlı hücrelerin içerisine girmezken ölü hücrelerin içerisine girme 

özelliğindedir ve bu özelliklerinden dolayı sayım yaparken tripan mavisi boyasının 

içerisine girdiği koyu mavi gözüken hücreler ölü, açık renk görülen hücreler canlı 

olarak sayıldı. 
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3.7. MTT Testi 

96 kuyulu düz tabanlı plaklara kuyu başına belirlenen hücre sayısı kadar 

hücre 50 μl hacim içerisinde ekildi ve hücreler flask yüzeyine yapışana kadar (~16 

saat) 37°C’de %5 CO2 içeren inkübatörde bekletildi. Daha sonra 4T1 hücreleri için 

1,56, 3,125, 6,25, 12,5 ve 25 µM konsantrasyonlarda, HCC38 hücreleri için 0,097, 

0,39, 0,78, 1,56, 3,125, 6,25, 12,5 ve 25 µM konsantrasyonlarda  uygulanacağı sırada 

14 M DMSO içerisinde çözülerek taze olarak hazırlanan usnik asit ve 1, 10
 
, 100 ve 

1000 nM konsantrasyonlarda DMSO içerisinde çözülerek hazırlanan paklitaksel 

çalışılan her iki hücre hattı üzerine önce ayrı ayrı olacak şekilde uygulandı (Şekil 

3.1., Şekil 3.2.) 

 

Şekil 3.1. HCC38 hücrelerine usnik asit ve paklitaksel uygulmasının şematik 

gösterimi. 
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Şekil 3.2. 4T1 hücrelerine usnik asit ve paklitaksel uygulmasının şematik gösterimi. 

MTT sonuçlarının elde edilmesinden sonra etkili dozun belirlenmesiyle paklitakselin 

100 nM konsantrasyonu ile usnik asitin artan konsantrasyonları birlikte olacak 

şekilde çalışılan hücre hatları üzerine uygulama yapıldı. Sadece besiyeri ve hücrenin 

olduğu kontrol grubuna formülasyon uygulaması yapılmadı ayrıca çözücü olarak 

kullanılan DMSO'nunda canlılık üzerine etkisine bakmak için sadece DMSO 

uygulanan bir grupla da çalışıldı (Şekil 3.3., Şekil 3.4.).   
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Şekil 3.3. HCC38 hücrelerine 100 nM paklitakselle usnik asit konsantrasyonlarının 

birlikte uygulanmasının şematik gösterimi. 

 

Şekil 3.4. 4T1 hücrelerine 100 nM paklitakselle usnik asit konsantrasyonlarının 

birlikte uygulanmasının şematik gösterimi. 
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37°C’de %5 CO2’li inkübatörde 24, 48 ve 72 saat bekletildikten sonra hücreler 

mikroskopla incelendikten sonra hücrelerin üzerine 50 μl MTT solüsyonu eklendi ve 

4 saat 37°C’de %5 CO2’li inkübatöre kaldırıldı. 4. saatin sonunda her bir kuyuya 80 

μl MTT Lizis Buffer eklendi ve 16 saat boyunca 37°C’de %5 CO2’ li inkübatöre 

kaldırıldı. Sürenin sonunda spektrofotometrik olarak 570 nm’de hücrelerin absorbans 

değerleri okundu (Şekil 3.5.). 

 

Şekil 3.5. MTT testi için deney tasarımının şematik gösterimi. 

3.8. Akım Sitometri 

Hücrelerin apoptoza gidişi YO-PRO-1 apoptoz kiti ile nekrotik hücrelerin 

değerlendirilmesi PI boyama ile akım sitometri cihazında yapıldı. Yeşil floresan prob 

olan YO-PRO-1 hücre zarı belirli bir geçirgenliğe ulaştığında hücrenin içerisine 

girebilir (105, 106). Hücre zarı apoptoz sürecinde bir miktar geçirgen hale gelir ve 

YO-PRO-1 probu hücrenin içerisine bu sırada kolay bir şekilde geçerek nükleik 

asitlere bağlanır. PI ise nekrozun belirlenmesinde kullanılır, bu prob yalnızca 

nekrotik hücrelerin zarından geçebilir, apoptotik hücre zarından geçemez. YO-PRO-

1 ve PI problarının ikisine de canlı hücre zarı geçirgen değildir (107). 6 kuyulu 

plaklara ekilen HCC38 hücreleri için 12,5 μM UA, 100 nM PTX ve 12,5 μM UA + 

100 nM PTX uygulaması yapılırken, 4T1 hücreleri için 25 μM UA, 100 nM PTX ve 

25 μM UA + 100 nM PTX uygulaması yapılmıştır (Şekil 3.6 ve Şekil 3.7). Kontrol 

grubu olarak iki hücre hattında da formülasyon uygulanmayan hücre grubu 

kullanılmıştır (şekillerde gösterilmemiştir.). 
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Şekil 3.6. HCC38 hücrelerinin akım sitometrik değerlendirilmesi için 

formülasyonların uygulanmasının şematik görünümü. 

 

Şekil 3.7. 4T1 hücrelerinin akım sitometrik değerlendirilmesi için formülasyonların 

uygulanmasının şematik görünümü. 

Formülasyon uygulamasından sonra 24, 48 ve 72 saat boyunca 37°C’de %5 CO2’li 

inkübatöre kaldırıldı. Apoptozun değerlendirilmesi her iki hücre hattında da YO-

PRO-1 kiti sadece 24 saat hücrelerinde yapıldı. PI ile hücre ölüm oranlarının 

değerlendirilmesi her 3 saat için de yapıldı. YO-PRO-1 kiti ile hücrelerin 

değerlendirilmesi için öncelikle kültür ortamındaki üst sıvı 6 kuyulu plak içerisinden 

çekildi ve 15 ml’lik falkon içerisine aktarıldı. Plak serum fizyolojik ile yıkandı. Plak 
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yüzeyine yapışan hücreleri süspanse hale getirmek için Tripsin-EDTA kullanıldı. 

Hücrelerin plak yüzeyinden kalktığı mikroskop ile takip edildikten sonra hücrelerin 

üzerine serum içeren besiyeri ilave edildi. Hücreler 15 ml’lik falkon içerisine 

aktarıldı. 15 ml’lik falkon, 1800 rpm +4
o
C’de 5 dakika santrifüj edildi ve sonrasında 

supernatant uzaklaştırıldı. Daha sonra 1 ml soğuk PBS ile yeniden süspanse hale 

getirildi. Filtreden geçirildikten sonra 1 μl YO-PRO-1, 1 μl PI ilave edildi. 30 dakika 

buzda inkübasyona bırakıldıktan sonra akım sitometri cihazında okuma yapıldı. PI 

boyama ile değerlendirme yapmak için hücrelere YO-PRO-1 kit protokolü 

uygulandı. YO-PRO1 protokolünden farklı olarak işlemler oda sıcaklığında (25
o
C) 

gerçekleştirildi ve en son aşamadaki 30 dakika inkübasyon süresi yerine 5 dakika 

inkübasyon gerçekleştirilip akım sitometri cihazında okuma yapıldı (Şekil 3.8.). 

 

Şekil 3.8. Akım sitometri analizi için deney tasarımının şematik gösterimi. 

3.9. İstatistiksel Analiz 

Veriler en az 2 teknik tekrar ve en az 3 biyolojik tekrar olacak şekilde elde 

edildi. SPSS 20 programı aracılığıyla tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve 

Student's t-testi kullanılarak analizler yapıldı. Post-hoc test olarak Dunnett testi 

kullanıldı. Analiz sonucunda P<0,05 olarak hesaplanan sonuçlar istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. MTT Testi Analizi 

Paklitakselin ve usnik asitin hazırlanmasında kullanılan DMSO'nun hücre 

canlılığı üzerine etkisi HCC38 ve 4T1 hücrelerinde değerlendirildi ve içerisine 

formülasyonun uygulanmadığı besiyeri ve hücrenin bulunduğu grupla arasında 

anlamlı bir fark bulunmadı (P>0,05) (Şekil 4.1. ve Şekil 4.2.). Bu nedenle her iki 

hücre hattı için de kontrol grubu olarak formülasyonun uygulanmadığı grup kontrol 

grubu olarak kullanıldı. 

