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ÖZET 

Bakır, E., Flurbiprofenin Sitotoksik, Genotoksik Ve Apoptotik Etkilerinin 

Değerlendirilmesi, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Farmasötik 

Toksikoloji Programı Doktora Tezi, Ankara, 2018. Flurbiprofen, propiyonik asit 

türevi bir non steroidal antiinflamatuvar (NSAİ) ilaçtır. NSAİ ilaçların antikanser 

etkileri ile ilgili birçok çalışma mevcut olmasının yanı sıra flurbiprofen ile yapılmış 

çalışma sayısı azdır ve flurbiprofenin antikanser etki mekanizması tam olarak 

bilinmemektedir. Bu amaçla flurbiprofenin sitotoksik, genotoksik ve apoptotik 

etkileri insan serviks kanser (HeLa) ve insan karaciğer kanser (HepG2) hücre 

hatlarında araştırılmıştır. Sitotoksisite ölçümü geniş doz aralığında çalışılmış ve 24, 

48, 72 saatlik maruziyet süreleri değerlendirilmiştir. Sonuçta sitotoksisitenin her iki 

hücre hattında da doza ve zamana bağımlı olarak arttığı gözlenmiştir. Genotoksisite 

çalışması 48 saatlik maruziyet süresi ve belirlenmiş dozlar ile yapılmıştır. DNA kuyruk 

uzunluğu, kuyruk yoğunluğu ve kuyruk momenti değerlendirmelerinde hücrelerde 

DNA hasarında doza bağımlı bir artış gözlenmiştir. Erken apoptoz, gerçek zamanlı 

polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) kullanılarak gen düzeyinde değerlendirilmiştir. 

48 saatlik maruziyet sonucunda; apoptotik genler olan p53, Bax, kaspaz-3 ve kaspaz-

9 gen düzeylerinde artma ve antiapoptotik genler olan BcL-2 ve survivin gen 

düzeylerinde azalma gözlenmiştir. Geç apoptoz ve hücre döngüsü analizleri ise akım 

sitometri kullanılarak değerlendirilmiştir. Her iki hücrede de geç apoptoz bulgusuna 

rastlanmamış ve hücre döngüsünde belirgin bir yığılma gözlenmemiştir. Hücrelerin 

genel olarak prolifere hücre özelliği gösterdiği belirlenmiştir. Sonuç olarak belirlenen 

dozlarda ve belirlenen maruziyet süresi sonunda flurbiprofenin her iki hücre 

hattında da apoptotik etki gösterdiği, fakat apoptoz sürecinin henüz 

tamamlanmadığı gözlenmiştir. Çalışmadan elde edilen bulgular, flurbiprofenin gen 

düzeyinde etkili olduğunu ve hücre içi yolak ile apoptozu indüklediğini 

göstermektedir. 

 

Anahtar kelimeler: Flurbiprofen, apoptoz, antikanser, sitotoksisite, genotoksisite 

Erciyes Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar Birimi (TDK-2017-

7376) 
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ABSTRACT 

B Bakir, E., Evaluation of Cytotoxic, Genotoxic and Apoptotic Effect of 

Flurbiprofen, Hacettepe Unversity Graduate School Health Sciences Pharmacy 

Department of Pharmaceutical Toxicology Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 

2018. Flurbiprofen is a propionic acid-derived non steroid anti-inflammatory drug. 

Although there are many studies of the anticancer effects of NSAI drugs, there are 

few studies of flurbiprofen and the anticancer activity of flurbiprofen is not fully 

understood. In this study, cytotoxic, genotoxic and apoptotic effects of flurbiprofen 

were evaluated in human cervical cancer (HeLa) and human liver cancer (HepG2) 

cell lines. Cytotoxicity was measured at a wide dose range and exposure times with 

24, 48 and 72 hours were evaluated. As a result, it was observed that cytotoxicity 

increased both dose and time dependent in both cell lines. Genotoxicity study was 

performed with 48 hours exposure time and determined doses. DNA tail length, tail 

density and tail moment evaluations revealed a dose-dependent increase in DNA 

damage in cells. Early apoptosis was evaluated at the gene level using real-time 

polymerase chain reaction (RT-PCR). After 48 hours exposure; increased levels of 

apoptotic genes p53, Bax, caspase-3 and caspase-9, and decreased levels of BcL-2 

and survivin genes, which are antiapoptotic genes. Late apoptosis and cell cycle 

analyzes were evaluated using flow cytometry. No evidence of late apoptosis was 

observed in both cells and no significant arrest was observed in the cell cycle. It has 

been determined that the cells generally exhibit proliferating cell characteristics. As 

a result, it was observed that flurbiprofen had an apoptotic effect at both the 

determined doses and at the end of the determined exposure period, but the 

apoptosis process was not completed yet. Findings from the study indicate that 

flurbiprofen is effective at gene level and induces apoptosis with intracellular 

pathway. 

Key words: Flurbiprofen, apoptosis, anticancer, cytotoxicity, genotoxicity             

Erciyes University Scientific Research Unit (TDK-2017-7376) 
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1. GİRİŞ 

Non steroidal antiinflamatuvar (NSAİ) ilaçlar, dünyada en sık kullanılan ilaç 

sınıflarından biridir ve tüm reçete edilen ilaçların yaklaşık %5’ini oluştururlar (1). 

Hafif ve orta dereceli ağrıların, özellikle de inflamasyon kaynaklı ağrıların 

tedavisinde, romatoid artrit gibi dejeneratif hastalıkların tedavisinde ve 

kardiyovasküler hastalıkların profilaksisinde sıklıkla kullanılan ilaçlardır (2, 3). Ancak, 

gastrointestinal ve renal toksisiteleri, bu ilaçların kullanımını kısıtlayan yan etkilerini 

oluşturmaktadır (4). Ağrıyı, inflamasyonu ve ateşi tedavi edici özellikleri, 

siklooksijenaz (COX) enzimini inhibe etmelerinden kaynaklanır (1). 

Flurbiprofen; propiyonik asit türevi bir NSAİ ilaçtır. Ağrı kesici, ateş düşürücü ve 

antiinflamatuvar etkilidir. Romatoid artrit, osteoartrit ve ankilozan spondilit gibi 

hastalıklarda inflamasyon ve ağrı tedavisi için sıklıkla kullanılmaktadır. Ayrıca 

dismenore, bursit, tendonit ve yumuşak doku zedelenmesi gibi hafif ve orta 

şiddetteki ağrıların tedavisinde de oral yolla yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Flurbiprofen, selektif olmayan COX inhibitörü ilaçlardan biridir. Hem siklooksijenaz-1 

(COX-1)’i hem de siklooksijenaz-2 (COX-2)’yi inhibe eder. En güçlü selektif olmayan 

COX inhibitörlerinden biri olduğu düşünülmektedir (5). 

Apoptoz, doku homeostazının kontrolü için oldukça önemlidir ve apoptoza 

dirençte, onkogenez de hayati bir basamaktır. Apoptozun düzenlenmesinde birçok 

yolak bulunmaktadır. Birçok kemoterapötik tarafından oluşturulabilen 

deoksiribonükleikasit (DNA) hasarı gibi hücresel stres cevabında intrinsik apoptoz 

yolağı aktif olur. Genelde tümör protein 53 (p53) aktivasyonu sonucunda 

mitokondriyal membran geçirgenliğinin artmasıyla sitokrom c gibi mitokondriyal 

faktörler salınır ve hücre içinde artar, bu da başlatıcı kaspaz-9’un aktivasyonunu 

tetikler. Diğer taraftan; immün cevapta sitotoksik T lenfositleri (CTL) ve doğal 

öldürücü (NK) hücreler tarafından indüklenen ölüm ligandı aracılıklı ekstrinsik yolak 

da apoptoziste oldukça önemlidir. Tümör nekroz faktör-α (TNF-α), Fas ligandı 

(CD95L/FasL) veya tümör nekroz faktör ile ilişkili apoptoz indükleyici ligand (TRAIL) 

gibi ölüm ligantlarının kendi reseptörlerine (TNFRI, CD95, TRAIL-R1/DR4 ve TRAIL-

R2/DR5) bağlanması üzerine hücre içi protein kompleksleri oluşur. Burada kaspaz-8 
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ve kaspaz-10 aktive olur. Bu başlatıcı kaspazlar sinyal kaskadını başlatırlar ve kaspaz-

3, 6 ve 7’yi yani efektör kaspazları aktive ederler. Antiapoptotik faktörlerin fazla 

eksprese edilmesi ve tümör hücrelerinin apoptotik eksikliği nükleer faktör kappa-B 

(NF-ĸB), mitojenle aktive protein kinazlar (MAPKs) ve fosfatidilinositol 3-

kinaz/protein kinaz B (PI3/Akt) gibi başka yolakların aktivasyonuyla sonuçlanabilir (6, 

7). 

NSAİ ilaçların kansere karşı koruyucu etkileri ve antikanser etkileri son 

zamanlarda dikkat çeken bir konu olmuştur. İn vitro, in vivo ve özellikle aspirin ile 

yapılmış epidemiyolojik çalışmalar, NSAİ ilaçların kolon-rektum, meme, prostat, 

pankreas, baş boyun, yumurtalık, akciğer gibi birçok kansere karşı koruyucu ve 

tedavi edici etkilerinin olduğunu göstermektedir (8). Prostaglandin (PG) üretiminin 

inhibe edilmesinin karsinojenezin durdurulmasında veya yavaşlatılmasında rolü 

olabileceği bildirilmiştir. Çünkü birçok kanser hücre hattında PG’lerin normal hücre 

hattındakinden daha fazla olduğu gösterilmiştir. PG’lerin aynı zamanda apoptozda 

rolü vardır, araştırmacılar kolon kanser hücre hattında prostaglandin E2’nin  (PGE2) 

apoptozu inhibe ettiğini ve bir antiapoptotik gen olan B hücre lenfoma-2 (BcL-2) 

ekspresyonunu artırdığını göstermişlerdir (9). Son yıllarda yapılan çalışmalar ile bu 

ilaçların apoptozu indükleyerek ve hücre döngüsünü bloke ederek antikanser etki 

gösterdikleri bildirilmiştir (10). 

NSAİ ilaçların indüklediği apoptoz, bu ilaçların yol açtığı gastrik lezyonların ve 

antitümör aktivitelerinin anlaşılmasında önemlidir (1). Apoptozu indüklemelerinin 

dışında, platelet agregasyonunu inhibe etmeleri, anjiyogenezi ve hücre çoğalmasını 

baskılamaları da antitümör etkilerini arttıran faktörlerdendir (11, 12). COX-1 

inhibisyonu yapan NSAİ ilaçların (aspirin gibi) gastrointestinal yan etkileri vardır. 

Selektif COX-2 inhibisyonu yapan NSAİ ilaçlarda ise bu yan etkiler maskelenmiştir ve 

COX-2 artışıyla spesifik bazı kanserlerde antikanser olarak kullanımlarının olabileceği 

gösterilmiştir (12). COX-2’nin tümör gelişimi ve ilerlemesinde rolü olduğu 

bildirilmiştir (13). COX-2; inflamasyonda, vazodilatasyonda, kemik rezorpsiyonunda, 

kanser büyümesinde, anjiyogenezde, gastrik ülser onarımında ve granülasyonda rol 

oynar. Enflamatuvar hücrelerde ve immün sistem hücrelerinde eksprese edilir ve 
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COX-2 aracılığıyla PG üretimi, COX-1 aracılığıyla PG üretiminden daha fazladır. 

Dolayısıyla COX-2, patolojik malignitelere katılır ve COX-2’nin karsinojenezde rolü 

olabileceği düşünülmektedir (14, 15).  

Son yıllarda flurbiprofenin antikanser etkilerinin olduğunu bildiren az sayıda 

çalışma vardır ve olası antikanser etkilerinin mekanizması tam olarak 

aydınlatılmamıştır. Bu nedenle bu konuda yapılacak ileri çalışmalara ihtiyaç vardır.  

Bu tez kapsamında sitotoksisite, genotoksisite ve apoptotik etki belirleme 

çalışmaları ile flurbiprofenin olası antikanser etkilerinin aydınlatılması 

amaçlanmıştır. Bu nedenle apoptoz yolağında önemli proteinler olan ve hücre 

döngüsünü kontrol eden p53 proteini, apoptotik proteinler ve antiapoptotik 

proteinlerin mesajcı ribonükleik asit (mRNA) düzeylerinin değerlendirilmesi ile 

flurbiprofenin olası antikanser etkisinin altında apoptoz yolağının bozulması, 

apoptoz genlerinin etkilenmesi şeklinde bir mekanizmanın olup olmadığı 

araştırılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Non Steroidal Antiinflamatuvar (NSAİ) İlaçlar 

Non steroidal antiinflamatuvar (NSAİ) ilaçlar başlıca analjezik, antipiretik ve 

antiinflamatuvar olarak kullanılır, dünyada en yaygın kullanılan ilaç gruplarından 

biridir ve reçete edilen ilaçların neredeyse %5’ini oluştururlar (1, 16-18). NSAİ ilaçlar, 

daha çok hafif-orta şiddetteki, özellikle de inflamasyon kaynaklı ağrıların tedavisinde 

hem insan hem de veteriner tıbbında kullanılır (2, 19). Bunlar opioid analjezikler 

dışında kalan analjeziklerdir ve narkoz hali oluşturmama, bağımlılık ve bilinç 

bulanıklığı yapmama gibi üstünlüklerinden dolayı daha çok tercih edilirler (20). 

NSAİ ilaçlar; ufak yaralanmalar, baş ağrısı, romatoid artrit gibi dejeneratif 

hastalıkların tedavisinde kullanıldığı gibi, epidemiyolojik ve deneysel çalışmalar, 

NSAİ ilaçların kardiyovasküler hastalıkların ve aynı zamanda özellikle de bazı 

kanserlerin gelişiminde profilaktik olarak da kullanılabileceğini göstermektedir (21, 

22). 

NSAİ ilaçlar etkilerini temel olarak PG sentezinde hız kısıtlayıcı bir enzim olan 

COX enzimini inhibe ederek gösterirler. (16, 20, 22). Prostanoidler (PG’ler ve 

tromboksanlar [TX]’ler), lökotrienler (LT), hidroksietilosatetraenoik asitleri (HETE'ler) 

ve epoksiyelikasatrienoik asitler (EET'ler), lipoksinler (LX) ve izoprostanlar  

“eikosanoidler” olarak adlandırılırlar ve araşidonik asitten (AA) türetilen, hemen 

hemen hepsi uzun zincirli oksijenlenmiş çoklu doymamış yağ asitlerini içeren geniş 

bir düzenleyici molekül ailesini oluştururlar (23, 24). Eikosanoidler; düz kas 

tonusunun düzenlenmesi, damar geçirgenliği, trombosit agregasyonu, taşıyıcı 

proteinler ve proliferasyon gibi birçok fizyolojik ve patolojik süreçte önemli rol 

oynayan hücre içi ve hücreler arası sinyal molekülleridir (16). Fizyolojik ve patolojik 

bir uyarının ardından çoklu doymamış bir yağ yağ asidi olan AA, fosfolipaz A2 (PLA2) 

enzimi aracılığı ile membran fosfolipitlerinden salınır (16, 25). Serbest AA’nın sonraki 

enzimatik yolağı üçe ayrılır: COX yolağında AA’lar PG’lere, prostasiklinlere ve TX’lere 

dönüşür; lipooksijenaz (LOX) yolağında AA’lar HETE’lere, LX’lere ve LT’lere dönüşür; 

sitokrom P450 (CYP450) monooksijenaz yolağında ise AA’lar HETE ve EET’lere 
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dönüşür (Şekil 2.1). Bunların dışında enzimatik olmayan yol ile de izoprostan sentezi 

gerçekleşir (16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.1. Enzimatik araşidonik asit (AA) metabolizması. 

AA, hücre membranından fosfolipaz A2 (PLA2) enzimi ile salındıktan sonra 

“prostaglandin G/H sentaz” da denilen COX enzimleri ile prostaglandin G2 (PGG2) ve 

daha sonrasında prostaglandin H2’ye (PGH2) dönüşür. PGG2 ve PGH2, stabil olmayan 

yarı ömürleri çok kısa olan siklik endoperoksitlerdir, ara ürün olarak oluşurlar. PGH2 

de tamamı prostanoidler olarak adlandırılan, yapısında siklopentan halkası 

bulunduran prostaglandinlere ve prostaglandinlerden farklı olarak altı üyeli halka 

içeren TX’lere dönüşür. Esas olarak trombositler tarafından sentez edildikleri için de 

prostaglandinlerden ayrılan tromboksanlar, “tromboksan sentaz” enzimiyle 

tromboksan A2’ye (TXA2) ve daha sonra da tromboksan B2’ye (TXB2) dönüşürler. 

TXA2; trombositleri aktive ederek agregasyona ve adezyona neden olur, ayrıca en 

güçlü doğal vazokonstrüktör ve bronkokonstrüktör maddelerden biridir. AA’dan TX 

oluşumu esas olarak COX-1 enzimi tarafından katalizlenir. Prostaglandin I’lar (PGI); 

diğer PG’lerden farklı olarak yapıca bisikliktirler ve esas olarak damar endotelinde 

oluşurlar. Prostasiklin olarak da adlandırılan PGI2, trombositleri TX’larla zıt yönde 

etkilerler ve aynı zamanda gastrik mukozanın korunmasından sorumludur. PGI2, 

TXA2PGI2 PGE2 

PGF2 

PGD2

19,20-HETEs HETEs 

LXs 

LTs 

5,6-EET 

8,9-EET 

11,12-EET 

14,15-EET 

Sitokrom P450 yolağı Lipooksijenaz yolağı Siklooksijenaz yolağı 

Araşidonik asit 
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prostaglandin sentaz enzimi ile PGH2’den sentezlenir. PGH2’den sentezlenen diğer 

PG’ler ise PGE2, prostaglandin D2 (PGD2) ve prostaglandin F2a (PGF2a)’dır. Bunlara 

primer veya stabil PG’ler de denir. Doğrudan siklik endoperoksit ara ürünlerinden 

çeşitli izomeraz enzimleri ile oluşurlar. PGE2; temel olarak tümör büyümesinden, 

inflamasyondan, PGD2; inflamasyonun baskılanmasından sorumlu iken, PGF2a ise; 

üreme sistemi üzerinde daha çok etkilidir (24, 26-28).  

PG’ler ilk defa 1930’larda seminal sıvıdan izole edilmiş, güçlü vazodepresör 

ve düz kas uyarıcı aktiviteleri gözlenmiştir (23, 24). PG’ler; birçok fizyolojik ve 

inflamasyon, ağrı, ateş, kanser, osteoporoz, kardiyovasküler hastalıklar ve astım gibi 

patolojik bozuklukla ilişkilendirilmiştir. Bunlara ek olarak çalışmalar anjiyogenez, 

otoimmünite, alerjik hastalıklar ve kanser gibi durumlarda da PG’lerin rollerinin 

büyük önem taşıdığını göstermektedir (16).  

NSAİ ilaçların temel mekanizmaları COX enzimini inhibe etmelerine dayanır. 

Eikozanoidlerin biyosentezinde ana basamak olan, AA’ten PGG2 ve PGH2 oluşumunu 

inhibe ederler (29). AA’ten prostaglangin G/H sentezinden sorumlu oldukları için 

“prostagandin G/H sentaz” enzimi olarak da adlandırılırlar (30). Vane ve arkadaşları 

(31), COX enzimini NSAİ ilaçların terapötik hedefi olarak tanımlamışlardır. 

Tanımlanmış en az iki ana COX enzimi bulunmaktadır: COX-1 ve COX-2. Yapısal 

olarak %60 oranında benzerlik gösteren bu iki enzimin kinetik özellikleri de hemen 

hemen aynıdır (25, 30). İki izomerin bu benzerliklerine rağmen ifade edilmeleri ve 

düzenlenmeleri farklıdır, farklı genler tarafından kodlanırlar. COX-1 enzimini 

kodlayan gen (PTGS1) 9. kromozomda bulunurken, COX-2 enzimini kodlayan gen 

(PTGS2) 1. kromozomda bulunur (23, 30). COX-1; birçok memeli dokusunda 

neredeyse sürekli olarak sabit bir şekilde ifade edilen yapısal bir enzimdir ve platelet 

agregasyonu, gastrik mukoza bütünlüğünün korunması gibi birçok fizyolojik süreçte 

düzenleyici olarak rol oynar (23, 25, 29, 30, 32). COX-2 izomeri ise COX-1’in aksine 

inflamatuvar ve kanser hücrelerinde; fibroblast büyüme faktörü, dönüştürücü 

büyüme faktörü β, epidermal büyüme faktörü (EGF), vasküler endotelyal büyüme 

faktörü (VEGF), TNF-α, interlökin 1α (IL-1α) ve interlökin 1β (IL-1β)  gibi mitojenik ve 

inflamatuvar cevapta ifade edilen ve indüklenebilen bir enzimdir (16, 33). Normal 
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şartlarda birçok dokuda düşük olan COX-2 ekspresyonu, tek bir uyarıdan birkaç saat 

sonra COX-2 enziminin mRNA, protein ve enzimatik aktivitesi 10 kat kadar yükselir 

ve sonrasında bir anda bazal seviyesine düşer (23). COX-1 ve COX-2 dışında 

siklooksijenaz-3 (COX-3) olarak isimlendirilen enzim, bir COX-1 varyantıdır, başlıca 

beyin ve spinal kanalda ifade edilir ve bazı analjezik/antipiretik ilaçlarla 

(parasetamol, fenasetin, antipirin gibi) selektif olarak inhibe edilmekle birlikte 

fonksiyonu tam olarak anlaşılmamıştır (12, 16, 28). Yapılan bir çalışmada COX-3 

enziminin parasetamol ile ilişkisi analiz edilmiş ve COX-3 inhibisyonunun bu ilacın 

ağrı kesici ateş düşürücü etkisinde önemli bir rolü olabileceği ileri sürülmüştür (34). 

NSAİ ilaçlar; kimyasal yapılarına göre, plazma yarı ömürlerine göre veya COX 

enzimine ilgisine göre sınıflandırılabilir (35). Plazma yarı ömürlerine göre kısa ve 

uzun etkili olarak ayrılırlar; kısa etkili olanlar daha çok akut analjezi durumlarında, 

uzun etkili olanlar ise kronik iltihap durumlarında (romatoid artrit gibi) kullanılırlar 

(20). COX enzimlerine ilgilerine göre “COX-1 spesifik” (düşük doz aspirin gibi), “COX 

nonspesifik”, “COX-2 selektif” (meloksikam gibi) ve “COX-2 spesifik” (selekoksib gibi) 

ajanlar olarak ayrılırlar (25). Kimyasal yapılarına göre ise asidik, asidik olmayan ve 

koksib olmak üzere 3 gruba ayrılır (Tablo 2.1.) (20). 
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Tablo 2.1. NSAİ ilaçların kimyasal yapılarına göre sınıflandırılması. 

I. Asidik Türevler 

1. Karboksilik asit türevleri 

1. Salisilik asit ve 
esterleri 

Aspirin diflusinal, dolin salisilat, metil salisilat, 

magnezyum salisilat, salisil salisilat 

2. Fenamik asitler Flufenamik asit, metafenamik asit, meklofenamik asit, 

niflumik asit 

3. Propiyonik asitler İbuprofen, naproksen, flurbiprofen, fenbufen, 

benaksoprofen, fenoprofen, ketoprofen, tiaprofenik asit, 

soprofen, karprofen, oksaprozin, pirprofen 

4. Asetik asitler Diklofenak, indometazin, etodolak, sulindak, tolmetin 

2. Enolik asitler 

1. Pirazolonlar Fenilbutazon, oksifenbutazon 

2. Oksikamlar Azopropazon, piroksikam, pesoksikam, sudoksikam, 

tenoksikam, isoksikam 

II. Asit Olmayan Türevler 

III. Koksibler 

2.2. Flurbiprofen 

Flurbiprofen (2-[2-floro-4-bifenil]propiyonik asit), kimyasal yapısına göre 

propiyonik asit (fenilalkanoik asit) türevi bir NSAİ ilaçtır (Şekil 2.2). “C15H13FO2” 

kapalı formülüne sahip olan bu bileşiğin molekül ağırlığı 244,265 g/mol’dür (36). 

 

Şekil 2.2. Flurbiprofenin kimyasal yapısı. 
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 Flurbiprofen antiinflamatuvar, antipiretik ve analjezik etkiye sahiptir (37). 

Romatoid artrit, ankilozan spondilit, osteoartrit gibi hastalıklarda ağrı ve 

inflamasyonun tedavisinde geniş ölçüde kullanımı mevcuttur, ayrıca oral olarak 

dismenore, bursit, tendonit ve yumuşak doku travmaları gibi hafif-orta şiddetli 

ağrıların tedavisinde kullanılmaktadır.  Diğer NSAİ ilaçlar gibi AA’dan PG oluşumu 

basamağındaki inhibe edici rolü sayesinde bu etkileri göstermektedir. Ayrıca 

flurbiprofen “karbonik anhidraz” enzimini inhibe ederek hidrojen ve bikarbonat 

iyonlarının oluşumunu azaltır, topikal formda kullanıldığında bikarbonat iyon 

konsantrasyonunu azaltarak aköz sıvı miktarını azaltır ve göz içi basıncının 

düşmesine sebep olur (36). Katarakt ameliyatlarında ameliyat sırasında oluşabilecek 

miyozu önlemek amacıyla operasyon öncesinde kullanılması bu prensibe 

dayanmaktadır. 

Flurbiprofen diğer bir sınıflandırmaya göre selektif olmayan COX inhibitörü 

NSAİ ilaçlardan bir tanesidir, hem COX-1’i, hem de COX-2’yi inhibe eder, bu 

inhibisyon geri dönüşümlüdür. Bilinen en güçlü selektif olmayan COX 

inhibitörlerinden biridir (5, 38). 

Ticari olarak temin edilebilen flurbiprofen, (+) S- ve (-) R-enantiyomerlerin 

rasemik bir karışımıdır. S-enantiyomeri daha çok antiinflamatuvar etkinlikten 

sorumlu iken, her iki enantiyomer de analjezik etkinliğe sahiptir (36). R-flurbiprofen 

(E-7869, tarenflurbil, ansaid); COX-1 ve COX-2’yi inhibe etmeyen, dolayısıyla 

terapötik konsantrasyonlarda gastrointestinal kanalda veya böbreklerde toksik etki 

oluşturmayan bir enantiyomerdir. COX-1 ve COX-2 inhibisyonu sadece S-

enantiyomerinde gözlenmektedir (9, 39). 

2.2.1. Yan Etkileri 

Karın ağrısı, mesane ağrısı, kabızlık, zor ve ağrılı idrara çıkma, bel ağrısı, mide 

ağrısı, şişkinlik, flurbiprofenin oldukça seyrek görülen yan etkileridir (40). Nadir 

görülen yan etkiler ise; sırt ve bacak ağrıları, diş eti kanaması, burun kanaması, 

bulanık görme, öksürük, deride çatlaklar, solunum ve yutma zorluğu, baş dönmesi, 

hızlı nabız, ateş veya titreme, genel yorgunluk, baş ağrısı, iştah kaybı, terleme, ciltte 
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tahriş ve renk değişikliği, görme bozuklukları, kan basıncında artma gibi etkilerdir. 

Doz aşımında ise; bilinç değişikliği, hızlı, yavaş veya sığ solunum, mide ekşimesi, 

bilinç kaybı, göğüs, üst bacaklar veya boğazdaki ağrı veya rahatsızlık, soluk veya 

mavi dudaklar, tırnaklar veya cilt, alışılmadık uykulu olma, donukluk veya halsizlik 

hissi oluşturabileceği gibi (41); kanama, ülserasyon, perforasyon gibi gastrointestinal 

bozukluklar, papiller nekroz gibi renal hasar da oluşturabilir (36).  

Yapılan deney hayvan çalışmasında, LD50 (letal doz 50) değeri, köpeklerde 

oral uygulamada 10 mg/kg olarak bulunmuştur. Çalışmalar flurbiprofenin iyi tolere 

edilebilen bir ilaç olduğunu, yan etki potansiyelinin diğer NSAİ ilaçlara göre daha 

düşük olduğunu göstermektedir (37). Prospektif çalışmalar, flurbiprofen kullanan 

hastaların %15'inde serum aminotransferaz seviyelerinde hafif yükselmeler 

görülebileceğini; ancak bunların genellikle geçici, hafif ve asemptomatik olduğunu 

göstermektedir (36). 

2.2.2. Farmakokinetik Özellikleri 

Flurbiprofen en çok oral olarak kullanılmakla beraber, ilacın topikal, 

intraoküler, intravenöz, intramusküler, bukkal ve rektal kullanımları da vardır. Hızlı 

salım ve sürekli salım tabletleri de bulunmaktadır. Hızlı salım bir tablet tek doz oral 

olarak alındıktan sonra hemen hemen tümüyle ve hızlı bir şekilde absorbe olur (37, 

42, 43). Alımdan 0,5-3 saat sonra plazmada veya serumda maksimum 

konsantrasyona (Cmax) ulaşır (42). Romatoid artritli hastalarla yapılan bir çalışmada 

plazmada kaydedilen maksimum konsantrasyon, 15-150 mg flurbiprofen alımında 

gözlenmiştir (44). Flurbiprofen absorbsiyonu birinci derece kinetiğine uygundur. Eğri 

altında kalan alan (EAA)-zaman grafiğinde eğri doza bağımlı olarak artış gösterir. 

Yemeklerle birlikte alımda serumdaki maksimum konsantrasyonu düşmekle beraber 

ilacın toplam absorbe edilen miktarı değişmez (42).  

Flurbiprofenin insandaki oral dağılım hacmi (Vd/F), oral alımdan sonra 7 ila 

14 L arasındadır (yaklaşık 0,1-0,2 L/kg) (42). Terapötik konsantrasyonlarda 

alındığında yaklaşık %99 oranında plazma albüminine bağlanır (37, 42, 43). Sinoviyal 

sıvıdaki dağılımı plazmadakine göre daha farklıdır; sinoviyal sıvıda plazmadakine 
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göre daha uzun tmax’a (maksimum süre), daha düşük Cmax’a ve daha yüksek 

eliminasyon yarı ömrüne (t1/2) sahiptir (42). 

Flurbiprofen asıl olarak karaciğerde “CYP450 2C9” (CYP2C9) tarafından 

metabolize edilir, genel olarak hidroksilasyon ve metilasyon ürünlerine dönüşür. 

Ana metaboliti “4'-hidroksi-flurbiprofen” olmakla birlikte “3',4'-dihidroksi-

flurbiprofen”, “3'-hidroksi-4'-metoksiflurbiprofen” ile bunların konjugatları ve 

konjüge flurbiprofen de insan plazma ve idrarında saptanan metabolitler 

arasındadır. İbuprofen gibi diğer arilpropiyonik asit türevlerinin aksine 

enantiyomerik dönüşüm gerçekleşmez. Yavaş CYP2C9 metabolizörü olduğu bilinen 

ya da düşünülen hastalarda flurbiprofen, plazma seviyesinin yükselme durumuna 

karşı dikkatli kullanılmalıdır (42, 43, 45). 

Flurbiprofen ve metabolitleri idrar ve feçes ile atılır, asıl atılım yolları idrardır. 

Günlük alınan dozun %70’ten fazlası 24 saat içinde glukronid ve sülfat konjugatları 

şeklinde, yaklaşık %20’si ise değişmeden idrar ile atılır (42, 43).  

Günlük tavsiye edilen dozu 150-200 mg olmakla beraber günlük alınması 

gereken maksimum dozu 300 mg’dır. Mideye zarar vermemesi açısından yemeklerle 

birlikte alınması gerekir (43). 

2.2.3. Etkileşimleri ve Riskli Gruplar 

Flurbiprofenin; varfarin, aspirin, asetaminofen, beta-blokörler, furosemid 

gibi diüretikler, lityum, metotreksat, siklosporin, kortikosteroidler, selektif seratonin 

geri alım inhibitörleri (SSRI), simetidin, ranitidin, digoksin, oral hipoglisemik ajanlar, 

insülin, kinolon grubu antibiyotikler, takrolimus gibi ilaçlarla etkileşimi olduğu gibi, 

alkol, çay, kızılcık ve üzüm suyu ile de etkileştiği gösterilmiştir (43, 45-47). 

Gebelik kategorisi gebeliğin 1. ve 2. trimesterinde C, son trimesterinde ise 

D’dir. Aktif peptik ülserli hastalarda veya daha önceden peptik ülser geçirmiş 

hastalarda, ağır böbrek, karaciğer veya kalp yetmezliği olan hastalarda 

kullanılmamalıdır (45). 
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2.3. Apoptoz 

Apoptoz; fonksiyonları bozulmuş hücrelerin veya gereksinim duyulmayan 

hücrelerin çevresine zarar vermeden programlı olarak ölümleridir. Tek hücreli 

organizmalarda hücre ölümü yalnızca apoptoz ile gerçekleşirken (48), gelişmiş 

organizmalarda, hücreler arası ilişkide ve doku homeostazının kontrolünde oldukça 

önemli bir rol oynar ve apoptoz direnci onkogenezin çok önemli bir basamağını 

oluşturur (6, 49).  