 

Şekil 4.1. HCC38 hücrelerinin zamana bağlı olarak değişimi ve DMSO'nun hücre 

canlılığı üzerine etkisi. 

 

Şekil 4.2. 4T1 hücrelerinin zamana bağlı olarak değişimi ve DMSO'nun hücre 

canlılığı üzerine etkisi. 
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4.1.1. HCC38 Hücrelerinin MTT Analizi 

HCC38 Hücrelerine Paklitaksel Uygulamasının MTT Analizi 

HCC38 hücrelerine paklitakselin 24 saat boyunca artan konsantrasyonlarda 

uygulanması hücre canlılığı üzerinde kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir fark 

oluşturmamıştır (P>0,05) (Tablo 4.1. ve Şekil 4.3.). 

Tablo 4.1. HCC38 hücrelerine paklitakselin 24 saat uygulamasının MTT testi 

sonuçları. 

 
 

 

Şekil 4.3. HCC38 hücrelerine paklitakselin 24 saat uygulaması sonucunda hücre 

canlılığının konsantrasyona bağlı değişimi. 

48 saat boyunca paklitaksele maruz kalan hücrelerin canlılığı artan konsantrasyona 

bağlı olarak azalmıştır. Bu azalma 1 nM ve üzerindeki uygulamaları da kontrole göre 

istatistiksel olarak anlamlıdır. 100 nM paklitakselin 48 saat boyunca uygulanması 
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HCC38 hücrelerinde hücre canlılığını %78’lere düşürmüştür (Tablo 4.2. ve Şekil 

4.4.). 

Tablo 4.2. HCC38 hücrelerine paklitakselin 48 saat uygulamasının MTT testi 

sonuçları. 

 
 

 

Şekil 4.4. HCC38 hücrelerine paklitakselin 48 saat uygulaması sonucunda hücre 

canlılığının konsantrasyona bağlı değişimi (*P<0,05; **P<0,01). 

HCC38 hücreleri üzerine paklitakselin 72 saat boyunca 10 nM konsantrasyonda 

uygulanması hücre canlılığını %33 civarında azaltmıştır. Bu ve daha yüksek 

konsantrasyonlarındaki azalmalar kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlıdır 

(Tablo 4.3. ve Şekil 4.5.). 
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Tablo 4.3. HCC38 hücrelerine paklitakselin 72 saat uygulamasının MTT testi 

sonuçları. 

 
 

 

Şekil 4.5. HCC38 hücrelerine paklitakselin 72 saat uygulaması sonucunda hücre 

canlılığının konsantrasyona bağlı değişimi (**P<0,01). 

HCC38 hücreleri üzerine paklitakselin artan konsantrasyonlarda uygulanmasını 

zamana bağlı olarak karşılaştırdığımızda 48 ve 72 saatte istatistiksel olarak anlamlı 

bir azalma görülürken 24 saatte kontrol grubuna göre bir fark görülememiştir 

(P>0,05). Paklitakselin 10 nM’a kadarki düşük konsantrasyonlarda 72 saat boyunca 

uygulanması ile canlılıkta önemli ölçüde bir azalma görülürken daha yüksek 

konsantrasyonlarında bu azalmanın sabit kaldığı görülmektedir. 24 saat süreyle 

paklitaselin 100 nM konsantrasyonunun uygulanması kontrole göre anlamlı değil 

(P>0,05) iken 72 saat uygulamasında anlamlı olan bu azalma %35 civarında 

olmuştur. (Tablo 4.4. ve Şekil 4.6.). 
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Tablo 4.4. HCC38 hücrelerine paklitakselin uygulamasının zamana bağlı MTT testi 

sonuçları. 

 
 

 

Şekil 4.6. HCC38 hücrelerine paklitakselin uygulaması sonucunda hücre canlılığının 

konsantrasyona ve zamana bağlı değişimi (24-48 Saat **P<0,01; 24-72 

Saat *P<0,05; **P<0,01; 48-72 Saat **P<0,01). 

HCC38 Hücrelerine Usnik Asit Uygulamasının MTT Analizi 

HCC38 hücre hattı üzerine 24 saat boyunca tek başına usnik asitin artan 

konsantrasyonlarının uygulanmasının hücre canlılığı üzerine kontrol grubuna kıyasla 

istatistiksel bir fark oluşturmamıştır (P>0,05) (Tablo 4.5. ve Şekil 4.7.). 

Tablo 4.5. HCC38 hücrelerine usnik asitin 24 saat uygulamasının MTT testi 

sonuçları. 
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Şekil 4.7. HCC38 hücrelerine usnik asitin 24 saat uygulaması sonucunda hücre 

canlılığının konsantrasyona bağlı değişimi. 

Usnik asitin 48 saat 3,125 µM, 12,5 µM ve 25 µM uygulamalarında kontrol grubuna 

kıyasla istatistiksel bir azalma meydana gelmiştir. Bu azalma sırasıyla %19, %16 ve 

%34 civarındadır (Tablo 4.6. ve Şekil 4.8.). 

Tablo 4.6. HCC38 hücrelerine usnik asitin 48 saat uygulamasının MTT testi 

sonuçları. 

 

 

 

Şekil 4.8. HCC38 hücrelerine usnik asitin 48 saat uygulaması sonucunda hücre 

canlılığının konsantrasyona bağlı değişimi (*P<0,05; **P<0,01). 



28 
 

HCC38 hücreleri üzerine 72 saat boyunca usnik asitin 1,56 µM konsantrasyonlarına 

kadar ki uygulamalarında kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı bir azalma 

görülmezken (P>0,05) daha yüksek konsantrasyonlarında ise anlamlı bir azalma 

meydana gelmektedir. Bu azalma 6,125 µM konsantrasyonda %10, 12,5 µM 

konsantrasyonda %32 iken 25 µM konsantrasyonda %50 civarında olduğu 

bulunmuştur (Tablo 4.7. ve Şekil 4.9.). 

Tablo 4.7. HCC38 hücrelerine usnik asitin 72 saat uygulamasının MTT testi 

sonuçları. 

 
 

 

 

Şekil 4.9. HCC38 hücrelerine usnik asitin 72 saat uygulaması sonucunda hücre 

canlılığının konsantrasyona bağlı değişimi (*P<0,05; **P<0,01). 

HCC38 hücreleri üzerine usnik asitin 48 saat boyunca 3,125 µM konsantrasyonda 

uygulanmasından sonra ve 72 saat 1,56 µM ve sonraki konsantrasyonlarda 

uygulanması kontrole göre anlamlı bir azalma meydana geldiği ve bu azalmanın 12,5 

µM konsantrasyonu için 48 ve 72 saatlerinde sırasıyla %16 ve %32 civarında olduğu 

bulunmuştur (Tablo 4.8. ve Şekil 4.10.). 
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Tablo 4.8. HCC38 hücrelerine usnik asitin uygulamasının zamana bağlı MTT testi 

sonuçları. 

 
 

 

Şekil 4.10. HCC38 hücrelerine usnik asit uygulaması sonucunda hücre canlılığının 

konsantrasyona ve zamana bağlı değişimi (24-48 Saat **P<0,01; 24-72 

Saat **P<0,01; 48-72 Saat *P<0,05; **P<0,01). 

HCC38 Hücrelerine Paklitaksel ve Usnik Asit Kombinasyon 

Uygulamasının MTT Analizi 

100 nM paklitakselle birlikte usnik asitin artan konsantrasyonlarındaki 24 

saat uygulamasında 0,78 µM ve 1,56 µM konasntrasyonlarında kontrole göre 

istatistiksel olarak anlamlı bir azalma bulunmuştur. Ayrıca 12,5 µM ve 25 µM 

konsantrasyonlarında 100 nM paklitakselle birlikte uygulanmalarında da kontrole 

göre istatistiksel bir azalma vardır ve bu azalmalar iki konsantrasyonda da yaklaşık 

olarak %45 oranındadır (Tablo 4.9. ve Şekil 4.11.). 

Tablo 4.9. HCC38 hücrelerine 24 saat 100 nM paklitaskelle birlikte farklı usnik asit 

konsantrasyonları uygulaması sonunda elde edilen MTT testi sonuçları. 