  Programlı hücre ölümü kavramı 1965 yılında böceklerin başkalaşımları 

gözlemlenerek gündeme gelmiştir, fakat “apoptoz” terimi ilk kez 1972 yılında Kerr, 

Wyllie ve Currie tarafından ‘fizyolojik hücre ölümü’ olarak kullanılmıştır (50-52). Yine 

ilk olarak Kerr ve Wyllie, glukokortikoidlere maruz kalan timus hücreleri üzerinde 

yaptıkları deneysel çalışma ile fizyolojik hücre ölümünü göstermişlerdir. Fizyolojik 

olarak ölen hücrelerin çekirdeklerinde kromatin parçalarını ve diğer organellerin iyi 

korunduğunu gözlemleyerek bu olaya ‘büzüşme nekrozu’ demişlerdir (53). 

  Memeli hücrelerindeki apoptoz mekanizması, Caenorhabditis elegans 

nematodunun gelişim sürecindeki geçirdiği programlanmış hücre ölüm 

mekanizmalarını kapsamaktadır. Erişkin kurdun oluşabilmesi için gerekli hücrelerin 

bir kısmı farklı bölgelerde apoptoz geçirir, bu yüzden apoptoz hücrelerin genetik 

olarak belirlenmiş eliminasyonunu içerir ve hücre ölümünün ayırt edici bir şeklidir 

(51, 54). Apoptotik mekanizmalar embriyo döneminden başlayarak tüm yaşam 

boyunca çalışmaktadır. Bazı hücreler uzun yıllarca yaşarken bazı hücreler çok kısa 

süre yaşayabilirler. Birçok dokuda (deri, gastrointestinal sistem gibi) devamlılık, 

apoptoz ve hücre yenilenmesi sayesinde sağlanır (49). 

  Apoptoz; Yunanca’da apo (ayrı) ve ptozis (düşen) kelimelerinin 

birleşmesinden oluşmuştur ve yaprak dökümünü tanımlayan bir kelimedir (50, 53). 

Apoptozun hücrelerin gelişimi, yaşlanması veya devamlılığı için homeostatik bir 

mekanizma olmasının yanı sıra, apoptoz herhangi bir hastalık veya zararlı bir 

ksenobiyotik tarafından hücreler zarar gördüğünde veya immün bir reaksiyon 

sırasında bir savunma mekanizma şeklinde de ortaya çıkabilir. Hücrelerin apoptoza 
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gidip gitmeyeceği bir uyarana bağlıdır ve uyaranın tipi ile derecesi bu aşamada 

belirleyici faktörlerdir (54). 

2.3.1. Apoptozun Morfolojisi 

  Apoptoz süresince hücrede ışık ve elektron mikroskobu ile çeşitli morfolojik 

değişiklikler saptanmıştır. Apoptozun ilk evrelerinde hücrede sodyum (Na), 

potasyum (K), klor (Cl) taşıyıcı sistemi durduğu için hücre içi ve dışı arasında hareket 

olmadığından hücre büzüşür ve piknoz oluşur. Çevre hücrelerle bağlantısını 

kaybeder. DNA’sı özgül olarak nükleozomlarından endonükleazlarla kesilir, 180-200 

baz çiftinden oluşan parçalar elektroforezde ip merdiveni görüntüsü oluşturduğu 

için “DNA ladder” olarak adlandırılır. Hücrenin büzüşmesi ile birlikte hücre hacmi 

küçülür, sitoplazma yoğunlaşır ve organeller sıkışık bir hal alır. Piknoz,  kromatin 

kondensasyonunun bir sonucudur ve apoptozun karakteristik bir özelliğidir. 

Kromatin kondensasyonunun erken fazında elektronca zengin nükleer materyal 

nükleer membran altında çevresel bir şekilde agregat oluşturur. Transglutaminaz 

enzimi ile plazma membranında “zeiozis” adı verilen tomurcuklanmalar oluşur, 

hücre sitoplazma ile çevrilmiş kromatin parçalarından oluşan apoptotik cisimciklere 

parçalanır. Fosfotidil serin, hücre membranının iç tabakasından aminofosfolipid 

transferaz enzimi ile membranın dış tarafına göç eder, bu durum apoptotik 

cisimciğin fagositozu için bir uyarıdır ve bu cisimcikler daha sonra makrofaj, 

parenkimal hücreler veya neoplastik hücreler tarafından fagosite edilirler ve 

fagolizozomlar içinde parçalanırlar. (51, 53, 55, 56).  

  Apoptotik hücre ölümüne alternatif bir hücre ölüm şekli ise nekrozdur. Genel 

olarak benzer olmalarına rağmen apoptoz ve nekroz arasında bazı farklılıklar 

bulunmaktadır. Apoptozda hücresel büzüşme olurken nekrozda hücresel şişme 

meydana gelir, apoptoz adenozintrifosfata (ATP) bağımlı iken nekroz bağımsızdır, 

apoptozda DNA kırıkları ip merdiveni görüntüsünde iken nekrozda düzensiz ve 

rastgeledir, apoptozda inflamasyon cevabı oluşmazken nekrozda oluşur, apoptozda 

sitoplazma içeriği apoptotik cisimler içinde kalırken nekrozda dışarı salınır, 

apoptozda hücre membranı bozulmazken nekrozda parçalanır ve apoptoz genelde 
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tek hücrede veya küçük hücre topluluklarında oluşurken nekroz hücre gruplarında 

meydana gelir (55, 56). 

  2.3.2. Apoptozun Mekanizması 

  Apoptozun mekanizması, enerji bağımlı kaskadları içerir (55). Apoptoz 

hücrelerde primer olarak başlatılabileceği gibi herhangi bir uyaran sayesinde 

hücrede sekonder olarak da gelişebilir (53). Apoptotik ölüm; başlama fazı, sinyal 

fazı, ölüm fazı ve ölü hücrelerin ortadan kaldırıldığı fazlardan oluşmaktadır.  

  Başlama fazı; hücre ölümünün başlangıç fazıdır ve bu aşamada bazı 

moleküller rol alır. Bu indükleyici moleküllere FasL ve TNF-α örnek verilebilir. Bu 

ligantlar da belli reseptörleri (Fas, TNFRI, TNFRII gibi) etkilerler ve böylece sinyal 

iletim molekülleri aktif hale gelir. Sinyal fazı; çeşitli protein kinaz kaskatların rol 

aldığı önemli bir fazdır. Çoğu serin/treonin tipinde olan bu kinazlar apoptozda 

anahtar rol oynarlar. MAPK ailesinden p42/44 hücre dışı sinyalle düzenlenen kinaz 

(extracellular signal–regulated kinase,ERK), p38 MAPK ile c-Jun N-terminal kinaz 

(JNK), siklik AMP-bağımlı protein kinaz A (PKA), protein kinaz B (PKB), Akt ve protein 

kinaz C (PKC) bu basamakta rol oynayan kinazlara örnek verilebilir. Ölüm fazı; 

hücrede ölüm kararının alındığı fazdır. Bu basamakta kaspazlar rol oynar. 

Başlangıçta inaktif formda sentezlenen kaspazlar birtakım proteolitik süreçlerden 

geçerek aktif hale gelirler ve bir kaskat oluştururlar. Ölü hücrelerin ortadan 

kaldırıldığı faz ise; apoptotik cisimciklerin çevre parenkimal hücreler veya fagositler 

tarafından fagosite edilmesi olaylarını kapsar (54). 

Ekstrinsik (dış) ve intrinsik (iç/mitokondriyal) olmak üzere başlıca iki ana 

apoptotik yol bulunmaktadır. Bu iki yol birbiriyle bağlantılıdır ve bir yolda rol 

oynayan moleküller diğer yolu da etkilemektedir. Bu iki ana apoptotik yola ek olarak 

T-hücre aracılı sitotoksisiteyi ve perforin-granzim bağımlı hücre ölümünü içeren 

başka bir yol daha bulunmaktadır. Apoptotik yolaklar şekil 2.3.’te gösterilmiştir (51, 

55). Bu 3 yol, farklı mekanizmalarla başlayıp asıl efektör olan apoptotik yolda 

(kaspaz 3 aktivasyonu) birleşir ve sonuçta apoptotik cisimler oluşur. 
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Şekil 2.3. Apoptoz yolaklarının şematik gösterimi (51).  

Ekstrinsik yol; apoptozun membranlar arası reseptör aracılı etkileşimlerle 

başladığı yoldur. Bu sinyal yolunda ölüm reseptörlerini de içeren TNF reseptör gen 

ailesinin üyeleri rol almaktadır (54). Hücre dışı sinyal proteinleri hücre yüzeyindeki 

ölüm reseptörlerine bağlanır ve ekstrinsik yolağı başlatır (57). Ligand ve onların 

karşılığı olan öldürücü reseptörler şunlardır: FasL/FasR, TNF-α/TNFR1, Apo3L/DR3, 

Apo2L/DR4 ve Apo2L/DR5. Ekstrinsik yolak en iyi şekilde Fas ligandı ve reseptörü ile 

karakterize edilmiştir (Şekil 2.4.) (54, 55, 57). FasL, özellikle sitotoksik T hücreleri ve 

NK hücrelerinin üzerinde bulunur. Apoptotik işlem bu FasL’nin Fas reseptörüne 

(CD95, APO-1) bağlanmasıyla başlar. Fas’ın sitoplazmik uzantısı, bir ölüm alanını 

içerir. Bu uzantı, Fas ile bağlantılı ölüm alanı proteini (Fas associating protein with a 

death domain protein, FADD) ve hücre içi adaptör protein (başlatıcı prokaspaz içerir) 

ile birleşerek ölüm indükleyici sinyal kompleksini (death-inducing signaling complex, 

DISC) oluşturur. Daha sonra başlatıcı prokaspaz (kaspaz-8), adaptör proteinden 

ayrılarak aktif hale gelir ve ortak apoptotik yolu başlatır (57).  

 Ekstrinsik yol 
Ölüm 

ligandı 

Ölüm 

reseptörü 

Adaptör proteinler 

DISC oluşumu 

Kaspaz-8 aktivasyonu 

İntrinsik yol 
radyasyon, toksinler, hipoksi 

vs. 

Mitokondriyal değişiklikler 

Apoptozom oluşumu 

Kaspaz-9 aktivasyonu 

Kaspaz-3 aktivasyonu 

Endonükleaz aktivasyonu»kromozomal DNA degredasyonu,                                                              

proteaz aktivasyonu»iskelet ve nükleer proteinlerin degredasyonu» 

hücre iskeletinin yeniden şekillenmesi 

Morfolojik değişiklikler: kromatin ve sitoplazma 

kondensasyonu, nükleer fragmentasyon vs. 

Apopitotik cisimciklerin oluşumu 

Perforin/granzim 
yolu 

Perforin 

Granzim B Granzim A 

Kaspaz-10 

aktivasyonu 

SET 

kompleksi 

DNA 

bölünmes

Sitotoksik T hücreleri 
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Şekil 2.4. Fas ölüm reseptörü ile aktive edilmiş apoptozda ekstrinsik yolak (57). 

    Bu ekstrinsik yoldaki mekanizma; bir immün tepki sonunda aktive olmuş T 

hücrelerinin uzaklaştırılması, virüs ile enfekte hedef hücrelerin ortadan kaldırılması, 

tümör hücrelerinin öldürülmesi ve birçok patolojik durumdaki hücrenin 

uzaklaştırılmasında önemli rol oynar. 

İntrinsik yol; doğrudan reseptörlere etki eden uyaranlardan farklı bir düzen 

içerir. Burada apoptozu başlatan mitokondriyal olaylardır. Radyasyon, toksinler, 

hipoksi, viral infeksiyonlar, hipertermi, serbest radikaller çeşitli uyaranlardır. Bu 

uyaranlar mitokondriyal permeabilite geçiş porunun (MPT) açılmasına yol açar. 

Normalde mitokondrinin iki (iç-dış) zarı arasında bulunan birtakım proteinler 

sitozole salınır. Salınan bu proteinlerden bazıları sitoplazmada apoptoza öncülük 

eden kaspaz proteolitik kaskadını aktive eder. Salınan proteinlerden en önemlisi  

“sitokrom c”dir. Bu protein sitozole salındığında yeni bir fonksiyon üstlenir; 

apoptotik proteaz aktive edici faktör-1 (Apoptotic protease activating factor-1, Apaf-

1) denilen bir adaptör proteine bağlanır ve Apaf-1’in, tekerlek benzeri bir oligomer 

haline (heptamer) dönüşmesini sağlar, bu heptamerik yapıya “apoptozom” denir. 

Oluşan bu apoptozom, inaktif olan prokaspaz-9’un, aktif kaspaz-9 haline 

dönüşmesini sağlar. Kaspaz-9 da efektör kaspaz olan kaspaz-3’ü aktive eder ve ortak 

efektör apoptotik yolu başlatır (Şekil 2.5.) (51, 54, 55, 57). 
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Şekil 2.5. İntrinsik (mitokondriyal) yolak (57). 

BcL-2 protein ailesi üyeleri, apoptozun intrinsik yolağındaki gen 

regülasyonunda önemli rol oynamaktadır. Bu proteinler hücre içi apoptotik yolu 

başlıca; sitokrom c, apoptoz indükleyici faktör (AİF), endonükleaz G, gibi diğer 

membranlar arası mitokondriyal proteinlerin sitozole salınmasını kontrol ederek 

düzenlerler (Şekil 2.6.). Bu proteinler mitokondriyal membran geçirgenliğini kontrol 

ederek apoptozu indükleyebilir veya inhibe edebilir, yani pro-apoptotik veya anti-

apoptotik proteinler olabilir. Dolayısıyla BcL-2 protein ailesinin bu iki sınıfının 

aktivitesi arasındaki denge, memeli hücresinin hücre içi yolakla apoptoza uğrayıp 

uğramayacağını belirler (51, 53, 54, 57). 
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Şekil 2.6. Apoptozun intrinsik yolağında pro-apoptotik BcL-2 proteinlerinin 
mitokondriyal membranlar arası proteinlerin salınmasındaki rolü (57). 

Apoptotik uyarı hücre içi yolağı tetiklediği zaman, pro-apoptotik efektör BcL-

2 proteinleri aktif hale gelir, mitokondri dış membranında oligomer halinde birikir ve 

membranlar arası proteinlerin (sitokrom c gibi) sitoplazmaya salınmasını sağlar (57). 

Pro-apoptotik BcL-2 proteinlerinden bazıları; B hücre lenfoma-10 (BcL-10), 

BcL-2 ile ilişkili X proteini (Bax), BcL-2 antagonisti hücre ölüm proteini (Bad, Bak), 

Bax benzeri BH3 proteini (Bid), BcL-2 benzeri protein (Bim) iken, anti-apoptotik BcL-

2 proteinlerinden bazıları; BcL-2, B hücre lenfoma-X (BcL-X), B hücre lenfoma-XL 

(BcL-XL), B hücre lenfoma-XS (BcL-XS)’tir. Puma ve Noxa ise p53 aracılı apoptozda 

rol alırlar. Puma proteininin sentezinin Bax protein sentezini de beraberinde 

getirdiği, çalışmalarla gösterilmiştir (51, 54, 57).  

p53, tümör baskılayıcı bir gendir. Hücrede bir gen hasarı oluştuğu zaman bir 

transkripsiyon düzenleyici gen olan p53 aktive olur. Bu protein ürünü doğrudan 

DNA’ya bağlanır ve hücre/dokuya özgül olmak üzere hücre siklusunu G1 fazında 

durdurarak tamir mekanizmalarını aktif hale getirmek için hücreye zaman kazandırır 

veya hücre hasarı onarılamayacak durumda ise hücreyi apoptoza yönlendirir. p53 

geninin aktive olması, diğer apoptotik genlerin ve gen oranlarının ifadelerinde de 

değişikliklere yol açabilir (56, 58). 

Perforin/granzim yolu; patojenle enfekte hücrelerin veya tümör hücrelerinin 

öldürülmesinde etkili olan bir yoldur. Salgısal apoptotik bir yoldur. Perforinler ve 

granzimler, CTL ve NK hücrelerinin sitoplazmik salgı granüllerinin içinde bulunurlar. 
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CTL reseptörü hedef hücreye bağlandığında perforinler salgılanır ve hedef hücre 

üzerinde dairesel bir por oluşturur, bundan dolayı hücre içi kalsiyumda hızlı bir artış 

meydana gelir. Hücre içine giren perforinler, granzim B’nin serbest kalmasını sağlar. 

Granzim B, kaspaz bağımlı yolakta (kaspaz 10 aktivasyonu) rol alırken (DNA 

fragmentasyonunu ve apoptoz ile birlikte prokaspaz aktivasyonunu başlatır), 

Granzim A perforinle sinerjik olarak kaspaz bağımsız yolakta rol alır (doğrudan DNA 

hasarına sebep olur (51, 56, 57) (Şekil 2.3). 