 
  



30 
 

 

Şekil 4.11. HCC38 hücrelerine 100 nM paklitaksel ve usnik asitin çeşitli 

konsantrasyonlarının 24 saat uygulaması sonucunda hücre canlılığının 

konsantrasyona bağlı değişimi (*P<0,05; **P<0,01). 

HCC38 hücreleri üzerine 48 saat boyunca 100 nM paklitakselle birlikte uygulanan 

usnik asitin tüm konsantrasyonlarında kontrole kıyasla önemli oranda istatistiksel bir 

fark bulunmuştur. Denenen en düşük usnik asit konsantrasyonuyla birlikte 100 nM 

paklitaksel uygulaması hücre canlılığını %70’lere indirmiştir (Tablo 4.10. ve Şekil 

4.12). 

Tablo 4.10. HCC38 hücrelerine 48 saat 100 nM paklitaskelle birlikte usnik asit 

konsantrasyonları uygulaması sonunda MTT testi sonuçları. 
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Şekil 4.12. HCC38 hücrelerine 100 nM paklitaksel ve usnik asitin çeşitli 

konsantrasyonlarının 48 saat uygulaması sonucunda hücre canlılığının 

konsantrasyona bağlı değişimi (**P<0,01). 

72 saat boyunca 100 nM paklitaksel ve usnik asitin çeşitli konsantrasyonlarına maruz 

kalan HCC38 hücrelerinin hücre canlılığı 0,097 µM usnik asitle birlikte paklitaksel 

uygulanması ile %54 civarında azalmıştır ve daha sonra bu azalma yaklaşık olarak 

benzer oranda devam etmiştir (Tablo 4.11. ve Şekil 4.13.).  

Tablo 4.11. HCC38 hücrelerine 72 saat 100 nM paklitaskelle birlikte usnik asit 

konsantrasyonları uygulaması sonunda MTT testi sonuçları. 
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Şekil 4.13. HCC38 hücrelerine 100 nM paklitaksel ve usnik asitin çeşitli 

konsantrasyonlarının 72 saat uygulaması sonucunda hücre canlılığının 

konsantrasyona bağlı değişimi (**P<0,01). 

HCC38 hücreleri üzerine 100 nM paklitakselle birlikte düşük konsantrasyonlarda 

usnik asit uygulamasının hücre canlılığını düşürdüğü ve daha sonra bu düşüşün usnik 

asit konsantrasyonu artsa bile her üç zamanda da sabit kaldığı görülmektedir. Hücre 

canlılığındaki en yüksek azalma 72 saat uygulamasında meydana gelmiştir (Tablo 

4.12. ve Şekil 4. 14.). 

Tablo 4.12. HCC38 hücrelerine 100 nM paklitaskelle birlikte usnik asit 

konsantrasyonları uygulaması sonucunda zamana ve 

konsantrasyonlara bağlı hücre canlılığının değişimi. 
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Şekil 4.14. HCC38 hücrelerine 100 nM paklitaksel ve usnik asitin çeşitli 

konsantrasyonlarının uygulaması sonucunda hücre canlılığının 

konsantrasyona ve zamana bağlı değişimi (24-72 Saat *P<0,05; 

**P<0,01; 48-72 Saat **P<0,01). 

4.1.2. 4T1 Hücrelerinin MTT Analizi 

4T1 Hücrelerine Paklitaksel Uygulamasının MTT Analizi 

4T1 hücrelerine paklitaksel uygulamasından 24 saat sonra paklitakselin 

konsantrasyonuna bağlı olarak hücre canlılığında azalma görülmüştür. Bu azalma 

100 nM paklitaksel uygulamasında yaklaşık olarak %20’lerdedir. Kontrol grubuna 

göre 1000 nM paklitaksel uygulamasında ise yaklaşık olarak %37 oranında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmuştur (Tablo 4.13 ve Şekil 4.15.) 

Tablo 4.13. 4T1 hücrelerine paklitakselin 24 saat uygulamasının MTT testi 

sonuçları. 
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Şekil 4.15. 4T1 hücrelerine paklitakselin 24 saat uygulaması sonucunda hücre 

canlılığının konsantrasyona bağlı değişimi (**P<0,01). 

4T1 hücrelerine 1000 nM paklitaksel uygulamasından sonraki 48. saatte kontrol 

grubuna göre anlamlı bir fark görülmüştür ve hücre canlılığı yaklaşık olarak %28 

oranında azalmıştır (Tablo 4.14. ve Şekil 4.16.)  

Tablo 4.14. 4T1 hücrelerine paklitakselin 48 saat uygulamasının MTT testi 

sonuçları. 
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Şekil 4.16. 4T1 hücrelerine paklitakselin 48 saat uygulaması sonucunda hücre 

canlılığının konsantrasyona bağlı değişimi (*P<0,05). 

Paklitakselin 72 saatlik 100 nM uygulamasında ise 4T1 hücrelerindeki azalma 

kontrole göre istatistiksel olarak anlamlıdır ve %36 civarındadır (Tablo 4.15. ve Şekil 

4.17.) 

Tablo 4.15. 4T1 hücrelerine paklitakselin 72 saat uygulamasının MTT testi 

sonuçları. 
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Şekil 4.17. 4T1 hücrelerine paklitakselin 72 saat uygulaması sonucunda hücre 

canlılığının konsantrasyona bağlı değişimi (*P<0,05). 

Paklitakselin 4T1 hücre hattı üzerindeki etkisinin zamana bağlı olarak bakıldığında 

her üç zaman dilimi içerisinde de 10 nM konsantrasyona kadar hücre canlılığı 

üzerinde net bir etkisi görülmezken, 100 nM ve daha yüksek konsantrasyonlarda 

hücre canlılığında azalmaya neden olmuştur. Bu azalma her üç zaman dilimi 

içerisinde de benzer miktarlardadır (Tablo 4.16. ve Şekil 4.18.). 

Tablo 4.16. 4T1 hücrelerine paklitakselin uygulamasının zamana bağlı MTT testi 

sonuçları. 
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Şekil 4.18. 4T1 hücrelerine paklitakselin uygulaması sonucunda hücre canlılığının 

konsantrasyona ve zamana bağlı değişimi. 

4T1 hücreleri üzerine paklitakselin tek başına uygulanması ile kontrol grubuna göre 

100 ve 1000 nM konsatrasyonlarında hücre canlılığında istatistiksel olarak anlamlı 

bir azalma meydana gelmiştir. Her üç saatte de hücre canlılığı %65 seviyelerine 

inmektedir. Konsantrasyona bağlı olarak paklitakselin artan konsantrasyonlarında 

anlamlı bir azalma görülürken zamana bağlı olarak paklitakselin farklı 

konsantrasyonları arasında bir fark bulunamamıştır (P>0,05).  

4T1 Hücrelerine Usnik Asit Uygulamasının MTT Analizi 

4T1 hücrelerine usnik asitin artan konsantrasyonlarda uygulamasında hücre 

canlılığı %75’lere kadar azalsa da kontrol grubuna göre istatistiksel olarak bir fark 

görülmemiştir (P>0,05) (Tablo 4.17 ve Şekil 4.19.).  

Tablo 4.17. 4T1 hücrelerine usnik asitin 24 saat uygulamasının MTT testi sonuçları. 
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Şekil 4.19. 4T1 hücrelerine usnik asitin 24 saat uygulaması sonucunda hücre 

canlılığının konsantrasyona bağlı değişimi. 

Usnik asitin 48 saat 25 µM uygulamasında hücre canlılığı yaklaşık olarak %37 

azalsa da kontrole göre istatistiksel bir fark görülmemiştir (P>0,05) (Tablo 4.18. ve 

Şekil.4.20.) 

Tablo 4.18. 4T1 hücrelerine usnik asitin 48 saat uygulamasının MTT testi sonuçları. 
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Şekil 4.20. 4T1 hücrelerine usnik asitin 48 saat uygulaması sonucunda hücre 

canlılığının konsantrasyona bağlı değişimi. 

4T1 hücreleri üzerine usnik asitin 72 saatlik uygulamasında artan konsantrasyona 

bağlı olarak bir azalma görülse de bu azalma kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlı değildir (P>0,05) (Tablo 4.19. ve Şekil 4.21.). 

Tablo 4.19. 4T1 hücrelerine usnik asitin 72 saat uygulamasının MTT testi sonuçları. 
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Şekil 4.21. 4T1 hücrelerine usnik asitin 72 saat uygulaması sonucunda hücre 

canlılığının konsantrasyona bağlı değişimi. 