Kaspazlar, proteolitik enzimlerdir ve apoptozun merkezi bileşenleridir. 

Kaspaz aktivasyonu hücreye özgüdür. Kaspazlar aktif katalitik bölgelerinde sistein 

içerirler ve proteinleri yalnızca aspartik asit bulunan bölgeden keserler, bu nedenle  

‘c-asp-ase’ adını almışlardır.  Kaspazların bu kısıtlı proteolizisi nedeniyle hücrede lizis 

şekillenmez ve apoptotik cisimcikler oluşur (50, 56).  

Kaspazlar sağlıklı hücrelerde temel olarak sentezlenirler ve 

sentezlendiklerinde inaktif haldedirler (prokaspaz). Normalde inaktif dimerler 

halinde bulunan efektör kaspazlar, başlatıcı kaspazlar tarafından aktif hale getirilirler 

ve proteolitik kaskad böylece başlamış olur (57, 59). 

Üç apoptotik yolda rol oynayan kaspazlar başlatıcı kaspazlar olarak 

adlandırılırlar ve bunların en önemli rolleri, efektör kaspazları aktif hale getirmektir. 

Kaspaz-2, kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-10 başlatıcı kaspazlardandır. Bu üç apoptotik 

yolun ulaştığı ortak yolda görev alan kaspazlar ise efektör kaspazlardır ve nükleer 

materyali parçalayan sitoplazmik endonükleazları ve aynı zamanda nükleer ve hücre 

iskelet proteinlerini parçalayan proteazları aktif hale getirirler. Kaspaz-3, kaspaz-6 ve 

kaspaz-7 efektör kaspazlardandır (51, 54-57).  

Kaspazlar inhibitör apoptoz proteinleri (IAP) denilen bir grup protein 

tarafından baskılanır (50). Kaspaz 3, özellikle endonükleaz kaspaz ile aktive 

deoksiribonükleaz (CAD)’ı aktive eder. Sağlıklı hücrelerde CAD, inaktif CAD (iCAD) ile 

birlikte bulunur. Efektör kaspazın aktivasyonu ile iCAD ayrışır ve CAD aktif hale gelir. 

Aktif hale gelen CAD, kromozomal DNA’yı nükleozomların aralarından keser (linker), 

bu da DNA’nın elektroforezde ip merdiven görünümlü parçalara ayrılmasına sebep 

olur (Şekil 2.7.) (57). 
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Şekil 2.7. Apoptoz sırasında DNA fragmentasyonu. 

Aktif kaspazları inhibe eden proteinler, doğrudan kaspaz inhibisyonu 

yaparlar. Sağlıklı hücrelerde mitokondride bulunurlar. Smac/Diablo ve HtrA2/Omi 

bunlara örnek verilebilir (57, 60). 

Survivin (BIRC-5); IAP ailesinin en küçük üyesidir (61), mitozun 

düzenlenmesinde ve apoptozun inhibisyonunda rol alır. Bu iki fonksiyonundan 

dolayı temel IAP’lerden ayrılır (62). Bu etkisini, apoptozun sondan bir önceki 

basamağında rol alan kaspazlarla etkileşerek ve onların etkilerini inhibe ederek 

göstermektedir (63, 64). Survivinin aşırı ekspresyonunun birçok tümör tipinde tümör 

oluşumunu teşvik ettiği gözlenmiştir. Survivinin tümörlerdeki aşırı ekspresyonu; 

mikroRNA'lar (miRNA'lar), reseptör tirozin kinazlar (RTK'ler) ve bunun yanı sıra, 

aşağı akış sinyal dizileri olan PI3K/Akt, mitojenle aktifleştirilmiş protein kinaz 

kinaz/mitojen ile aktive edilmiş protein kinaz (MEK/MAPK) gibi birçok faktör 

tarafından düzenlenir (61).  p53 aracılıklı inhibisyonu da çalışmalarda gösterilmiştir 

(62). Survivin ayrıca fetal dokularda gelişim sürecinde genel olarak ekspre edilir. 

Survivin; hücre döngüsünde, G1 fazında baskılanırken G2/M fazında yüksek oranda 

ekspre edilir (63, 64). Survivinin tanı ve prognoz için önemli bir belirteç ve kanser 

tedavisi için moleküler hedef olabileceği çalışmalarda gösterilmiştir (62). 
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2.3.3. Apoptozun Belirlenmesinde Kullanılan Yöntemler 

Apoptoz belirlemede kullanılan yöntemler ve temel yaklaşımlar, apoptoz 

süreci boyunca gelişen yapısal ve fonksiyonel değişiklikler ile ilişkilidir. 

Apoptotik hücrelerde membran değişikliklerinin tayini; H3 timidin ve BrdU 

(bromodeoksiüridin) inkorporasyon testi gibi radyoaktif veya radyoaktif olmayan 

yöntemlerle yapılabilir. Annexin V canlılık testi, laktat dehidrogenaz (LDH) testi, 

geçirgen ve geçirgen olmayan boyalarla (floresan boya gibi) yapılan testler gibi 

kolorimetrik yöntemlerle yapılabilir. Apoptoz ve nekroz arasındaki morfolojik 

farklılıklar da membran değişikliklerini tayin etmede kullanılabilir. 

Apoptotik hücrelerde DNA fragmentasyonu tayini; in situ end labeling (ISEL), 

TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling (TUNEL), DNA laddering, düşük molekül 

ağırlıklı DNA’nın immünolojik olarak tayin edilmesi gibi yöntemlerle yapılabilir. 

Apoptotik hücrelerde mitokondriyal hasar; 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-

difeniltetrazolyum-bromür (MTT) ve 2,3-bis-(2- metoksi-4-nitro-5-sülfofenil)-2H-

tetrazolyum-5- karboksianilid (XTT) testleri kullanılarak tayin edilebilirken, sitokrom 

C salınımı; Western blot, sitokrom c enzim ilişkili immunosorbent (ELISA) gibi 

yöntemlerle, mitokondriyal membran potansiyeli ise; ATP enerji üretimi 

yöntemleriyle tayin edilebilir. 

Akım ve lazer tarama sitometrisi ile apoptoz ile ilişkili proteinlerin tayini, 

floresan aktiveli hücre ayırma (FACS) analizleri ve hücre siklusu analizleri yapılabilir, 

ayrıca tek hücre jel elektroforezi (COMET) yöntemi de kullanılabilir. 

p53 protein analizi, replikatif DNA sentezi ve DNA sentez onarımı gibi 

mekanizmaya dayalı yöntemler de bulunmaktadır. Apoptoz tayinini doğrulamak ve 

geliştirmek için ise akım sitometride ışık taraması, hücre yapışkanlığı testi, kromatin 

morfolojisi (genotoksik kromatin değişiklikleri) incelenmesi gibi yöntemler 

bulunmaktadır (65). 
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2.3.4. Apoptoz ve Kanser 

Kanser; temel olarak bir organizmadaki hücrelerin kontrolsüz bir şekilde 

büyüyüp çoğalmasıdır. Kanser tek bir organda oluşabileceği gibi metastaz ile 

uzaktaki organları da kapsayabilir. 100’den fazla kanser türü bildirilmiştir (66).  

Hücre bölünmesi, büyümesi, farklılaşması ve bunun kontrolü temel olarak 

genlerle sağlandığı için kanser bu genlerde ilişkili olarak meydana gelir. Onkogenler, 

DNA tamir genleri ve tümör baskılayıcı genler kanserde temel rolü olan gen 

gruplarıdır. Normalde hücre büyümesi ve farklılaşmasından sorumlu olan 

protoonkogenler mutasyon vs. ile onkogen haline dönüşebilirler. Ras, Erk, Myc 

genleri bilinen onkogenlerdendir. DNA tamir genlerindeki herhangi bir işlev kaybı da 

hücre onarılamayacağından o hücreyi ölüme (nekroz, apoptoz vs.) götürür. Tümör 

baskılayıcı genler ise herhangi bir şekilde (delesyon, mutasyon vs.) işlevlerini 

kaybederlerse hücre döngüsü bozulur ve kanser gelişebilir. p53 geni en iyi bilinen 

tümör baskılayıcı genlerdendir (66, 67). 

Apoptoz; gelişim ve normal doku homeostazı ile yakından ilişkilidir. 

Dolayısıyla apoptotik yolaklardaki herhangi bir değişiklik, bir dizi anormalliği de 

beraberinde getirir ki bunlardan en önemlisi kanserdir (68). Apoptozda oldukça 

önemli rolü olan p53 tümör baskılayıcı genindeki mutasyonlar ve BcL-2 gen ailesi 

proteinlerinin ifadelerindeki değişiklikler kanser hücrelerindeki apoptoz 

mekanizmalarının bozulmasında temel rol oynar (54). Apoptotik gen ifadelerindeki 

azalma ve/veya antiapoptotik gen ifadelerinde artma apoptoza direnci artırarak 

tümör hücre proliferasyonunu uyarır (50, 54).  

BcL-2 geni; ilk olarak insan B hücreli foliküler lenfomada tanımlanmıştır (69). 

Bu gen ailesi oldukça geniş olmakla beraber proapoptotik ve antiapoptotik üyeleri 

bulunmaktadır. Antiapoptotik olan BcL-2 geninin birçok solid tümörde, lösemilerde, 

lenfomalarda aşırı bir şekilde ifade edildiği bilinmektedir (70, 71). Diğer bir 

antiapoptotik gen olan BcL-XL gen ifadesinin de kronik miyeloid lösemi (KML) ve 

multipl miyelom (MM) kanserlerinde arttığı bildirilmiştir (72). Tam tersine 

proapoptotik genlerin ifadelerinde ise kanser hücrelerinde azalma gözlenmektedir. 
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Örneğin Bax ve Bad gen ifadelerinin kolon kanseri gibi çeşitli kanser türlerinde 

ifadelerinin azaldığı çalışmalarla gösterilmiştir (73).  

p53 tümör baskılayıcı gen, kanser oluşumunda oldukça önemli role sahiptir. 

Bu gen kendisi kanser oluşumunda ve hücre döngüsünün düzenlenmesinde etkili 

olduğu gibi apoptozun indüklenmesinde ve inhibisyonunda rol oynayan birçok genin 

de ifadesini düzenler. DNA’da herhangi bir hasar oluştuğu zaman p53 proteini 

sentezlenir ve hücre döngüsü durur. Bu aşamada eğer mümkünse DNA onarılır, 

değilse apoptoz başlatılır (74). p53 geni, insan kanserlerinde mutasyonun en sık 

görüldüğü genlerden biridir (75). Diğer bir deyişle p53 geninin mutasyona uğraması 

veya kaybı, kanserlerde en sık görülen genetik anomalidir (51, 54). 

Bir apoptoz inhibitörü olan survivin geni de kanserlerde fazla miktarda ifade 

edilir. Hematopoetik neoplazmaları da içeren birçok tümör hücre hattında en çok 

ifade edilen genlerden birinin survivin geni olduğu bildirilmiştir (76). Survivin hücre 

döngüsünde G2/M evresinde apoptoza engel olarak birçok kanser türünde anormal 

mitoza sebep olur (51, 54). Ayrıca tüm bu hücre içi yolak mekanizmalarının dışında 

apoptozun hücre dışı yolağında rol oynayan ve hücre yüzeyinde bulunan Fas 

reseptör miktarının azalması da tümör gelişimi esnasında ortaya konmuş bir 

bulgudur (49). 

2.4. Non Steroidal Antiinflamatuvar İlaçların Antikanser Etkileri 

İn vitro, in vivo,  klinik ve preklinik çalışmalar NSAİ ilaçların antineoplastik 

özellik taşıdığını göstermektedir. Popülasyon bazlı çalışmalarda da kronik NSAİ ilaç 

kullanımının kolorektal kanser insidansını %30-50 oranında azalttığı gösterilmiştir 

(29, 33, 77). Bunun dışında bazı NSAİ ilaçların kanser öncesi adenomaları azalttığı da 

klinik çalışmalarla belirlenmiştir. Örneğin selektif olmayan COX inhibitörü sulindak 

ve COX-2 selektif selekoksib ile yapılan çalışmalarda bu ilaçların hastalarda adenoma 

oluşumunu önlediği görülmüştür (78-82). 

Birçok tümör tipinde COX enzim ifadesinin ve PG seviyelerinin arttığı 

gösterilmiştir. Bu da tümör oluşumunda inflamasyonun önemli bir rol oynadığı ve 

NSAİ ilaçların kansere karşı koruyucu etkileri olabileceği görüşünü desteklemektedir 
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(33, 83-85). Bunun yanı sıra COX bağımsız çeşitli mekanizmaların da NSAİ ilaçların 

antineoplastik etkilerine katkı sağladıkları bilinmektedir (86-89). 

2.4.1. Non Steroidal Antiinflamatuvar İlaçlar ve Apoptoz 

Apoptoz, NSAİ ilaçların antikanser etki mekanizmalarının en önemlilerinden 

biridir. Deneysel çalışma bulguları ve özellikle aspirin ile yapılan   çalışmalar, bu 

ilaçların antikanser etkilerinin geri dönüşlü olduğunu, ilaç kullanımının bırakılması 

durumunda kısa süre içinde tümörün tekrarlayabileceğini göstermektedir (32, 77, 

90). NSAİ ilaçların indüklediği apoptoz COX bağımlı veya COX bağımsız olabilir. NSAİ 

ilaçlardan bir ön ilaç olan sulindak metabolitleri ile yapılan çalışmalarda, COX-1 ve 

COX-2 inhibitörü olan sülfit ve COX-1 ve COX-2 inhibitörü olmayan sülfon 

metabolitlerinin her ikisinin de tümör oluşumunu ve kimyasal karsinojenezi birçok 

hücre hattında inhibe ettiği gözlenmiştir (91). 

Siklooksijenaz Bağımlı Apoptoz 

COX inhibisyonu, NSAİ ilaçların primer farmakolojik özelliğidir. Özellikle COX-

2, kanser patogenezinden sorumlu olan izomerdir (77). FAP (familyal adenomatöz 

polipozis) hastalarının adenomalarında ve deneysel olarak tümör oluşturulmuş 

ratlarda COX-1 miktarında değişiklik olmazken COX-2 seviyesinin normalden yüksek 

çıktığı görülmüştür (92, 93). COX-2 seviyesinin artması; hücre proliferasyonunu 

artırır, apoptozu engeller, anjiyogenezi ve metastatik potansiyeli artırır, reaktif 

oksijen türevlerinin oluşumunu artırır, VEGF’yi ve platelet kaynaklı büyüme 

faktörünü (PDGF) uyarır, B ve T lenfositlerinin çoğalmalarını engelleyerek immün 

yanıtı düşürür, bu şekilde karsinojeneze sebep olur. Bütün bu etkilerin de PGE2 

aracılığı ile olduğu düşünülmektedir (32, 77, 94).  

COX-2’nin aşırı ifadesi hücredeki BcL-2 sentezini de artırmaktadır. Hücre içi 

BcL-2 düzeyinin artması ise öncü kötü huylu hücrelerin apoptoza direnç 

göstermesine sebep olur (32, 77). COX ifadesinin artışı aynı zamanda AA ifadesinin 

de artışı demektir. Konsantrasyonu artan hücre içi AA’in, mitokondriyal membran 

potansiyelini değiştirerek sitokrom c salınımını artırdığı ve dolayısıyla apoptotik bir 
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yolağı başlattığı düşünülmektedir. AA aynı zamanda güçlü bir apoptoz indükleyicisi 

olan seramid üretimini de artırmaktadır (32, 77, 95-97).  

Siklooksijenaz Bağımsız Apoptoz 

NSAİ ilaçların indüklediği apoptozun birçok COX bağımsız mekanizması da 

mevcuttur. Bunlar arasında; NF-кB reseptör sayısının azalması, pro- ve anti-

apoptotik protein düzeylerinin değişmesi, intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaklarının 

aktivasyonu, proteazom fonksiyonlarının inhibisyonu, hücre döngüsünde bozulma 

ve stres kinazların aktivasyonu sayılabilir. Bu mekanizmaların bir kısmı COX bağımlı 

mekanizmalar arasında da yer alabilir (32). 

NF-кB; immün ve enflamatuvar cevaplar gibi birçok genin transkripsiyonunu 

düzenleyen bir faktördür. Hücrelerin yaşam ve ölüm mekanizmalarında rol oynayan 

genler de bunlara dahildir (32). NF-кB aktivitesinin özellikle daha önceden tedavi 

edilip tekrar ilerleyen ciddi kanser olgularında yükseldiği gözlenmiştir (98).  Aspirin 

ve diğer NSAİ ilaçların NF-кB aktivasyonunu inhibe ederek apoptoza yol açabileceği 

çalışmalarda belirtilmiştir (99, 100). 