Usnik asitin 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalarında konsantrasyona bağlı olarak bir 

azalma görülmüştür fakat bu azalma kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel 

açıdan farklı değildir (P>0,05) (Tablo 4.20. ve Şekil 4.22.). 

Tablo 4.20. 4T1 hücrelerine usnik asitin uygulamasının zamana bağlı MTT testi 

sonuçları. 

 

 

 

Şekil 4.22. 4T1 hücrelerine usnik asit uygulaması sonucunda hücre canlılığının 

konsantrasyona ve zamana bağlı değişimi.  
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Usnik asitin 4T1 hücreleri üzerine uygulanması farklı konsantrasyonlarda ve farklı 

zaman dilimleriyle uygulanması sonucunda hücre canlılığında azalma meydana 

gelmiştir. Bu azalmalar 24, 48 ve 72 saat uygulamalarında 25 µM için sırasıyla %21, 

%34 ve %27 seviyelerindeyken istatistiksel olarak anlamlı değildir (P>0,05).  

4T1 Hücrelerine Paklitaksel ve Usnik Asit Kombinasyon Uygulamasının 

MTT Analizi 

Paklitakselin 100 nM konsantrasyonu ile usnik asitin farklı konsantrasyonları 

24 saat boyunca 4T1 hücrelerine birlikte uygulandığı zaman usnik asitin artan 

konsantrasyonuna bağlı olarak hücre canlılığında önemli bir azalma meydana 

gelmiştir. 100 nM paklitakselle birlikte usnik asitin 6,25 µM konsantrasyonu ve 

üzerindeki uygulamaları istatistiksel olarak kontrol grubuna göre anlamlıdır. 12,5 

µM usnik asit ve 100 nM paklitaksel birlikte uygulandığında hücre canlılığı %36 

civarında azalmıştır (Tablo 4.21. ve Şekil.4.23.). 

Tablo 4.21. 4T1 hücrelerine 24 saat 100 nM paklitaskelle birlikte usnik asit 

konsantrasyonları uygulaması sonunda MTT testi sonuçları. 
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Şekil 4.23. 4T1 hücrelerine 100 nM paklitaksel ve usnik asitin çeşitli 

konsantrasyonlarının 24 saat uygulaması sonucunda hücre canlılığının 

konsantrasyona bağlı değişimi (*P<0,05; **P<0,01). 

100 nM paklitaksel ile usnik asitin 12,5 µM ve üzeri konsantrasyonları 48 saat 

boyunca uygulandığında kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir azalma 

görülmüştür. 25 µM usnik asit ve 100 nM paklitaksel uygulamasında 4T1 

hücrelerinin hücre canlılığı %53’lere kadar azalmıştır (Tablo 4.22. ve Şekil.4.24.). 

Tablo 4.22. 4T1 hücrelerine 48 saat 100 nM paklitaskelle birlikte usnik asit 

konsantrasyonları uygulaması sonunda MTT testi sonuçları. 
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Şekil 4.24. 4T1 hücrelerine 100 nM paklitaksel ve usnik asitin çeşitli 

konsantrasyonlarının 48 saat uygulaması sonucunda hücre canlılığının 

konsantrasyona bağlı değişimi (**P<0,01). 

4T1 hücrelerine 72 saat boyunca 100 nM paklitaksel ve usnik asitin denenen tüm 

konsantrasyonları uygulandığında kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

bir fark görülmüştür. 25 µM usnik asit ve 100 nM paklitaksel uygulamasında hücre 

canlılığı %50’nin altındadır (Tablo 4.23. ve Şekil 4.25.). 

Tablo 4.23. 4T1 hücrelerine 72 saat 100 nM paklitaskelle birlikte usnik asit 

konsantrasyonları uygulaması sonunda MTT testi sonuçları. 
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Şekil 4.25. 4T1 hücrelerine 100 nM paklitaksel ve usnik asitin çeşitli 

konsantrasyonlarının 72 saat uygulaması sonucunda hücre canlılığının 

konsantrasyona bağlı değişimi (**P<0,01). 

100 nM paklitaksel ve usnik asitin çeşitli konsantrasyonlarının zamana bağlı olarak 

hücre canlılığı üzerine etkisine baktığımızda usnik asit konsantrasyonuna bağlı 

olarak canlılığın azaldığı görülmektedir. 72 saatte 100 nM paklitakselle birlikte usnik 

asitin düşük konsantrasyonlarının uygulanmasıyla canlılığın diğer saatlere oranla 

daha çok azaldığı ve konsantrasyon arttıkça bu azalmanın diğer saatlerle benzer 

oranda ilerlediği görülmektedir (Tablo.4.24. ve Şekil.4.26.). 

Tablo 4.24. 4T1 hücrelerine 100 nM paklitaskelle birlikte usnik asit 

konsantrasyonları uygulaması sonucunda zamana ve 

konsantrasyonlara bağlı hücre canlılığının değişimi. 
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Şekil 4.26. 4T1 hücrelerine 100 nM paklitaksel ve usnik asitin çeşitli 

konsantrasyonlarının uygulaması sonucunda hücre canlılığının 

konsantrasyona ve zamana bağlı değişimi (24-48 Saat **P<0,01; 24-

72 Saat *P<0,05; **P<0,01; 48-72 Saat *P<0,05; **P<0,01). 

Paklitakselin 100 nM konsantrasyonu ile birlikte usnik asitin artan 

konsantrasyonlarının uygulamasıyla zamana ve usnik asit konsantrasyonuna bağlı 

olarak hücre canlılığında anlamlı bir azalma meydana gelmiştir. 100 nM 

paklitaskelle birlikte usnik asitin 25 µM konsantrasyonunun birlikte uygulanması 

kontrol grubuna göre 24, 48 ve 72 saatlerde sırasıyla %39, %44 ve %48 oranında 

istatistiksel olarak anlamlı bir azalma meydana gelmiştir. Yalnız bu azalma zaman 

grupları arasında anlamlı değildir (P>0,05). 

4.2. Akım Sitometri Analizi 

Akım sitometri sonuçları değerlendirilirken P1 alanına düşen hücreler 

değerlendirildi. P4 alanı seçilerek değerlendirme yapılması tercih edilmedi. Bunun 

nedeni apaptotik ve nekrotik hücrelerin boyutlarında ve membranlarında meydana 

gelen farklılışmalardan dolayı düzgün değerlendirilme yapılamayabilirdi (Şekil 

4.27.). 
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Şekil 4.27. Hücreleri ayırmada kullanılan temsili akım sitometri nokta saçılım 

grafikleri. 

4.2.1. HCC38 Hücreleri Akım Sitometri Analizi 

PI boyaması sonucunda elde edilen verilere göre HCC38 hücrelerine 24, 48 

ve 72 saatlik paklitaksel ve usnik asitin birlikte uygulanması kontrol grubuna göre 

anlamlı bir şekilde hücre canlılığını azaltmıştır. Usnik asitin tek başına 24 ve 48 

saatlik uygulamaları kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde hücre canlılığını 

azaltırken paklitakselin tek başına uygulanması sonucunda hücre canlılığındaki 

azalma 48 ve 72 saatlerde anlamlıdır (Tablo.4.25.). PI boyaması sonucunda HCC38 

hücrelerinin temsili akım sitometri sonuçları Şekil 4.28. ile Şekil 4.31. arasında 

gösterilmiştir, P5 alanı % ölü hücreyi göstermektedir. 

Tablo 4.25. HCC38 hücrelerine formülasyon uygulaması sonrasında zamana bağlı 

hücrelerin % ölüm oranları. 

% ÖLÜM ORANI 24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT 

Kontrol 12,55 7,85 12,5 

UA 20,6 14,1 15,7 

PTX 18,2 11,7 17,25 

UA + PTX 22,6 12,8 17,05 
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Şekil 4.28. HCC38 hücreleri PI boyama sonucu kontrol grubu A) Otofloresans B) 

Ölü hücre sayısı akım sitometri sonuçları.  

 

Şekil 4.29. HCC38 hücreleri PI boyama sonucu usnik asit A) Otofloresans B) Ölü 

hücre sayısı akım sitometri sonuçları  
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Şekil 4.30. HCC38 hücreleri PI boyama sonucu paklitaksel grubu A) Otofloresans B) 

Ölü hücre sayısı akım sitometri sonuçları.  