Aspirin ve diğer NSAİ ilaçların apoptozun intrinsik ve ekstrinsik yolaklarını 

etkilediği bilinmektedir. Sitokrom c salınımını artırarak ve kaspaz-9’u etkileyerek 

intrinsik yolu, kaspaz 8’i etkileyerek ise ekstrinsik yolağı aktif hale getirir (101-103). 

Ayrıca NSAİ ilaçlar antiapoptotik bir protein olan BcL-2 ifadesini azaltırken, 

apoptotik proteinler olan Bax, Bad ve p53 ifadelerinde artmaya yol açar (104-106). 

NSAİ ilaçlar COX bağımsız olarak hücre döngüsünde duraklamaya ve 

proteazom fonksiyonlarını inhibe ederek apoptoza neden olur (106-108). Aynı 

zamanda NSAİ ilaçların endoplazmik retikulum (ER) ve oksidatif stresi indüklediği ve 

hücrelerde bu strese karşı apoptotik sinyallerin uyarabileceği gösterilmiştir (1, 32, 

109, 110). 

2.5. Çalışmada Kullanılan Yöntemler 

Canlıların bilimsel araştırmalarda kullanımının kısıtlanması gerekliliği, 

özellikle kanser çalışmaları gibi birçok alanda hücre kültürünün geliştirilmesine ve 
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kullanılmasına yol açmıştır (111). Dokudan, primer kültürden veya herhangi bir 

hücre hattından elde edilen hücreler ile oluşturulan kültürlere hücre kültürü denir 

(112). Tez çalışması süresince yürütülen hücre kültürü yöntemi, hücrelerin büyümesi 

ve vücut dışında muhafaza edilmesi tekniklerini kapsar. Kanser hücre hatları, orjinal 

kanserlerin özelliklerini taşımalıdır (113). 

Hücre kültürü sıcaklık, pH, karbondioksit (CO2) gibi çevresel etmenlerin 

kontrol edilebilmesi, hücre karakterizasyonu, maliyet, zaman gibi avantajlara 

sahipken; aseptik koşul şartı, pasajlar arası değişkenlik, farmakokinetik ve sistemik 

cevapların uyumsuzluğu gibi dezavantajları da vardır (112). 

2.5.1. Hücre Hatları 

İnsan Serviks (Rahim Ağzı) Kanseri Hücreleri (HeLa) 

HeLa hücresi, en eski, en yaygın olarak kullanılan ve ilk ölümsüz insan hücre 

hattıdır. 1951 yılında Afrika kökenli Amerikalı genç bir kadının agresif glandüler 

serviks kanserinden izolasyonundan itibaren kanser araştırmalarının başlıca 

dayanağı olmuştur (114). “Henrietta Lacks” isimli bu kadından elde edilen hücrelere 

isminin ilk harflerine dayanarak “HeLa” hücreleri denilmiştir. Bu hücreleri keşfeden 

Gey ve arkadaşları, HeLa hücreleri ile ilgili yayın yapmışlardır (115). Henrietta Lacks 

kanserin vücuduna yayılması sonucu ölmüş fakat ölümsüz hücreleri yoğun talepler 

nedeniyle tüm dünyaya dağıtılmıştır (111). Bu hücreler diğer kanser hücrelerine 

göre çok daha hızlı çoğalırlar (114). HeLa hücresi kanser çalışmalarında sıklıkla 

kullanılmıştır ve günümüzde kullanımı hala aynı şekilde devam etmektedir. HeLa 

hücre hattının özellikleri Tablo 2.2.’de ve mikroskobik görünümleri Şekil 2.8.’de 

gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

 



27 

 

 

 

Tablo 2.2. Çalışmada kullanılan HeLa hücre hattının özellikleri (116). 

Elde edildiği organizma İnsan 

Kaynak doku Serviks 

Yaş/Cinsiyet/Irk 31 yaş/Kadın/Siyah 

Tümör tipi Adenokarsinom 

Hücre tipi Epitel 

Hücre özelliği Adheran 

Saklama koşulları Sıvı azot buharı 

 

 

Şekil 2.8. HeLa hücrelerinin mikroskobik görünümleri (117). 

İnsan Hepatoselüler Karsinoma Hücreleri (HepG2) 

HepG2, farklılaşmış hepatoselüler karsinomu olan, 15 yaşında beyaz ırktan 

bir erkek karaciğer dokusundan kültür edilmiştir. İnsan karaciğer karsinom 

hücrelerinden oluşan ve ölümsüzleştirilmiş bir hücre hattıdır ve epitel hücre 

morfolojisi gösterirler. HepG2 hücreleri yapışkandırlar ve küçük agregatlar halinde 



28 

 

büyürler. Bu hücreler; karaciğer metabolizması ve gelişimi, onkogenez 

(kemokarsinojenez ve mutajenez), hepatoksisite gibi birçok alanda sıklıkla 

kullanılmaktadır. İlaç metabolizması ve hepatotoksisite çalışmalarında en çok 

kullanılan insan hepatomu HepG2’dir (118). Birçok ilaç ve ksenobiyotiğin toksisite 

testlerinde HepG2 hücre hattı oldukça sık kullanılmaktadır. Ayrıca genotoksisite 

testlerinde de kullanılmaktadır. Yapılan çalışmalarda, in vivo karaciğer hücresi ile 

tutarlı olarak bu hücreler de hepatotoksikana cevap olarak DNA hasarını ve 

apoptozu açık bir şekilde göstermiştir (119-121) HepG2 hücre hattı oldukça iyi 

karakterize edilmiştir. Normal hepatositlere benzeyen bir biyosentez yetenekleri 

vardır, transferrin, fibrinojen, albümin ve plazminojen gibi plazma proteinlerinin 

çoğunu üretirler (122, 123).  HepG2 hücreleri aynı zamanda CYP450 gibi birçok ilaç 

metabolizasyonunda rol oynayan enzimi ifade eder; ancak in vivo hepatositlere göre 

bu ifade oranı yaklaşık 50 kat düşüktür, bu da bu hücrelerin ana kısıtlamalarıdır 

(119). HepG2 hücre hattının özellikleri Tablo 2.3.’te ve mikroskobik görünümleri 

Şekil 2.9.’da gösterilmiştir. 

Tablo 2.3. Çalışmada kullanılan HepG2 hücre hattının özellikleri (124). 

Elde edildiği organizma İnsan 

Kaynak doku Karaciğer 

Yaş/Cinsiyet/Irk 15 yaş/Erkek/Beyaz ırk 

Tümör tipi Hepatoselüler karsinom 

Hücre tipi Epitel 

Hücre özelliği Adheran 

Saklama koşulları Sıvı azot buharı 

 



29 

 

 

Şekil 2.9. HepG2 hücrelerinin mikroskobik görünümleri (125). 

2.5.2. Sitotoksisite Ölçümü 

Hücre canlılığının ölçülmesi ve dolayısıyla sitotoksisite çalışmaları; 

mutajenezin, malign transformasyonların, hücresel patolojinin, apoptozun ve 

farmasötik toksisitenin değerlendirmesinde oldukça büyük önem taşımaktadır. 

Ayrıca tümörler yalnızca canlı hücrelerden kaynaklanabileceği için önemli 

karsinojenez mekanizmalarının açıklanmasında da hücre canlılığının ölçülmesi 

değerlidir (126). 

Geçmiş yıllarda hücre kültüründe, hücre canlılığı ve proliferasyonu 

çalışmaları için birçok yöntem geliştirilmiştir (127). Bu yöntemler arasında en yaygın 

olarak kullanılan ve uygulaması en kolay yöntemler mikro kuyucuklu plak 

kullanılarak yapılan sitotoksisite çalışmalarıdır. Bu yöntemlerin en önemli 

avantajları, hızlı ve kolay şekilde, aynı anda, aynı koşullar altında, birden fazla 

örneğin sitotoksisite analizinin yapılabilmesidir. Özellikle 96-kuyucuklu plaklar ile 

yapılan çalışmalar, analiz edilebilecek örnek sayısının çok olması sebebiyle oldukça 

önem kazanmıştır. Kolorimetrik ve lüminesans temelli analizler, bir mikroplak 

okuyucu sayesinde örneklerin doğrudan plak üzerinde analizlerinin yapılmasına 

olanak verir (128). 

Araştırmalarda kullanılacak sitotoksisite yöntemi seçimi birçok faktöre 

bağlıdır. Bunlar arasında; hücre ölüm mekanizmaları, çalışmada kullanılacak olan 

maddenin cinsi, alınacak cevabın şekli, kullanılan hücre türü sayılabilir (112, 128).   
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Sitotoksisite genel olarak kolorimetrik, lüminesans ve enzimatik yöntemlerle 

belirlenir. Kolorimetrik yöntemlerde; MTT, XTT, 3-(4,5- dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-

karboksimetoksifenil)-2-(4- sülfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2-(4-iodofenil)-3-(4-

nitrofenil)- 5-(2,4-disülfofenil)-2H-tetrazolyum (WST) gibi tetrazolyum tuzları 

kullanılarak renk değişikliği ölçülebildiği gibi, kristal viyole, nötral kırmızısı gibi 

boyalar kullanılarak hücrelerin spesifik boyanması esasına dayalı ölçümler de 

yapılabilir. Lüminometrik yöntemler; floresans ve biyolüminesans olarak ayrılır, 

floresans yöntemlerde bu özellikte olan maddeler kullanılırken biyolüminesans 

yöntemlerde lusiferaz gibi özel enzimler ve bunların substratları kullanılarak ölçüm 

yapılır (örneğin; alamar mavisi). Enzimatik yöntemler ise LDH gibi hücre hasarı veya 

ölümü sonrası açığa çıkan enzimlerin ölçümüne dayanır (129-132). Ayrıca hücre 

sayısı ölçümleri arasında da tripan mavisi yöntemi gibi mikroskobik işlemler veya 

otomatik sayım teknikleri bulunmaktadır, fakat bu yöntemler zaman ve az örnekle 

çalışılabilme açısından çok fazla kullanılan yöntemler değildir (132). 

MTT Testi 

MTT yöntemi, ilk olarak 1983 yılında Mosmann tarafından memeli 

hücrelerinin canlılıklarının ve çoğalmalarının ölçülmesinde kullanılan kesin, hızlı, 

kantitatif kolorimetrik bir yöntem olarak ifade edilmiştir (133).  

Canlı hücrelerde bulunan bir mitokondriyal enzim olan süksinat 

dehidrogenaz, bir monotetrazolyum tuzu olan sarı renkli MTT’yi tetrazolyum 

halkasının açılmasına sebep olarak mor-menekşe renkli, suda çözünmeyen formazan 

kristallerine dönüştürür. Yöntemin temeli de bu şekilde tetrazolyum tuzlarının 

indirgenerek renkli ve çözünmeyen formazan kristallerini oluşturmasına dayanır 

(134, 135). Formazan kristalleri hücre membranından geçemez ve dolayısıyla hücre 

içinde birikir (136). Tetrazolyum halkası yalnızca metabolik olarak aktif olan 

hücrelerde enzim aktivitesi sonucu açıldığı için MTT yöntemi ile sadece canlı 

hücreler tanımlanır. MTT hücre içine alındıktan sonra mitokondri bağımlı bir 

reaksiyon ile formazan kristallerine dönüştürülür. Bu formazan ürünleri sağlam, 

hasar görmemiş bir hücre membranından geçemez ve dolayısıyla hücre içinde 
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birikir. Suda çözünmeyen formazan ürünleri dimetil sülfoksit (DMSO) gibi organik 

çözücülerde çözünebilir; bu şekilde organik bir çözücü eklendiğinde bu maddeler 

çözünerek hücre içinden salınır ve oluşan renk kolaylıkla spektrofotometrik olarak 

ölçülebilir. Yöntemin esası, yalnızca canlı hücrelerin ölçümüne izin verdiği için oluşan 

ve ölçülen mor-menekşe renk, hücre canlılığının bir göstergesi olarak kabul edilir 

(137-140). 

2.5.3. Genotoksisite Ölçümü 

Genetik toksikoloji, genotoksik ajanların indüklediği kromozomlarda veya 

DNA’da oluşan hasarı inceleyen toksikolojinin bir alt dalıdır. Genotoksik ajanlar 

mitotik ağda, hücre döngüsü kontrol noktalarında veya doğrudan ya da dolaylı bir 

şekilde DNA’da hasara sebep olur, bunlar da DNA tamir mekanizmalarını bozabilir, 

mutasyona sebep olabilir veya hücreyi apoptoza götürebilir. Sonuç olarak DNA’da 

oluşan değişiklikler birçok genetik ve multifaktöriyel hastalığa, kansere, yaşlanmaya, 

kısırlığa vs. sebep olur (141, 142).  

DNA hasarı doğrudan olabileceği gibi genotoksik maddenin DNA 

bütünlüğünü koruyan proteinlere bağlanmasıyla dolaylı bir şekilde de meydana 

gelebilir. Örneğin iyonize radyasyon DNA’yı doğrudan hedef alır ve kırıklara sebep 

olur. İyonize radyasyonun dolaylı yoldan DNA hasarı yapması ise fotonun su 

molekülüyle etkileşip serbest radikal oluşturması esasına dayanır (142). 

Mutajen maddeler hedef ile etkileştiğinde farklı hasarlar oluşturabilir. 

DNA’da tek zincir/çift zincir kırıkları, nokta mutasyonlar, çerçeve kayması, DNA 

katımı gibi hasarlar meydana gelebilirken aynı zamanda yapısal ve sayısal 

kromozomal değişiklikler de oluşabilir. Sonuç olarak o hücre ya hasar onarım 

mekanizmalarıyla tamir edilir ya da tamir edilemediği taktirde apoptoza gider (142, 

143).  

Genotoksisite testleri uzun yıllardan beri kullanılmaktadır ve toksik 

maddelerin genotoksik ve karsinojenik potansiyellerini değerlendirmek için birçok 

genotoksisite testi vardır (144). Bu yöntemler in vitro ve in vivo testlerden oluşurlar 
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ve çeşitli mekanizmalarla doğrudan ya da dolaylı olarak genetik materyalde oluşan 

hasarları tespit etmek için geliştirilmiştir (145-147).  

En yaygın kullanılan genotoksisite testleri; Ames testi, COMET testi, 

kromozom aberasyonu (CA), kardeş kromatit değişimi (SCE) ve mikroçekirdek (MN) 

testidir. 

Tek Hücre Jel Elektroforez (COMET) Testi 

Tek hücre jel elektroforez (single-cell gel electrophoresis-SCGE)  veya COMET 

yöntemi; in vivo/in vitro/ex vivo olarak uygulanabilen bir genotoksisite testidir. Tek 

hücredeki DNA hasarını belirlemede kullanılır. Duyarlı, basit, hızlı ve düşük maliyetli 

bir test olması, farklı hücre tipleri ve farklı DNA hasar tipleri için uygulanabilir 

olması, az miktardaki DNA hasarlarını ve birden fazla DNA hasar sınıfını tespit 

edebilmesi, en önemlisi de ölçüm için radroaktif işaretleme gerektirmemesi COMET 

yönteminin üstünlükleridir ve bu üstünlüklerden dolayı DNA hasar tespitinde 

oldukça sık kullanılan bir yöntemdir (148-153). Tekniğin bu avantajlarının yanı sıra 

bazı dezavantajları da vardır; tekniğin uygulama aşamasındaki elektroforez süresi, 

voltajı, hücre miktarı vs. gibi farklılıklar, sayım yapan kişinin tek olması gerekliliği, 

hasar belirlemede kullanılan parametrelerin çeşitliliği ve doğru seçim yapılması 

gerekliliği bu dezavantajlar arasında sayılabilir (152). 

İlk olarak DNA hasarını spesifik hücrelerde 1978 yılında Rydberg ve Johanson, 

insan lenfositlerini agaroz jel içinde hazırlayarak ve akridin oranj ile değerlendirme 

yaparak belirlemişlerdir (154). 1984 yılında Ostling ve Johanson jel elektroforez 

tekniği-mikroelektroforetik teknik geliştirerek ve yönteme etidiyum bromür ile 

boyama aşamalarını ekleyerek yöntemi bir basamak daha geliştirmişlerdir.  Bu 

yöntemde elektroforez nötral koşullarda uygulandığı için kullanımı kısıtlıdır, çünkü 

nötral koşullarda çift sarmal kırıkları tespit edilebilirken tek sarmal kırıkları tespit 

edilememektedir (155). Singh ve arkadaşları 1988 yılında alkali ortamda (pH>13) 

uyguladıkları elektroforez tekniği ile bu problemi ortadan kaldırmışlardır ve 

günümüzde kullanılan COMET tekniği, Singh ve arkadaşlarının geliştirdiği tek ve çift 

zincir kırıklarının her ikisini de tanımlamaya olanak sağlayan bu tekniktir (156). 
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Tek hücre jel elektroforez yönteminde; agaroz jel içerisinde mikroskop 

lamına yayılan hücrelere hücre membranını parçalayan lizis işlemi uygulanır ve 

süperkoil DNA moleküllerini içeren nükleoidler oluşur (157, 158). Süperkoil DNA 

moleküllerinin taşıdıkları zincir kırıklarından dolayı alkali elektroforez sonrasında 

DNA sarmalı gevşer ve serbest kalan DNA kırıkları anoda doğru göç eder ve kuyruklu 

yıldız görünümü oluşur. Bu kuyruklu yıldız görünümünden dolayı yöntem “COMET” 

adını almıştır (159). Hasarsız DNA ise büyük olduğundan, elektroforezde akım 

uygulaması ile kuyruk bırakmadan göç eder (160). Elektroforez sonrasında 

propidyum iyodür (PI), etidyum bromür (EtBr), akridin oranj, 4',6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI) gibi DNA bağlayıcı floresan verme özelliği olan bir boya kullanılarak 

floresan mikroskop altında değerlendirme yapılır (158, 161). Pirimidin dimerleri, 

oksitlenmiş pirimidin/pürinler ve alkillenmiş bazlar gibi DNA hasarları böylelikle 

tespit edilebilir (157).  

Elde edilen COMET görüntüsü görsel olarak veya hücredeki DNA hasarını 

belli parametreler ile ölçen görüntü analiz sistemleri ile değerlendirilir. Görsel olarak 

değerlendirmede hücreler hasarlı ve hasarsız olarak ayırt edilebilir, hasarlı olanlar 

ise hasar seviyelerine göre farklı kategorilere ayrılır; hiç kuyruk taşımayan (az 

hasarlı-0) gruptan DNA’nın çoğunlukla kuyruk kısmında yer aldığı yani çok kuyruklu 

(çok hasarlı-4) gruba kadar 0-4 arasında değişen bir derecelendirme yapılabilir (148). 

Görüntü analiz programları ile ise daha çok parametre değerlendirilebilir. Bunlar 

arasında DNA kuyruk uzunluğu, toplam uzunluk, DNA kuyruk yoğunluğu (kuyruktaki 

DNA yüzdesi), DNA kuyruk momenti, baş kısmındaki yüzde DNA gibi parametreler 

sayılabilir (159, 162, 163).  

Çeşitli enzimlerle yapılan COMET yöntemleri de kullanılmaktadır. Özel 

glikozilaz aktivitesi gösteren bu enzimler hasarlı olan bazı uzaklaştırır, orada 

apürinik/apirimidinik bölgeler oluşturur ve bu bölgelerde zincir kırıkları meydana 

gelebilir ve böylelikle DNA hasarı belirlenebilir (164). Oksidatif DNA baz hasarlarının 

belirlenmesi için de yöntemde lizis işleminden sonra nükleotitler birtakım tamir 

enzimleriyle inkübasyona bırakılır ve inkübasyondan sonra önceki değerlerle 

karşılaştırılır, COMET parametrelerinde artış olması durumunda okside bazların 
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varlığından söz edilebilir. İnsanlardaki hücrelerde DNA hasarının tipini belirlemek 

için kullanılacak bu enzimlere Endonükleaz III enzimi ve Escherichia coli’den elde 

edilen bir DNA onarım enzimi olan formamidopirimidin glikozilaz (Fpg) örnek 

verilebilir. Bu enzimler okside pirimidinleri belirler (165-167). FPG, özellikle bir pürin 

oksidasyon ürünü olan 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG)’i tayin eden bir 

endonükleazdır. Bu enzim; 8-OHdG ve diğer okside pürinleri yüksek bir hassasiyetle 

tayin etmesinin yanı sıra, açık zincir N-7 guanin katım ürünlerini ve abazik bölgeleri 

de tayin edebilmektedir (168). Bu şekilde tamir endonükleaz enzimi bulunan her 

türlü hasarlı hücre COMET yöntemiyle tanımlanabilmektedir. 

COMET yöntemi ile hücrenin ölüm mekanizması hakkında da fikir sahibi 

olunabilmektedir. Özellikle apoptoza uğrayan hücreler bu yöntem ile tayin edilebilir. 

Bu hücrelerde DNA’nın baş kısmı hemen hemen tamamen parçalanır ve toz bulutu 

halini alır, bu şekilde apoptotik hücreler tanımlanabilir (169). 

DNA kırık tayini prensibine dayanan COMET tekniği birçok alanda 

kullanılmaktadır. Birçok tipte DNA hasarı ölçümünün yanı sıra DNA onarım 

araştırmaları, genotoksisite çalışmaları, apoptoz çalışmaları, biyolojik izleme, 

antioksidan çalışmaları ve klinik araştırmalar bu tekniğin uygulama alanına 

girmektedir. Sonuç olarak COMET yöntemi, moleküler epidemiyolojide 

ksenobiyotiklere çevresel ve mesleki maruziyetlerin ve bunların genetik düzeyde 

sonuçlarının araştırılmasında yaygın olarak kullanılmaktadır (152). 

2.5.4. Gen İfadesi Ölçümü 

Gen ifadesi veya gen ekspresyonu terimleri, her biri birer DNA dizisi olan 

genlerin gen düzeyinden fonksiyonel olan protein yapısına dönüştürülmesi süreci 

için kullanılır. Bu süreç aslında temel iki basamaktan oluşmaktadır: Birinci basamak 

transkripsiyon basamağıdır. Bu basamakta DNA’da bulunan genetik bilgi bir RNA 

(mRNA) molekülü sentezi suretiyle kopyalanır. İkinci basamak ise translasyon 

basamağıdır. Bu basamakta ise kopyalanan genetik bilgi bir protein haline getirilir 

(170). DNA’daki baz diziliminin o bölgeden sentezlenen proteinin aminoasit dizisini 
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nasıl belirlediği, yani şifreleme işlemi biyokimyasal ve genetik yöntemlerle belirlenir 

(171). 

Gen ifadesi ölçümü asıl olarak farklı hücrelerdeki genlerin veya aynı 

hücredeki farklı genlerin mRNA düzeylerini karşılaştırmak amacıyla yapılır. Örneğin 

sağlıklı ve tümör hücre karşılaştırılması, ilaç uygulaması, toksik maddelere maruziyet 

sonucu gen ifadelerindeki değişimler vs. bu ölçümlerle kıyaslanabilir (172). İfade 

edilen genler hücresel fenotipin ve fonksiyonların anlaşılmasında oldukça önemli bir 

faktördür. Genomik DNA’dan mRNA üretilmesi protein sentezinin ilk basamağı 

olduğu için gen ifadesindeki her değişiklik hem fenotipik hem de morfolojik 

farklılaşmalardan sorumludur (173). 

Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) 

Gen ekspresyon analizleri, çeşitli uyarılara karşı biyolojik cevabın 

görüntülenmesi için oldukça sık kullanılır. Kantitatif nükleik asit sekans analizi için 

birçok yöntem geliştirilmiştir. Son zamanlarda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

yönteminin kantitatif nüklek asit analizi için güçlü bir araç olabileceği kanıtlanmıştır 

(174).  

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR); nükleik asitlerle ilgili çalışmalarda oldukça 

sık kullanılan özgül ve duyarlı bir moleküler yöntemdir. 1980’li yıllarda Karry Mullis 

tarafından geliştirilmiştir ve 1993 yılında Nobel bilim insanı ödülüne layık 

görülmüştür. PCR tekniğinde reaksiyonlar katlanarak DNA kalıpları oluştururlar. 

Böylece başlangıç hedef sekansı ve oluşan PCR ürünü arasında miktarlar 

kıyaslanarak kantitatif bir ilişki elde edilir (175).  

Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), PCR yönteminin 

geliştirilmiş önemli bir uygulamasıdır (176). Yöntemin gidişatını görünür hale getirir 

ve monitörize eder. Boyalar veya floresan işaretli problar kullanılır ve floresan ışıma 

oluşan DNA ile doğru orantılı olarak artar (177). Bu sistemde amplifikasyonunun ve 

amplifiye olmuş, çoğaltılmış ürünün (amplikon) kontrolü aynı kapalı sistem 

içerisinde gerçekleşir (178). Yöntem farklı kaynaklarda “kinetik PCR”, “homojen 

PCR”, “kantitatif RT-PCR” gibi farklı tanımlar ile de kullanılmaktadır (179). 



36 

 

RT-PCR, 3 temel basamaktan oluşur. İlk basamakta RNA revers transkriptaz 

(RT) enzimi ile komplementer DNA (cDNA)’ya dönüştürülür. İkinci basamakta PCR 

kullanılarak cDNA’nın amplifikasyonu sağlanır. Üçüncü basamakta ise amplifikasyon 

miktarı ve derecesi gerçek zamanlı olarak tayin edilir (180).  

PCR reaksiyonunda çift zincirli DNA, DNA sekansına bağlanacak 

oligonükleotid primer, nükleotit trifosfat (dNTP), ısıya dayanıklı polimeraz ve 

tampon magnezyum (Mg2+) iyonları kofaktör olarak bulunmalıdır ve reaksiyon ısıl 

işlem gerekmektedir. Reaksiyondaki ısı döngüleri uygun şekilde ayarlanır. Tek bir 

döngü göz önüne alındığında; öncelikle çift zincirli DNA’nın zincirlerini ayırmak için 

yüksek sıcaklık uygulanır, bu aşama denatürasyon (denaturation) aşaması olarak 

bilinir. Birleşme (annealing) aşamasında ise tek zincirli kalıp DNA ve ortamda 

bulunan primerlerin bağlanması için sıcaklık düşürülür, bu aşamada birleşme için 

gerekli sıcaklık yaklaşık 50-60°C’dir. Son olarak uzama (extension) aşamasında 

polimeraz için uygun olan 72°C sıcaklık sağlanır ve DNA polimeraz dNTP'leri 

kullanarak hedef zincirin uzamasına sebep olur. İşlem genel olarak 20-40 döngü 

sonrasında tamamlanır (181).  

PCR sonuç ürünlerini belirlemede özgül olan veya olmayan yöntemler 

bulunmaktadır. Özgül yöntemler arasında TagMan prob, moleküler boncuk, 

hibridizasyon prob gibi yöntemler bulunmaktadır. Bu yöntemler DNA parçasının 

çoğaltılmak istenilen bölgesi özel bir bölge ise kullanılır. Özgül olmayan yöntemler 

arasında ise en çok “SYBR Green I” boya çeşidinin kullanıldığı yöntem 

bulunmaktadır. Burada kullanılan boya sadece çift zincirli DNA’ya bağlanır ve DNA 

miktarındaki artışa paralel olarak cihazda okunan floresan miktarında da artışa 

sebep olur. SYBR Green I, 497 nm dalga boyunda yükseltgenir ve 520 dalga boyunda 

indirgenir. Primerler DNA molekülüne bağlanıp uzama başladığında boya molekülleri 

çift zincirli DNA arasına girer ve ışıma yapar. Ürün miktarı arttıkça floresan miktarı 

artar ve eş zamanlı görüntülenebilir. Floresan işaretli problara ihtiyaç olmadığı için 

yöntem daha az maliyetlidir ve çok fazla genin çoğaltılmasına olanak verir. Bu 

avantajlarının yanı sıra bölgeye özgül olmadığı için istenmeyen PCR ürünlerinin açığa 
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çıkması sonucu da boya floresan ışıma yapacağı için yanlış sonuç almak da 

mümkündür dolayısıyla uygun primer seçimi önem kazanmaktadır (181-183). 

Orijinal PCR yönteminde kullanılan DNA polimeraz, Escherichia coli’den elde 

edilmiştir. E.coli DNA polimeraz I’inin Klenow parçasından elde edilen bu enzim,  çift 

zincirli DNA’yı denatüre etmek için gerekli olan sıcaklıkta bozulduğundan her 

döngüden sonra reaksiyona yeni enzim eklemeyi gerektirmiştir (184). Sıcağa 

dayanıklı DNA polimeraz kullanımı, bu durumu gerektirmediği için büyük kolaylık 

sağlamıştır. Kullanılan yüksek sıcaklığa dayanaklı ilk DNA polimeraz, Thermus 

aquaticus’tan elde edilen “Taq DNA polimeraz”dır.  Bu enzim PCR uygulamalarında 

en sık kullanılan enzimdir (185). 

Eşik döngü değeri (threshold cycle, Ct), RT-PCR yönteminde önemli bir 

değişkendir. Üründeki artışın anlamlı olduğu ilk noktadır. Başka bir deyişle Ct değeri, 

amplifikasyon sırasında saptanan floresan ışımanın eşik değerinin aşıldığı döngü 

sayısını ifade eder, sistemin floresan ışımayı farkettiği nokta da denilebilir. PCR 

reaksiyonlarında yer alan farklı kalıp örneklerin miktarı Ct değerleri karşılaştırılarak 

öngörülebilir (186). 

RT-PCR’da önemli noktalardan bir tanesi de referans gen (housekeeping gen, 

kontrol geni) seçimidir. Kararlı ifadeye sahip olan genler PCR analizlerinde referans 

gen olarak kullanılmaktadır ve sonuçlar bu gen ifadesi baz alınarak 

hesaplanmaktadır. Normalizasyon için doğru referans gen seçimi gereklidir. En sık 

kullanılan referans genler gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) ve β-aktin 

genleridir (186). 

RT-PCR, son zamanlarda kullanımı oldukça geniş alana sahip bir yöntemdir. 

Kullanıldığı alanlar arasında; patojen tespiti, onkolojik çalışmalar, prenatal tanı 

çalışmaları, adli tıp, genotipleme, genetiği değiştirilmiş organizmalar (GDO), 

metilasyon tespiti, DNA hasarı, ilaç endüstrisi, gen anlatımının analizi, kromozom 

anomalileri, tek nükleotit polimorfizmi (SNP) varlığının belirlenmesi, RNA çalışmaları 

vs. sayılabilir (182). 
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2.5.5. Hücre Döngüsü Analizi ve Geç Apoptoz Ölçümü 

Hücre Döngüsü 

Hücre döngüsü;  hücrenin büyüme ve çoğalmasını, organizma gelişimini, DNA 

hasar onarım regülasyonunu, hasara karşı cevap olarak doku hiperplazisini ve kanser 

gibi hastalıkları kapsayan karmaşık bir süreçtir. Hücre döngüsü çeşitli düzenleyici 

proteinler içerir, bu proteinler de hücreyi mitoz ve iki yavru hücre şeklinde sonuç 

veren spesifik sekanslara yönlendirir.  

Hücre döngüsü sürecindeki merkezi bileşenler siklin bağımlı kinazlardır 

(cdks). Bu siklin proteinleri, hücrenin G1, S, G2 ve M (mitoz evresi) olarak 

adlandırılan hücre döngüsü basamaklarına ilerlemesini düzenler. Hücre döngüsü 

morfolojik olarak 2 evreye ayrılabilir; bunlar G1, S, G2 fazlarını kapsayan “interfaz” 

ve profaz, metafaz, anafaz, telofaz fazlarını kapsayan “M” evresidir. 

G1 ve G2 evreleri, hücre döngüsünde mitoz ve DNA replikasyonu arasında 

kalan boşlukları oluşturur. G1 evresinde hücre DNA sentezi için hazırlanır. S 

evresindeki hücrelerde DNA sentezi gerçekleşir ve bundan dolayı anöploid DNA 

içerirler. G2 evresi ikinci boşluğu oluşturur ve hücre mitoza, yani M evresine 

hazırlanır. G0 evresi de interfazın bir evresidir ve dinlenme fazı olarak adlandırılır. Bu 

evrede hücre döngüsü aktif değildir fakat bölünme için de potansiyel teşkil eder. 

Özellikle farklılaşmalarını bitiren hücreler, bölünme sinyali almayan hücreler, 

büyümeyen hücreler veya besin yetersizliği gibi durumlarda hücreler bu fazda 

seyreder. Uyarı alan hücre dinlenme evresinden G1 evresine geçerek aktif döngüye 

girmiş olur (187-189). Hücre döngüsü basamakları Şekil 2.10.’da gösterilmiştir.  
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Şekil 2.10. Hücre döngüsü basamakları (187, 189). 

Birçok toksin veya ksenobiyotik hücre döngüsünü spesifik bölgelerde 

etkileyebilir. Bunlara en iyi örnek kemoterapötik ilaçlardır. Hücre döngüsünün farklı 

bölgelerinde etki gösterdikleri için bu ajanların etki mekanizmalarının anlaşılmasında 

hücre döngüsü analizleri önemli rol oynar. Ksenobiyotiklerin etki mekanizmasının 

anlaşılmasında hücre döngüsü önemli bir araçtır. Örneğin bir toksin S fazının 

başlangıcında yığılmaya sebep oluyorsa DNA sentez mekanizmasının bir şekilde 

inhibisyonundan söz edilebilir.  