 

Şekil 4.31. HCC38 hücreleri PI boyama sonucu 12,5 µM usnik asit ve 100 nM 

paklitaksel birlikte uygulama grubu A) Otofloresans B) Ölü hücre sayısı 

akım sitometri sonuçları.  

YO-PRO-1 kiti ile yapılan akım sitometri analizler sonucunda formülasyonların 

herbirinin uygulanması hücre canlılığını azaltmıştır. Usnik asitin ve paklitakselin 24 

saat boyunca ayrı ayrı uygulamasıyla hücre canlılığı %61'den sırasıyla %54,45 ve 

%50,1'e inmiştir. Usnik asit ve paklitaksel kombinasyonunun uygulanması 

sonucunda ise kontrol grubuna göre canlı hücre oranı neredeyse yarı seviyelerine 
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inmiştir. Usnik asit ve paklitakselin ayrı ayrı ve birlikte uygulanması nekrotik hücre 

oranında çok az bir azalma meydana getirirken apoptotik hücre oranında artış 

meydana gelmiştir (Tablo 4.26., Şekil 4.32.- Şekil 4.36.). 

Tablo 4.26. HCC38 hücreleri YO-PRO-1/PI boyama sonucu hücre oranları. 

 
 

CANLI 

 

APOPTOTİK 

 

NEKROTİK 

Kontrol 61 23,5 6,05 

UA 54,45 29,6 5,5 

PTX 50,1 38,65 5,4 

UA + PTX 35,45 40,45 2,85 

 

 

 

Şekil 4.32. HCC38 hücreleri 24 saat formülasyon uygulaması sonrasında hücre 

canlılığındaki değişimler. 
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Şekil 4.33. HCC38 hücreleri YO-PRO-1/PI boyama sonucu kontrol grubu temsili 

akım sitometri nokta saçılım grafikleri (P1 alanı çalışılan hücrelerin 

seçimini, P7 alanı canlı hücreleri, P8 alanı apoptotik hücreleri ve P9 

alanı nekrotik hücreleri göstermektedir.). 

 

 

Şekil 4.34. HCC38 hücreleri YO-PRO-1/PI boyama sonucu 12,5 µM usnik asit 

uygulaması temsili akım sitometri nokta saçılım grafikleri (P1 alanı 

çalışılan hücrelerin seçimini, P7 alanı canlı hücreleri, P8 alanı apoptotik 

hücreleri ve P9 alanı nekrotik hücreleri göstermektedir.). 
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Şekil 4.35. HCC38 hücreleri YO-PRO-1/PI boyama sonucu 100 nM paklitaksel 

uygulaması temsili akım sitometri nokta saçılım grafikleri (P1 alanı 

çalışılan hücrelerin seçimini, P7 alanı canlı hücreleri, P8 alanı apoptotik 

hücreleri ve P9 alanı nekrotik hücreleri göstermektedir.). 

 

 

Şekil 4.36. HCC38 hücreleri YO-PRO-1/PI boyama sonucu 12,5 µM usnik asit ve 

100 nM paklitaksel birlikte uygulaması temsili akım sitometri nokta 

saçılım grafikleri (P1 alanı çalışılan hücrelerin seçimini, P7 alanı canlı 

hücreleri, P8 alanı apoptotik hücreleri ve P9 alanı nekrotik hücreleri 

göstermektedir.). 

4.2.2. 4T1 Hücreleri Akım Sitometri Analizi 

4T1 hücrelerinin PI boyaması sonucunda akım sitometri analizi sonuçlarına 

baktığımızda 24, 48 ve 72 saatlerinde paklitakselin tek başına ve usnik asitle birlikte 

uygulanması hücre canlılığında kontrole göre anlamlı bir şekilde azalttığı 

görülmüştür. Zamana bağlı olarak gruplar arasında istatistiksel bir anlamlılık 
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bulunamamıştır (P>0,05) (Tablo 4.27.). Usnik asitin 72 saat tek başına 

uygulanmasının verileri laboratuvarda yaşanan bir aksaklık nedeniyle 

değerlendirilememiştir. Hücreler üzerine uygulanan formülasyonların akım sitometri 

temsili görüntüleri Şekil 4.37.- Şekil 4.40.’ te verilmiştir ve P5 alanı % ölü hücreyi 

göstermektedir. 

Tablo 4.27. 4T1 hücrelerine formülasyon uygulaması sonrasında zamana bağlı 

hücrelerin % ölüm oranları. 
 

% ÖLÜM ORANI 

 

24 SAAT 

 

48 SAAT 

 

72 SAAT 

Kontrol 11 10,15 12,95 

UA 13,25 10,85  

PTX 34,1 34,3 37,5 

UA + PTX 39,4 35,95 37,6 

 

 

Şekil 4.37. 4T1 hücreleri PI boyama sonucu kontrol grubu A) Otofloresans B) Ölü 

hücre sayısı akım sitometri sonuçları. 
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Şekil 4.38. 4T1 hücreleri PI boyama sonucu usnik asit A) Otofloresans B) Ölü hücre 

sayısı akım sitometri sonuçları.  

 

 

Şekil 4.39. 4T1 hücreleri PI boyama sonucu paklitaksel A) Otofloresans B) Ölü 

hücre sayısı akım sitometri sonuçları.  
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Şekil 4.40. 4T1 hücreleri PI boyama sonucu 25 µM usnik asit ve 100 nM paklitaksel 

birlikte uygulama grubu A) Otofloresans B) Ölü hücre sayısı akım 

sitometri sonuçları.  

4T1 hücrelerine formülasyonların 24 saatlik uygulaması YO-PRO-1/PI boyama 

sonucunda canlı hücrelerin sayısında azalma, apoptotik hücre sayısında artma 

görülmüştür. Paklitakselin tek başına ve usnik asitle birlikte uygulanması nekrotik 

hücre sayısını kontrol ve tek başına usnik asit uygulamasına göre artırmıştır (Tablo 

4.28 ve Şekil 4.41.- Şekil 4.45.).   

 

Tablo 4.28. 4T1 hücreleri YO-PRO-1/PI boyama sonucu hücre oranları. 

 
 

CANLI 

 

APOPTOTİK 

 

NEKROTİK 

Kontrol 64,95 12,65 11,9 

UA 47,45 34,6 9,95 

PTX 27,85 42,3 21,45 

UA + PTX 26,75 42,75 23,25 
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Şekil 4.41. 4T1 hücreleri 24 saat formülasyon uygulaması sonrasında hücre 

canlılığındaki değişimler. 

 

Şekil 4.42. 4T1 hücreleri YO-PRO-1/PI boyama sonucu kontrol grubu temsili akım 

sitometri nokta saçılım grafikleri (P1 alanı çalışılan hücrelerin seçimini, 

P7 alanı canlı hücreleri, P8 alanı apoptotik hücreleri ve P9 alanı nekrotik 

hücreleri göstermektedir.). 
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Şekil 4.43. 4T1 hücreleri YO-PRO-1/PI boyama sonucu 12,5 µM usnik asit 

uygulaması temsili akım sitometri nokta saçılım grafikleri (P1 alanı 

çalışılan hücrelerin seçimini, P7 alanı canlı hücreleri, P8 alanı apoptotik 

hücreleri ve P9 alanı nekrotik hücreleri göstermektedir.). 

 

 

Şekil 4.44. 4T1 hücreleri YO-PRO-1/PI boyama sonucu 100 nM paklitaksel 

uygulaması temsili akım sitometri nokta saçılım grafikleri (P1 alanı 

çalışılan hücrelerin seçimini, P7 alanı canlı hücreleri, P8 alanı apoptotik 

hücreleri ve P9 alanı nekrotik hücreleri göstermektedir.). 
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Şekil 4.45. 4T1 hücreleri YO-PRO-1/PI boyama sonucu 12,5 µM usnik asit ve 100 

nM paklitaksel birlikte uygulaması temsili akım sitometri nokta saçılım 

grafikleri (P1 alanı çalışılan hücrelerin seçimini, P7 alanı canlı hücreleri, 

P8 alanı apoptotik hücreleri ve P9 alanı nekrotik hücreleri 

göstermektedir.). 
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5. TARTIŞMA 

5.1. MTT Sonuçları 

Çeşitli tetrazolium bileşikleri hücre canlılığını belirlemede kullanılmaktadır. 