DNA içeriği, BrdU ve H3-timidin inkorporasyonları, siklin ve cdk ifadeleri gibi 

hücre döngüsü durumlarını belirlemek için belirli belirteçler kullanılmaktadır. DNA 

içeriği, akım sitometri ile belirlenebilen en kolay ve en sık kullanılan ölçümdür. Bu 

ölçümde hücre döngüsünün G1, S ve G2/M (bu iki fazı birbirinden ayıramadığı için 

birlikte ölçüm verir) evrelerindeki yığılmalar gözlenir (187). 

p53 tümör baskılayıcı gen, hücre döngüsünde önemli bir role sahiptir. Hücre 

proliferasyonu ile ve apoptoz ile direkt olarak bağlantılıdır. Malignitelerin yaklaşık 

%50’sinde p53 mutasyonları tanımlanmaktadır. p53, DNA hasarı kontrol noktasında 

önemli bir role sahiptir. Bir DNA hasarını takiben post-transkripsiyonel 

mekanizmalar ile p53 miktarı artar. Bu durum da hücre siklusunun G1 evresinde 
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yığılmaya sebep olur. p53 mutasyonlu hücrelerde bu kontrol noktası ortadan 

kalkmıştır. Böylece mitoz öncesi DNA hasar tamir mekanizması kısıtlanmış olur ve 

mitoz sonrası hasar genoma sabitlenmiş olur (187, 190, 191). 

Akım Sitometri 

Akım sitometri, biyolojik partiküllerin karakteristik özelliklerini ölçen lazer 

tabanlı bir teknolojidir. Hücrelerin ve çekirdek, organeller gibi hücre içi 

komponentlerin de ölçümünü gerçekleştirebilir. Akım sitometreleri tek bir partikülü 

veya hücreleri, sıvı ortamda akarak bir uyarım ışık kaynağından geçerken tarar (192). 

Temel olarak akım sitometri; tek bir hücrenin çoklu fiziksel özelliklerinin ölçüm 

cihazı içinden geçerken eş zamanlı olarak ölçülmesi olarak tanımlanabilir (193). Akım 

sitometri, biyolojik araştırmalar için oldukça önemlidir, çünkü hücrenin bütününün 

veya boya ve monoklonal antikor gibi ticari olarak temin edilebilen ajanlarla 

etiketlenmiş hücre içeriklerinin kalitatif ve kantitaif olarak ölçümlerine izin verir 

(192). 

Birçok farklı disiplin akım sitometrinin gelişiminde rol oynamıştır. Bunlar 

arasında biyoloji, biyoteknoloji, bilgisayar bilimi, elektrik mühendisliği, lazer 

teknolojisi, matematik, tıp, ilaç, moleküler biyoloji, organik kimya ve fizik sayılabilir. 

Sitoloji otomasyonları ile başlayan çalışmaların süreci, 1950’li yıllarda Wallace 

Coulter’ın ilk akım sitometri cihazını bulması ve patent almasıyla ivme ve önem 

kazanmıştır (192, 193). Daha sonra hücre alt gruplarının ayrımlarının da 

sağlanabilmesi (cell sorting), antikor teknolojisi gibi çalışmalarla akım sitometri 

tekniği daha da ilerlemiştir (192).  

Akım sitometri cihazında sıvı akış kısmı, cihazın en önemli kısımlarından 

biridir ve hücrelerin veya partiküllerin hazırlanan örnekten cihaza akışını sağlar. 

Örneği içeren sıvı ve bunu çevreleyen sıvı birbirine karışmadan akmakta, çevreleyen 

sıvı hidrodinamik bir odaklama sağlamaktadır ve böylece hücreler veya partiküller 

lazer ışının önünden tek sıra halinde geçmiş olurlar (192). Optik kısmında lazer ışını 

çoğu akım sitometride floresanlı etiketi uyaran ışık kaynağı olarak kullanılır. Mavi ışık 

üreten argon lazeri en sık kullanılan sistemdir. Bunun dışında helyum, civa lambaları 
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da kullanılmaktadır. Optik sistem ışık sinyallerini oluşturup bunların bir araya 

toplanmasından sorumludur (193). Elektronik sistem ise hücrelerden gelen ışık 

saçılımı ve floresans emisyonu, filtre ve dedektörlerde elektronik sinyallere dönüşür. 

Temel olarak iki tip dedektör bulunmaktadır. İleri saçılım kanal dedektörü (forward 

scatter channel, FSC); hücre yüzeyinden yansır ve hücrenin boyutu hakkında bilgi 

verir. Yana saçılım kanal dedektörü (side scatter channel, SSC) ise; hücre içinden 

kırılıp yansır ve partiküllerin veya hücrelerin granüler içerikleri, iç yapıları hakkında 

bilgi verir. Bunlar dışında bir de floresan filtreler ve dedektörler bulunur, değişik 

dalga boylarındaki floresan ölçümler, hücrelere floresan problar eklenir ve hücre 

yüzey molekülleri ve hücre içi moleküller hakkında bilgi verir. Bunlar hücre yüzey 

reseptörleri, sitokinler, DNA vs. olabilir. Bu yöntemin asıl amacı hedefe doğrudan 

yönelerek biyolojik veya biyokimyasal özelliklerin daha kolay saptanabilmesidir. 

İşaretlenmiş hücreler ışık kaynağından geçirildiğinde floresans moleküller bir üst 

enerji düzeylerine geçerler ve tekrar normal enerji düzeylerine dönerken 

florokromlar yüksek dalga boyuna sahip ışık saçarlar. 

Tek floresan kullanılarak yapılan analizler olduğu gibi daha ileri çalışmalar 

için iki veya daha fazla floresan boya kullanılarak analizler de yapılmaktadır. Akım 

sitometride çoklu florokrom kullanımı (eksitasyon dalga boyu aynı, emisyon dalga 

boyu farklı), hücrede aynı anda birçok özelliğin ölçümüne izin verir. Kullanılan 

florokromlara ve bunların emisyon dalga boylarına göre dedektör tipi/floresan kanal 

belirlenir. Örneğin florokrom olarak floresan izotiyosiyanat (FITC) kullanılıyorsa yeşil 

kanal (FL1), PI veya fikoeritrin (PE) kullanılıyorsa turuncu-kırmızı kanal (FL2) göz 

önünde bulundurulur. Kırmızı kanalda ise kırmızı floresan veren florokromlar 

gözlenir (192-194). 

Akım sitometri ile hücresel DNA içeriği analizi, DNA sarmal yapısına eklenen 

PI gibi floresan boyalar kullanılarak yapılabilir (194). Floresan sinyali ile hücre 

çekirdeğindeki DNA miktarı doğru orantılıdır. Bu yöntem ile bir tümörlü hücre 

topluluğunda anormal DNA içeriği/anöploid DNA analiz edilebilir. DNA içeriği analizi 

ve hücre döngüsü analizi, akım sitometrinin en yaygın kullanılan iki uygulamasıdır 

(195). Akım sitometri ile hücre döngüsünde her bir evrede bulunan hücre sayısı 
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belirlenebilir. Normal bir DNA histogramında en yüksek dağılım G0/G1 evresindeki 

hücreler en yüksek dağılıma sahiptir ve bu evredeki hücrelerin DNA’sı diploid 

(2n)’dir. G2/M evresinde ise DNA tetraploid (4n) olarak bulunur. Hücrelerin G2 ve M 

evrelerindeki DNA içerikleri eşdeğerdir, bu nedenle bu yöntem ile bu iki fazı 

birbirinden ayırt etmek mümkün değildir (195). Apoptotik bir hücre PI ile boyanıp 

akım sitometrisi ile analiz edildiğinde hipodiploid pik (subG1) gözlenir ve bu pik 

normal DNA içerikli pikin hemen yanında kolayca ayırt edilebilir (196).  

Akım sitometrinin günümüzde kullanım alanı oldukça genişlemiştir. 

İmmünolojide; immün fenotipleme, antijene özgü cevap, hücre içi sitokin analizi, 

proliferasyon analizi, apoptoz analizi, moleküler biyolojide; hücre döngüsü analizi, 

floresan protein analizi, RNA analizi, sinyal transdüksiyon analizi, hücre ayrıştırma 

gibi analizler akım sitometri ile yapılabilmektedir. Bunlar dışında absolü hücre 

sayımı, kantitatif akım sitometri, çoklu boncuk dizi analizleri, fagositoz analizleri, 

küçük partikül analizleri ve ayrımları gibi çalışmalar da akım sitometrinin kullanım 

alanlarına girmektedir (197). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

β-merkaptoetanol  Amresco 

Dimetil Sülfoksit (DMSO)  Sigma-Aldrich 

Dulbecco’s Erime Noktalı Agar (DMEM)  Sigma 

Düşük Erime Noktalı Agar (LMPA)  Boehringer 

Mannheim 

Etidyum bromür (EtBr)  Sigma-Aldrich 

Etil Alkol  Sigma-Aldrich 

Etilen Diamin Tetraasetik Asit, Disodyum Tuzu 

(Na2EDTA) 

 Merck 

Flurbiprofen  Sigma 

Fetal Sığır Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS)  Sigma 

Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS)  Sigma 

HeLa (İnsan Serviks Adenokarsinom) Hücre Hattı,  

CCL-2 

 Americal Type 

Culture Collection 

HepG2 (İnsan Hepatosellüler Karsinom) Hücre Hattı, 

HB-8065 

 Americal Type 

Culture Collection 

Hidrojen Peroksit (H2O2) (%30)  Merck 

Hidroklorik Asit (HCl) (%37)  Sigma 

L-Glutamin   

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum 

bromür) 

 Sigma 

N-Lauril Sarkosinat Sodyum Tuzu  Sigma 

Normal Erime Noktalı Agar (NMPA)  Sigma 

Penisilin-Streptomisin  PAA 

Propidyum İyodür (PI)  Sigma-Aldrich 

RNaz  Sigma-Aldrich 

RNeasy Plus Mini Kit  Qiagen 
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RT² First Strand Kit  Qiagen 

RT² SYBR Green qPCR Mastermix  Qiagen 

RT² qPCR Primer Assay  Qiagen 

Sisplatin   Koçak 

Sodyum Hidroksit (NaOH)  Merck 

Sodyum Klorür (NaCl)  Sigma 

Tripan Mavisi  Sigma 

Tripsin-EDTA  Sigma 

Tris  Sigma 

Triton x-100  Sigma 

3.2. Kullanılan Araç ve Gereçler 

Akım Sitometri Cihazı  Beckman Coulter EPICS 

XLMCL 

Akım Sitometri Yazılım Programı  Phoenix System 

Biyogüvenlik Kabini  Holten 

Buzdolabı  Hotpoint 

Cam pastör pipeti  Interlab 

Comet Bilgisayarlı Görüntüleme Sistemi  Comet Analysis Software, 

version 3.0 Kinetic 

Imaging 

Derin Dondurucu (-20°C)  Ariston 

Derin Dondurucu (-80°C)  Revco 

Distile Su Cihazı  MES ultrapure 

Elektroforez  Biometra Analitik 

Elektroforez Güç Kaynağı  Power Pack P 25 

Etüv  Dedeoğlu 

Floresan Mikroskop  Leica 

Hücre Kültürü Uyumlu Flask (25/75 cm2)   Corning 

Pipet (1- 25 ml)  Corning 
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Santrifüj Tüpü (15, 50 ml)  Corning 

Hücre Kültür Plağı (6/12/96-kuyucuklu)  Corning 

Isıtıcı  Multi-Blok, Lab-Line 

Inverted Mikroskop  Leica 

İnkübatör (CO2’li)  Heraeus Instruments 

Karıştırıcı-Isıtıcı  Jankel&Kunkel, Ikamag 

Kırık Buz Makinası  Scotsman AF100 

Lam (26x76mm)  Marienfeld 

Lamel (24x60mm)  Marienfeld 

Laminar Flow  Heraeus 

Manyetik Karıştırıcı  Heraeus 

Membran Filtre (0,2 μm por çaplı)  Brand 

Mikrodalga Fırın  Vestel 

Mikrofiltre  Millipore® Merck 

Mikropipet (8 kanallı)  Eppendorf, Capp 

Mikropipetler (0,5-1µL, 1-5 µL, 5-10 µL, 10-200 

µL, 200-1000 µL, 1-5mL) 

 Finnpipette, Discovery 

Confort 

Mikrosantrifüj  Hettich Micro 12-24 

Mikrosantrifüj tüpü (1,5mL)  Eppendorf 

Nanodrop Cihazı  Maestrogen 

Spectrophotometer 

Neubauer Camı (Hücre sayım camı)  Marienfeld 

Otoklav  Rodwell Monarch MP 24 

PCR Tüpleri (0,2 mL)  Qiagen 

PCR Veri Analiz Programı  QIAGEN Analytics 

Software 

pH metre  Cyberscan 

Pipet ucu, 0,5-10, 10-200, 100-1000 μL’lik  Eppendorf, HTL 

Real Time PCR Cihazı  Corbett 

Santrifüj  Heraeus, Hettich 
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Spektrofotometre  SpektraMax M2 

Steril enjektör (2 mL)  Beybi 

Strip Tüpler (0,1 mL)  Qiagen 

Su Banyosu  Termal® Laboratory Tools 

Terazi  Schimadzu Libror 

Ultrasonik Banyo  Transsonic 460/H 

Vakum Pompası  Welch Vacuum 

Vorteks  Heidolph Reax 2000 

Yatay çalkalayıcı  Edmund Bühler 

3.3. Kullanılan Çözeltiler 

3.3.1. Çalışılan Etkin Madde Çözeltileri 

10 mM Flurbiprofen Çözeltisi:  

Flurbiprofen belirli miktarda tartılarak etanolde çözülüp besiyeri ile son 

hacme tamamlandı. %3,3 etanol içeren, konsantrasyonu 10 mM olacak şekilde 

flurbiprofen ana stok çözeltisi hazırlandı ve membran filtreden geçirildi (çalışılan en 

yüksek dozun son etanol konsantrasyonu %1 olacak şekilde ayarlandı). Ana stok 

çözeltisi analiz günü taze olarak hazırlandı ve bu stok çözeltiden 3000-1500 µM arası 

derişimler plağa uygulandı. 

1 mM Flurbiprofen Çözeltisi 

10 mM ana stok kullanılarak hazırlandı. Ana stoktan 300 µL alınıp kültür 

vasatı ile 3 mL’ye tamamlandı. Analiz günü taze olarak hazırlandı ve bu ara stok 

çözeltiden 1000-100 µM arası derişimler plağa uygulandı. 

0,1 mM Flurbiprofen Çözeltisi 

1 mM ara stok çözelti kullanılarak hazırlandı. 1 mM’lık çözeltiden 200 µL 

alınıp kültür vasatı ile 2 mL’ye tamamlandı. Analiz günü taze olarak hazırlandı ve bu 

ara stok çözeltiden 100-5 µM arası derişimler plağa uygulandı. 
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3.3.2. 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür (MTT) 

Yöntemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanılan Çözeltiler 

HeLa ve HepG2 Besi Ortamları 

500 mL DMEM içerisine 50 mL FBS (%10) ve 5 mL penisilin/streptomisin (% 

1) eklendi. L-Glutamin içermeyen besiyeri kullanıldığında ise aynı işlemlere ek olarak 

5 mL L-Glutamin (%1) besiyerine eklendi. +4°C’de saklandı.  

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür (MTT) Çözeltisi 

MTT gerektiği kadar tartılarak PBS içerisinde derişimi 5 mg/mL olacak şekilde 

çözüldü. Hazırlanan çözelti membran filtreden geçirilerek elde edilen süzüntü steril 

bir tüpe aktarıldı. Çözelti ışıktan korunarak kullanıldı. Analiz günü taze olarak 

hazırlandı.  

Sisplatin Çözeltisi 

10 mg/20 mL konsantrasyonundaki enjeksiyonluk sisplatin preparatından 

600 μL alındı, son hacim kültür vasatı ile 1 mL’ye tamamlandı. Elde edilen 1 mM’lık 

çözeltiden son konsantrasyon 25, 50 ve 100 µM olacak şekilde yöntem kontrolü 

olarak plağa uygulandı. 

3.3.3. Tek Hücre Jel Elektroforez (COMET) Yöntemi ile Genotoksisite 

Tayininde Kullanılan Çözeltiler 

200 mM Disodyum Etilendiamin Tetraasetik Asit (Na2EDTA) Çözeltisi 

14,89 g Na2EDTA 200 mL distile suda çözüldü, pH 10’a ayarlandı ve oda 

sıcaklığında saklandı. 