En yaygın kullanılan bileşikler; MTT, MTS, XTT ve WST-1' dır. MTT (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) aktif metabolizmaya sahip 

canlı hücrelerde formazan ürünlerine dönüşmektedir. Hücreler öldüğü zaman MTT'yi 

formazana dönüştürme özelliklerini kaybederler ve bu sayede sadece canlı hücrelerin 

belirlenebileceği bir marker olarak kullanılmaktadır (108). Bizim yaptığımız MTT 

testi sonucunda çalıştığımız hücre hatlarında hücre canlılığının anlamlı oranda 

azaldığının, paklitaksel ile usnik asit kombinasyonunun uygulandığı gruplarda tek 

başlarına uygulanmaya göre daha yüksek oranda hücre canlılığında azalma olduğu 

bulunmuştur. 

5.1.1. Paklitaksel Uygulaması Sonuçları 

İlk olarak 1993 yılında paklitakselin sitotoksik etki mekanizmalarından 

birisinin apoptozis ile ilişkili olduğu insan lenfositer lösemi hücrelerinde 

gösterilmiştir (109). Paklitakselin neden olduğu sitotoksisitenin ve apoptozisin 

arasında pozitif korelasyon olduğu in vivo bir çalışmada da gösterilmiştir (110). 

Bizim elde ettiğimiz sonuçlarda da 4T1 ve HCC38 hücreleri üzerine paklitaksel 

uygulanması hücre canlılığını kontrol gruplarına kıyasla anlamlı ölçüde azaltmıştır. 

HeLa hücrelerinde yapılan bir çalışmada 10 nM paklitaksel mikrotübül kütlesine 

etkili değil iken mitotik tutuklama ve apoptozla sonuçlanan mikrotübül dinamiklerini 

baskılamıştır. 100 nM gibi yüksek konsantrasyonlarda paklitaksel uygulanmasında 

stabil mikrotübül demetleri oluşmuş ve mikrotübül polimerlerinin kütlesi artmıştır. 

G2/M hücre siklusunda tutulma ve apoptosiz ile sonuçlanan mitoz bölünmenin 

durması meydana gelmiştir (45, 68). 

Paklitaksel'in apoptozise neden olması Bcl-2 gen ailesi tarafından regüle 

edilmektedir. Paklitaksel Bcl-xl anti-apoptotik ifadesini azaltıp, Bak ve Bax ifadesini 

arttırmaktadır (111). Chaudhri ve arkadaşları HCC38 hücrelerine uygulanan 20 μM 

taksol konsantrasyonunda mitokondriden sitozole sitokrom C geçişinde artış ve 

ayrıca BAX/BCL2 artışı meydana geldiği ve taksolun HCC38 meme kanseri 
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hücrelerinde apoptozu indüklediği bulunmuştur. (112). Elde ettiğimiz sonuçlarda 

4T1 hücrelerine paklitakselin 1000 nM konsantrasyonda uygulanması ile hücre 

canlılığındaki düşüş her üç saatte de kontrole göre anlamlıdır. HCC38 hücrelerindeki 

kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı azalma 48 ve 72 saat uygulamalarında 

paklitakselin daha düşük konsantrasyonlarında görülmektedir.  

Liebmann ve arkadaşları MCF-7, A549, HeLa, U373, HT-29, OVG-1, PC-Sh 

ve PC-Zd insan tümör hücre hattıyla çalışmışlardır ve 2 nM- 20 nM konsantrasyon 

aralığında 24 saatten 72 saate kadar uzayan sürelerde paklitaksele maruz kalmanın 

farklı hücre hatlarında sitotoksisiteyi 5 kattan 200 kata kadar arttırdığı bulunmuştur 

(113). Bizim çalışmamızda 4T1 hücrelerine zamana bağlı olarak uygulanan 

paklitaksel konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmaz 

iken HCC38 hücrelerinde ise sadece 24 saatte konsantrasyona bağlı bir azalma 

görülmezken zamana bağlı olarak konsantrasyonlar arasında anlamlı bir fark 

görülmüştür. HCC38 hücrelerine 100 nM paklitaksel uygulamasında 24 saat sonra 

hücre canlılığı yaklaşık olarak %3 azalır iken 72 saat sonrasında bu azalma %35 

civarındadır. 

Paklitakselin in vitro olarak 24 saat boyunca uygulamasında 50 nM 

konsantrasyonun üzerinde artmış sitotoksisiteye neden olmazken, 50 nM 

konsantrasyona kadarki uygulamalarında ise 24 saatten 72 saate kadar maruz 

bırakılan hücrelerde daha etkili olduğu bulunmuştur (45). Yeung ve arkadaşları 

taksolun canlı hücre üzerinde meydana getirdiği azalmayı bifazik olarak 

gerçekleştirdiğini göstermiştir. İlk fazdaki azalmanın 0,005'den 0,05 µM 

konsantrasyonlarda olduğu ikinci fazdaki azalmanın ise 5'den 50 µM'a kadarki 

konsantrasyonlarda meydana geldiğini ve bu konsatrasyonlar arasında bir platonun 

görüldüğünü bulmuşlardır. Bifazik cevabın iki farklı mekanizma tarafından 

oluştuğunu, bunlardan ilkinin düşük konsantrasyonlarda (0,005- 0,05 µM) taksolun 

mitoz boyunca iği stabilize ettiğini ve böylece mitozu bloke ettiğini belirtmişlerdir. 

Bu mitotik blok hücre proliferasyonunda inhibisyona yol açmış ve apoptozu 

uyarmıştır. Yüksek konsantrasyonlarda ise (5-50 µM) taksol mikrotübül 

polimerizasyonunu artırmış ve mikrotübül oluşumunu uyarmış, S fazına girişi 

bloklamıştır. S fazına girişin bloklanması ile hücre proliferasyonunda azalma 

meydana gelmiş ve nekrozis uyarılmıştır (114). HCC38 hücrelerinden elde ettiğimiz 
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sonuçlara göre özellikle 72 saatlik paklitakselin 10 nM ve altındaki düşük 

konsantrasyonlarında hücre canlılığında yüksek oranda bir azalma olduğu daha 

yüksek konsantrasyonlarında ise bu azalmanın sabit kaldığı görülmüştür. 

McCloskey ve arkadaşları (115) MDA-MB-468 insan meme kanseri 

hücrelerine 10 nM ve üzeri konsantrasyonlarda paklitakseli 3 ve 24 saat süreyle 

uyguladıklarında büyümenin inhibe olduğunu ve apoptozla ilişkili morfolojik 

değişikliklerin meydana geldiğini bulmuşlardır. 120 saat paklitaksel uygulaması ile 

24 saat paklitaksel uygulama sonuçlarının benzer olduğunu ve en uygun sürenin 3 

veya 24 saat olduğunu belirtmişlerdir. Bizim çalışmamızda ise 4T1 hücreleri üzerine 

uygulanan paklitaksel her üç zaman diliminde de benzer etkiyi göstermiştir. HCC38 

hücrelerinde ise hücre canlılığındaki azalmanın en fazla 48 ve 72 saatlerde olduğu 

bulunmuştur. 

5.1.2. Usnik Asit Uygulaması Sonuçları 

Brisdelli ve arkadaşları (13) altı liken sekonder metabolitini (difraktaik asit, 

lobarik asit, usnik asit, visanisin, varilarik asit ve protolikhesterinik asit) MCF-7 

(meme adenokarsinoma), HeLa (serviks adenokarsinoma) ve HCT-116 (kolon 

karsinoma) insan kanser hücre hatları üzerinde çalışmışlardır. Metabolitler hücrelere 

farklı konsantrasyonlarda (2,5-100 mM) 48 saat boyunca uygulanmıştır. Liken 

metabolitleri konsantrasyona bağlı olarak çeşitli sitotoksik etki göstermiştir ve usnik 

asitin en kuvvetli sitotoksik ajan olduğu bulunmuştur. Yaptığımız çalışmada usnik 

asitin HCC38 hücreleri üzerine 48 ve 72 saatleri boyunca uygulanması sonucunda 

hücre canlılığınının kontrol grubuna kıyasla anlamlı ölçüde azaldığı görülmüştür.  

Baliga ve arkadaşlarının (116) 4T1 hücreleri ile yaptıkları çalışmada yeşil çay 

polifenollerinin in vivo ve in vitro etkileri araştırılmıştır. Yeşil çay fenollerinin hücre 

proliferasyonunu inhibe ettiği bulunmuştur. Abu ve arkadaşları (2) flavokawain B 

(FKB)’ nin 4T1 meme kanserli farelerdeki antitümör ve antimetastatik etkisini 

incelemişlerdir. FKB' nin in vivo olarak tümör büyümesini inhibe ettiğini 

bulmuşlardır. Bizim yaptığımız çalışmada ise usnik asitin 4T1 hücre canlılığını 

azaltıcı etkisi tespit edilmiş ancak bu azalma kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıştır. 
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Usnik asit ayrıca fare lösemi L1210 hücrelerinde doza ve zamana bağlı olarak 

apoptozisi indüklemiştir (117). Çalışmamızda kullandığımız HCC38 hücreleri 

üzerine usnik asitin hücre canlılığını azaltıcı etkisi ise 48 ve 72 saat boyunca 

uygulamasında 12,5 ve 25 µM konsantrasyonları her iki zamana ve her iki 

konsantrasyona bağlı istatistiksel olarak anlamlılık göstermektedir. 

Yapılan diğer çalışmalarda ise usnik asitin ve atranorinin sitotoksik etkisi 

A2780 (over karsinoma), MCF-7 (meme adenokarsinoma), HT-29 (kolon 

adenokarsinoma), HL-60 (promiyelositik lösemi), Jurkat (T-cell lenfosit lösemi), 

HeLa (serviks adenokarsinoma), SK-BR-3 (meme adenokarsinoma) HCT-116 p53 

+/+ (kolon karsinoma) ve HCT-116 p53 -/- (yabanıl tip p53 kolon karsinoma veya 

p53-null) in vitro kanser modellerine karşı gösterilmiştir. Usnik asitin 50 μM 

konsantrasyonu çalışılan çoğu hücre için en etkili doz olarak gösterilmiştir (61). 4T1 

hücreleriyle yaptığımız çalışmada usnik asitin 25 µM konsantrasyonu hücre 

canlılığını her üç zaman dilminde de %60'lara indirse de bu azalma istatistiksel 

olarak anlamlı değildir. HCC38 hücrelerinde ise 12,5 µM usnik asit uygulaması 

hücre canlılığını kontrol grubuna göre 48 ve 72 saatlerinde sırası ile %83 ve %62 

seviyelerine indirmiştir ve istatistiksel olarak anlamlıdır. 

5.1.3. Usnik Asit ve Paklitaksel Kombinasyon Sonuçları 

İnsan serum albuminini kullanarak terapötik etki ve sistemik toksisitelerinin 

azaltılması için pirarubisin ve paklitaksel nanopartikül sistemini (Co-AN) 

kullanmışlardır (118).  4T1 hücreleri kullanılarak meme kanseri oluşturulan BALB/c 

farelerin tümörlerinde Co-AN uygulaması sonrasında yüksek ilaç birikimi meydana 

gelmiş ve normal dokulara dağılımı azalmıştır. in vitro 4T1 hücreleri üzerine 

sitotoksik etkisine ve in vivo 4T1 antitümör etkisine baktıklarında Co-AN'in 

antitümör etkisi tekli ilaç uygulamasından ya da serbest kombinasyonundan daha 

etkili olduğu bulunmuştur. Tekli ilaç uygulamasıyla karşılaştırıldığında Co-AN 

uygulaması apoptoziste artışa ve hücre döngüsünün G2/M evresinde kalmasında 

artışa neden olduğu bulunmuştur (118). Chen ve arkadaşları (119) fare CCL21 genini 

kodlayan rekombinant adenovirüsle (Ad-mCCL21) kombine düşük doz paklitaksel 

(Paklitaksel, 40 μg/fare, 100 μL) verdiklerinde 4T1 meme kanserli farelerde tümör 

büyümesinin ilaçların tek başına verilmelerine göre daha etkili bir şekilde azalttığını 
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ve önemli ölçüde hayatta kalım sürelerini uzattığını bulmuştur. Bizim yaptığımız 

çalışma sonucunda 4T1 hücreleri üzerine 100 nM paklitakselle birlikte 25 µM usnik 

asit uygulanması sonucunda her üç saat diliminde de (24-48-72 saat) hücre 

canlılığının yaklaşık %50'ler seviyesine indiği bulunmuştur. Paklitakselin ve usnik 

asitin ayrı ayrı uygulanmasına kıyasla hücre canlılığındaki azalmanın daha fazla 

olduğu görülmüştür. 

Quispe-Soto ve Calaf (120), MDA-MB-231 ve MCF-7 hücreleri üzerine 15 

ve 30 μM konsantrasyonlarda curcumin, 10'dan 240 nM'a kadar artan 

konsantrasyonlarda paklitaksel ve iki ilacın kombinasyonunu uygulamışlardır.  

MCF-7 hücrelerinde 15 μM curcumin ve 120 nM paklitaksel uygulamasında kontrol 

grubuna göre ikilenme zamanının önemli ölçüde uzamış olduğu bulunmuştur. MDA-

MB-231 hücrelerinde ise 15 μM curcumin ile paklitakselin 10, 20 ve 240 nM 

konsantrasyonlarının uygulanmasında ve 30 μM curcumin ile paklitakselin 10 nM 

konsantrasyonunun uygulanması kontrol grubuna ve tek başına 15 μM curcumin 

uygulamasına kıyasla ikilenme zamanını önemli ölçüde uzattığı bulunmuştur. 

Curcumin ve paklitakselin hücre hatlarına birlikte uygulanmasının ilaçların tek 

başlarına uygulanmasına kıyasla büyümeyi engelleyici etkisinin daha etkili olduğu 

ve paklitakselin apoptotik etkisini curcuminin güçlendirdiği bulunmuştur. HCC38 

hücrelerine paklitaksel ve usnik asitin birlikte uygulanması hücre canlılığını tek 

başlarına olan etkileriyle kıyaslandığında daha yüksek oranda azalttığı görülmüştür. 

12,5 µM usnik asit ve 100 nM paklitakselin ayrı ayrı uygulanmasından sonraki hücre 

canlılığı %62 seviyesinde iken birlikte uygulanmasıyla bu oran %41'lere inmektedir.  

5.2. Akım Sitometri Sonuçları 

Gawlitta ve ark. (107) YO-PRO-1 ile propidium iodide ikili boyamasının 

C2C12 kültüründe apoptoz ve nekrozu belirlemede uygulanabilirliğini göstermiştir. 

Apoptoz ve nekrozun canlı hücre kültürlerinde hasar oluşturmadan ölçülebileceğini 

ve ayırt edilebileceğini göstermişlerdir. Liao ve arkadaşları (121) U937 hücrelerinde 

paklitaksel tarafından başlatılan apoptoz ve nekrozu incelemişlerdir. Paklitaksel 

uygulamasından sonra yaptıkları Anneksin ve PI analizi ile hücrelerin G1 ve S 

fazında ölümlerin çoğunun apoptoz ile meydana geldiğini buna karşılık G2/M 

fazındaki hücrelerde ölümün hem apoptoz hem de nekroz ile oluştuğunu 
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bulmuşlardır. Sitokrom c salımı ve mitokondri membran potansiyelinde azalma gibi 

apoptozun tipik olayları G2/M fazı yerine öncelikle S fazında olmaktadır. Yaptıkları 

çalışma göstermiştir ki paklitaksel G1 ve S fazındaki hücrelerde apoptozu uyarırken 

G2/M fazındaki hücrelerde ise hem apoptozu hem de nekrozu uyarmaktadır. 20 nM 

konsantrasyonda 12 saat paklitaksele maruz kalan S ve G2/M hücrelerinde DNA 

fagmentasyonunu uyarırken hücre döngüsünde tüm evrelerindeki hücrelerde 24 saat 

paklitaksel uygulaması ile şiddetli apoptozis görülmüştür. 24 saat uygulamasından 

sonra G1, S ve G2/M hücrelerindeki apoptozis oranı sırasıyla %65, %85 ve %81 

olarak bulunmuştur. 4T1 hücreleriyle yaptığımız analizler sonucunda 100 nM 

paklitaksel ve 25 µM usnik asitin 24 saat uygulanmasıyla apoptotik hücre oranları 

sırasıyla %42,3 ve %34,6 olarak bulunmuştur. Aynı sürede HCC38 hücrelerinde ise 

100 nM paklitaksel uygulmasından sonra apoptotik hücre oranı %38,65 iken 12,5 

µM usnik asit uygulaması sonrasında oran %29,6  olarak bulunmuştur. 

Yuan ve arkadaşları (122), A549 hücreleriyle yaptıkları çalışmada 

paklitakselin 13 ve 40 nM konsantrasyonlarını tek başlarına ve 10 µM 

Andrographolide (Andro) ile birlikte uygulamış ve sinerjistik antikanser etkisini 

araştırmışlarıdır. Andro ile kombine edilmiş paklitakselin apoptozisi tek başına 

uygulamasına göre önemli derecelerde arttırdığı bulunmuştur. Paklitaksel 

uygulaması A549 hücrelerini G2/M fazında doza bağlı olarak tutmaktadır ve Andro 

ile uygulanmasıyla ise yine aynı seviyelerde hücre döngüsü tutulması olduğunu 

göstermişlerdir. Paklitaksel A549 hücrelerindeki apoptozu Andro ile birlikte 

sinerjistik olarak uyarmaktadır. Akım sitometri analizinden elde ettiğimiz sonuçlara 

göre 4T1 hücreleri üzerine paklitakselin ve usnik asitin ayrı ayrı uygulanması ile 

birlikte uygulanması arasında bir fark görülmemiştir. Bu sonuçlar doğrultusunda 

klinikte usnik asit ile paklitaksel kombinasyonunun kullanılmasının tedavi sürecine 

bir katkısı olmayacağı söylenebilir fakat MTT sonuçlarına baktığımızda 

formülasyonların ayrı ayrı uygulanmasına kıyasla birlikte uygulanmasının hücre 

canlılığını daha da azalttığı bulunmuştur. MTT sonuçlarından elde edilen azalma 

hücrede mitokondriyal aktivitenin azalması sonucunda meydana gelmiş olabilir. 

Çünkü MTT testi sitotoksisite, proliferasyon ve mitokondriyal aktivite ölçmektedir 

ve MTT testinin sonucu hücre sayısı ile her hücredeki mitokondriyal aktiviteye bağlı 

olarak değişmektedir (123, 124). Bunula ilişkili olarak uygulanan formülasyonlar 
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4T1 hücrelerinin metabolizmalarını yavaşlatmış olabilir ve MTT'de bu hücrelerin 

formazan kristalleri oluşturma kapasiteleri azalıp bunların da sanki ölü hücreler gibi 

algılanmasına ve hücre canlılığında daha çok azalma meydana gelmiş gibi 

görülürken akım sitometri analizinde metabolizmaları yavaşlamış olan bu hücreler 

halen canlı oldukları için bir fark bulunamamış olabilir. HCC38 hücrelerinde ise 100 

nM paklitakselle birlikte usnik asitin 12,5 µM konsantrasyonun uygulanması 

sinerjistik etki gösterip ayrı ayrı uygulanmalarına kıyasla apoptozu artırdığı 

görülmüştür.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bu çalışmada, 

1. HCC38 hücreleri üzerine paklitakselin 24 saat boyunca uygulanması sonucunda 

hücre canlılığında çalışılan tüm konsantrasyonlarında kontrol grubuna kıyasla 

anlamlı bir fark bulunmamıştır (P>0,05). 

2. HCC38 hücreleri üzerine 100 nM paklitakselin 48 ve 72 saat uygulanması ile 

hücre canlılığı sırasıyla %78 ve %62 seviyelerine inmiştir ve kontrol grubuna kıyasla 

anlamlıdır. 

3. HCC38 hücreleri üzerine usnik asitin artan konsantrasyonlarının 24 saat boyunca 

uygulanması ile hücre canlılığı açısından kontrol grubu ile arasında anlamlı bir fark 

meydana gelmemiştir (P>0,05). 

4. HCC38 hücreleri üzerine usnik asitin 12,5 ve 25 µM konsantrasyonlarının 48 saat 

uygulaması sonucunda sırasıyla hücre canlılığı %83 ve %65 seviyelerine inmiştir. 

Aynı konsantrasyonların 72 saat boyunca uygulanması ile hücre canlılığı sırasıyla 

%62 ve %54 seviyelerindedir. 

5. HCC38 hücreleri üzerine 12,5 µM usnik ast ile birlikte 100 nM paklitakselin 

birlikte uygulanması ile 24 saatte hücre canlılığı %50'ye, 48 saatte %55'e ve 72 saatte 

%41 seviyelerine inmiştir.   

6. MTT testi sonuçlarına göre usnik asit ve paklitakselin ayrı ayrı uygulanmasına 

kıyasla birlikte uygulanması HCC38 hücrelerinde hücre canlılığını daha çok 

azaltmıştır. 

7. HCC38 hücreleri üzerine usnik asit ve paklitakselin birlikte 24, 48 ve 72 saat 

uygulamaları sonucunda ölü hücre oranı kontrol grubuna kıyasla her üç saatte de 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artmıştır fakat bu artış tek başına paklitaksel 

uygulanmasındaki kadardır. 

8. HCC38 hücrelerine paklitakselin 10 nM'a kadarki konsantrasyonlarında özellikle 

72 saatte hücre canlılığında yüksek bir azalma, 10 nM'ın üzerindeki 
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konsantrasyonlarda ise hücre canlılığında bir plato görülmüştür. 

9. 4T1 hücreleri üzerine paklitakselin 100 nM konsantrasyonda 24 saat 

uygulanmasında hücre canlılığı kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde %77'lere, 48 saat uygulamasında %80'lere ve 72 saat uygulamasında 

%63'lere inmiştir. 

10. 4T1 hücreleri üzerine 25 µM konsantrasyonda usnik asitin 24 saat boyunca 

uygulanması hücre canlılığını %75'e indirmiştir. 48 ve 72 saat sürelerinde ise hücre 

canlılığı %63'lere inmiştir fakat her üç saatteki bu azalmalar istatistiksel olarak 

anlamlı değildir (P>0,05). 

11. 4T1 hücreleri üzerine 25 µM usnik asit ile birlikte 100 nM paklitakselin 

uygulanmasının 24 saat sonrasında hücre canlılığı %57'ye, 48 saat sonrasında %53'e 

ve 72 saat sonrasında ise %46'ya inmiştir ve her üç saatte de bu azalma kontrol 

grubuna göre anlamlıdır. 

12. 4T1 hücrelerinin flow sitometri analizi sonucunda 24, 48 ve 72 saat boyunca 

paklitakselin tek başına ve 25 µM usnik asit ile birlikte uygulanması sonucunda ölü 

hücre oranında kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı bir artma meydana gelmiştir 

fakat bu artış paklitakselin tek başına ve usnik asit ile birlikte etkisi arasında anlamlı 

değildir (P>0,05). 

13. 4T1 hücreleri üzerine formülasyonların uygulanması sonucunda canlı hücre oranı 

azalırken apoptotik hücre oranında artış meydana gelmiştir. Paklitakselin tek başına 

ve usnik asitle birlikte 24 saat boyunca uygulanması sonucunda nekrotik hücre 

oranında da artış meydana gelmiştir. 

Bu verilere dayanarak önerilerimiz; 

14. HCC38 insan meme kanserinin tedavisinde paklitakselle birlikte klinikte 

kullanılması için daha ileri moleküler boyutta ve hayvan deneylerini de içeren 

çalışmaları yapılmalıdır. 

15. İnsan meme kanserinin dördüncü evresine çok benzeyen 4T1 hücreleriyle 

yapacağımız in vivo çalışmalar için ön bilgi sağlanmıştır ve buradan elde edilen 
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sonuçlar doğrultusunda tedavi yaklaşımları uygulanabilir. 

16. 4T1 hücrelerindeki metabolizma yavaşlamasının tam olarak aydınlatılabilmesi 

için moleküler seviyede ileri çalışmalar yapılabilir. 
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