Düşük Erime Noktalı Agar (LMPA) Çözeltisi 

312,5 mg LMPA sıcak su banyosu kullanılarak 25 mL PBS içerisinde çözüldü 

ve kaynamamasına dikkat edildi. Küçük hacimler halinde +4°C’de saklandı. 
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Etanol Çözeltisi (%50) 

%99,8’lik mutlak etanol çözeltisinden 150,3 mL alındı, son hacim distile suyla 

300 mL’ye tamamlandı. +4°C’de saklandı. 

Etanol Çözeltisi (%75) 

%99,8’lik mutlak etanol çözeltisinden 225,5 mL alındı, son hacim distile suyla 

300 mL’ye tamamlandı. 

Etidiyum Bromür (EtBr) Çözeltisi 

10 mg EtBr 50 mL distile suda çözülerek 200 μg/mL’lik stok EtBr çözeltisi 

hazırlandı. Bu stok çözeltiden boyama sırasında 1 mL alınıp, distile suyla 10 mL’ye 

tamamlanarak 20 μg/mL’lik EtBr çözeltisi hazırlandı. Oda sıcaklığında saklandı. 

Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Çözeltisi (PBS) 

1 PBS tableti 200 mL distile suda çözüldü. 4˚C’de saklandı. 

 10 N NaOH 

 200 g NaOH 500 mL distile suda çözüldü. Oda sıcaklığında saklandı. 

 Normal Erime Noktalı Agar (NMPA) Çözeltisi 

 500 mg NMPA sıcak su banyosu kullanılarak 50 mL PBS içerisinde tamamen 

berrak oluncaya kadar karıştırılarak beherde çözüldü ve kaynamamasına dikkat 

edildi.  

 Stok Lizis Çözeltisi 

 146,1 g NaCl, 37,2 g Na2EDTA, 1,2 g Tris 500 mL distile suda çözüldü. 10 g 

NaOH eklenip çözelti pH’sı 10’a ayarlandı. 10 g N-Lauril sarkosinat sodyum tuzu 

eklendi. Çözeltinin son hacmi distile su ile 890 mL’ye tamamlanıp maddeler 



49 

 

çözününceye kadar karıştırılarak stok lizis çözeltisi hazırlandı. Çözelti oda 

sıcaklığında saklandı. 

 Nötralizasyon Tampon Çözeltisi 

 48,5 mg Tris 750 mL distile suda çözülüp çözelti pH’sı 7,5’e ayarlandı. 

Çözeltinin son hacmi distile su ile 750 mL’ye tamamlandı. 4°C’de saklandı. 

Elektroforez Tampon Çözeltisi 

 1705 mL soğuk distile su, 52,8 mL 10 N NaOH ve 8,8 mL 200 mM EDTA 

çözeltisi karıştırıldı. Deney günü taze olarak hazırlandı. 

 Lizis Çözeltisi 

 178 mL stok lizis çözeltisi, 2 mL Triton X-100 ve 20 mL DMSO karıştırıldı. 

Çözelti deney günü taze olarak hazırlandı, kullanılacağı zamana kadar 4°C’de 

bekletildi ve deney sırasında soğuk çözelti şeklinde kullanıldı. 

0,1 M H2O2 Çözeltisi 

% 35’lik H2O2 çözeltisinden 9,7 μL alındı, 4°C’de 990,3 μL distile su ile 1 mL’ye 

tamamlandı.  

1 mM H2O2 Çözeltisi 

Deney günü 0,1 M H2O2 çözeltisinden 20 μL alınıp 4°C’de 1980 μL PBS ilave 

edilerek 1 mM H2O2 çözeltisi hazırlandı.  

50 μM H2O2 Çözeltisi 

50 μL H2O2 (1 mM) çözeltisi üzerine 950 μL 4°C’deki PBS çözeltisi ilave edildi. 

3.3.4. Gen Ekspresyonu Çalışmasında Kullanılan Çözeltiler 

 RNA İzolasyonunda Kullanılan Çözeltiler 
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 Etanol Çözeltisi (% 70) 

 %99,8’lik mutlak etanol çözeltisinden 4375 μL alındı, 6 mL’ye DNaz/RNaz 

içermeyen suyla tamamlandı. Deney günü taze olarak hazırlandı. 

 RPE Tampon Çözeltisi 

 Kit içerisinde hazır bulunan RPE ve  %70’lik etanol kullanılarak hazırlandı. 3 

mL RPE üzerine 12 mL etanol çözeltisi eklendi. Deney günü taze olarak hazırlandı.  

 RLT+β-merkaptoetanol Tampon Çözeltisi 

 Kit içerisinde hazır bulunan RLT çözeltisi ve β-merkaptoetanol kullanılarak 

hazırlandı. 6 mL RLT çözeltisine 60 μL β-merkaptoetanol eklendi. Deney günü taze 

olarak hazırlandı. 

 RW1 Yıkama Çözeltisi 

 Kit içerisinde hazır halde bulunmaktadır. 

 cDNA Çevrilmesi İşleminde Kullanılan Çözeltiler 

 GE2 Tampon Çözeltisi 

 Kit içerisinde hazır olarak bulunmaktadır. 

 BC4 RT (Ters Transkripsiyon Karışım) Çözeltisi 

 Kit içerisinde hazır olarak bulunmaktadır. 

 Gen Ekspresyonunda Kullanılan Çözeltiler 

 SYBR Green Master Mix Çözeltisi 

 Kit içerisinde hazır olarak bulunmaktadır. 

 β-aktin, p53, Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bax, BcL-2, Survivin (Birc5) Primerleri 
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 Kit içerisinde hazır olarak bulunmaktadır. 

 Gen Ekspresyon Karışım Çözeltisi 

 RNA’dan cDNA’ya çevrilen her bir örnek için 12,5 µL SYBR Green Master Mix, 

1 µL çalışılacak primer, 1 µL örnek cDNA, 10,5 µL DNaz/RNaz içermeyen su 

eklenerek 25 µL karışım taze olarak hazırlandı. 

 3.3.5. Akım Sitometri Yönteminde Kullanılan Çözeltiler 

Propidyum İyodür Çözeltisi (0,1 mg/mL) 

10 mg PI’nın 100 mL distile su içerisinde çözülmesiyle hazırlandı. Çözelti 0,22 

µm por açıklığına sahip filtreden süzüldü ve +4°C’de karanlık ortamda saklandı. 

RNaz Çözeltisi 

0,1 mg RNaz, 100 mL 2 mM MgCl2 içeren PBS içinde çözüldü ve 1 mL’lik 

hacimlere bölünerek -20°C’de saklandı. 

Fosfat Tamponu 

1 adet PBS tabletinin 200 mL distile suda çözülmesiyle hazırlandı. 

Alkol Çözeltisi 

%99’luk saf alkol çözeltisi doğrudan kullanıldı. 

3.4. Yöntemler 

3.4.1. HeLa ve HepG2 Hücrelerinde 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromür (MTT) Yöntemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi 

1. %10 DMSO içeren besiyerinde ve -80°C’de saklanan HepG2 ve HeLa hücreleri 

37°C’lik su banyosunda 1 dakika bekletilerek oda sıcaklığına getirildi. Hücre 

kültürü süresince yapılan tüm işlemlerin hücre kültür kabini içerisinde ve 

steril koşullarda olmasına dikkat edildi. 
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2. Çözdürülen 1 mL hacmindeki hücreler steril bir tüp içerisinde besiyeri ile 

karıştırıldıktan sonra 1200 devir/dk hızda 5 dakika santrifüjleme yapılarak üst 

faz atıldı, böylece hücre dondurma karışımında yer alan DMSO 

uzaklaştırılmış oldu. 

3. Tüpte kalan hücre pelletleri, uygun hacimdeki besiyeri ile karıştırılarak kültür 

flasklarına aktarıldı, kültür ortamındaki hücrelerin inkübatör içerisinde uygun 

aralıklarla hücre besiyeri değiştirilerek yeterli doygunluğa ulaşmaları 

sağlandı. 

4. Yeterli doygunluğa ulaşan hücreler, zemine tutunarak tüm kültür ortamını 

kapladıklarında 2-3 kez 5 mL 37°C’lik PBS ile yıkandı. 

5. Kültür kaplarındaki hücrelerin üzerine 3 mL Tripsin-EDTA çözeltisi eklenerek 

3-5 dakika süreyle inkübatörde bekletildi, hücrelerin tutundukları kültür 

kabının zemininden uzaklaşmaları sağlandıktan sonra ortama 5-6 mL besiyeri 

ilave edilip hücre süspansiyonu steril bir tüpe aktarıldı. 

6. Hücre süspansiyonu 25°C’de 1200 devir/dakika hızda 5 dakika boyunca 

santrifüj edilerek üst faz uzaklaştırıldı ve tüpün dibinde toplanan hücre 

pelleti 1 veya 2 mL (hücre miktarına göre) besiyeri ile süspande edildi. 

7. Elde edilen hücre süspansiyonundan 10 μL alınarak steril bir ependorf tüpe 

aktarıldı ve üzerine 90 μL tripan mavisi çözeltisi (%0,4) eklenerek süspande 

edildi. 

8. Hücre süspansiyonu (10 μL) Neubauer hücre sayım lamı (hemasitometre) 

üzerinde ışık mikroskobu altında incelendi. Neubauer sayım lamını oluşturan 

dört karenin kenar çizgileri hariç üzerlerindeki parlak ve renksiz olarak 

görülen canlı hücreler soldan sağa ve yukarıdan aşağıya gidilerek sayıldı. 

Canlı hücrelerin derişimini hesaplamak için aşağıdaki formül kullanıldı:  

mL’deki canlı hücre sayısı = Toplam hücre sayısı / 4 x 104 x 10 

9. Canlı hücre derişimi hesaplandıktan sonra hücre süspansiyonu, yeterli 

miktarda besiyeri ile seyreltildi ve her bir kuyucukta 10000 hücre olacak 
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şekilde 200 μL hacim içerisinde 96 kuyucuklu 3 ayrı plağa (3 farklı maruziyet 

süresi için) hücre ekimi yapıldı. 

10. Hücrelerin yaklaşık 24 saat inkübasyon süresince kuyucuklar içinde tutunarak 

ortama alışmaları ve çoğalmaları sağlandı. 

11. Steril şartlarda besiyeri uzaklaştırıldıktan sonra, hücreler flurbiprofenin 5-

3000 μM aralığındaki derişimleri ile dozlandı ve 24, 48 ve 72 saat inkübe 

edildi. 

12. Negatif kontrol olarak, hücreler saf besiyeri ve %1 etanol içeren besiyeri ile 

pozitif kontrol olarak da 25, 50 ve 100 μM sisplatin içeren besiyeri ile 24, 48 

ve 72 saat inkübe edildi. 

13. İnkübasyon süresi sonunda madde çözeltileri atılarak her bir kuyucuğa 90 μL 

besiyeri ve hazırlanan 5 mg/mL MTT çözeltisinden 10 μL eklendi ve 3-4 saat 

inkübe edildi. 

14. İnkübasyon süresinin sonunda MTT çözeltisi uzaklaştırıldı. Kuyucuklarda 

oluşan formazan kristallerini çözmek üzere her bir kuyucuğa 100 μL DMSO 

eklendi ve plak yatay çalkalayıcıda 15 dakika süreyle çalkalandı. 

15. Spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda örneklerin absorbans değerleri 

ölçüldü. 

16. Boya ışıktan etkilendiği için, deneyin her aşaması mümkün olduğunca 

karanlıkta çalışıldı. 

17. Flurbiprofenin her bir konsantrasyonu için elde edilen absorbans değerinin 

kontrol absorbans değerine oranı 100 ile çarpılarak % hücre canlılığı ve 

hücrelerin %50’sini öldüren konsantrasyon (IC50) değerleri hesaplandı. 

18. 24, 48 ve 72 saatlik maruziyetler ile ve plakta dörtlü olarak çalışıldı. Tüm 

çalışmalar üç kez tekrarlandı, sonuçlar bu çalışmaların ortalaması olarak 

hesaplandı. 
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3.4.2. HeLa ve HepG2 Tek Hücre Jel Elektroforez (COMET) Yöntemi ile 

Genotoksisitenin Belirlenmesi 

1. HeLa ve HepG2 hücreleri genotoksisite çalışması için sitotoksisite 

çalışmasında olduğu gibi büyütülüp çoğaltıldı. 

2. Hücre süspansiyonları aynı şekilde hemasitometre üzerinde ışık mikroskobu 

altında sayıldı. 

3. Canlı hücre konsantrasyonu hesaplandıktan sonra hücre süspansiyonu, 

yeterli miktarda besiyeri ile seyreltildi ve her bir kuyucukta 30000 hücre 

olacak şekilde 1 mL hacim içerisinde 12 kuyucuklu plaklara hücre ekimi 

yapıldı. 

4. Hücrelerin yaklaşık 24 saat inkübasyon süresince kuyucuklar içinde tutunarak 

ortama alışmaları ve çoğalmaları sağlandı. 

5. Steril şartlarda besiyeri uzaklaştırıldıktan sonra hücreler 5-500 μM 

konsantrasyon aralığında (sitotoksisite sonuçları ve ilacın farmakokinetik 

özellikleri göz önüne alınarak seçilen dozlar) flurbiprofen içeren besiyeri ile, 

negatif kontrol için saf besiyeri ve %1 etanol içeren besiyeri ile, pozitif 

kontrol için sonradan H2O2 ile muamele edilmek suretiyle saf besiyeri ile 48 

saat inkübe edildi ve ikili olarak çalışıldı. 

6. Maruziyet süresi sonrasında plaktaki besiyeri atıldı (pozitif kontrol 

kuyucukları hariç), 500 μL PBS ile yıkama işleminden geçirilip 400 μL tripsin 

eklenerek 3-5 dakika süreyle inkübatörde bekletildi, hücrelerin tutundukları 

plak zemininden uzaklaşmaları sağlandıktan sonra her bir kuyucuğa 600 μL 

besiyeri ilave edilip hücre süspansiyonu plak tabanı yıkanarak steril 

ependorflara aktarıldı. 

7. Pozitif kontrol dozlaması için; hücreler besiyerleri atılarak son konsantrasyon 

50 μM olacak şekilde H2O2 ile muamele edildi. Bunun için kuyucuklara 950 μL 

PBS ve 50 μL H2O2 (1mM) ilave edildi ve -20°C’de 5 dakika inkübe edildi. 

İnkübasyonu biten pozitif kontrol grupları da diğer gruplar gibi aynı 

işlemlerden geçirilerek steril ependorflara aktarıldı. 
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8. Ependorflar 1200 devir/dk hızda 5 dk santrifüj edildi ve dipte yaklaşık 50 μL 

besiyeri bırakacak şekilde üst fazlar dikkatlice aspire edildi. 

9. 37±0,5°C’de eritilmiş yaklaşık 100 μL LMPA (%1,25’lik), 50 μL hücre 

süspansiyonu ile karıştırıldıktan sonra, önceden NMPA (%1,25’lik) çözeltisine 

daldırılıp agar ile kaplanmış lamlara yayıldı ve üzerlerine lamel kapatıldı.  

10. Lamlar buzlu yüzey üzerinde 5 dakika bekletilerek agarın katılaşması 

sağlandı. Agarın katılaşmasının ardından lam üzerindeki lamel zedelenmeden 

alındı. 

11. Lamlar daha önceden hazırlanıp buzdolabında bekletilen soğuk lizis 

çözeltisine daldırılıp en az 1 saat süreyle buzdolabında bekletildi. H2O2 

uygulanan gruplar ve normal doz grupları ayrı ayrı şalelerde en az 1 saat 

süreyle lizise bırakıldı. 

12. Lizis işleminin ardından lamelleri alınmış lamlar aralık kalmayacak, agar 

yayılan kısımları üste gelecek ve hepsi aynı yöne bakacak şekilde elektroforez 

tankının içinden çıkarılan tepsiye yerleştirildi. 

13. Elektroforez işlemi için tank soğuk elektroforez çözeltisi ile dolduruldu. 

14. Lizis işleminin ardından lamelleri alınmış lamlar aralık kalmayacak ve agar 

yayılan kısımları üste gelecek şekilde elektroforez tankının içine yerleştirildi.  

15. Elektroforez tankının içerisinde lamlar akım uygulamadan 20 dakika 

bekletildi. 

16. Ardından 25 V ve 300 mA akım uygulayarak 20 dakika elektroforez 

uygulandı. 

17. Elektroforez işlemi bittikten sonra lamlar tanktan çıkarılıp 5 dakika distile 

suda, daha sonra 15 dakika nötralizasyon tampon çözeltisinde bekletildi. 

18. 15 dakika sonunda lamlar sırasıyla 5’er dakika %50’lik, %75’lik ve %99’luk 

etanol çözeltisinde bekletildi ve okuma öncesinde kurumaları için en az 1 

gün bekletildi. 

19. Okuma sırasında lamların üzerine 60 µL EtBr çözeltisi (20 μg/mL) ilave edildi 

ve lamel ile kapatıldı. 
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20. Her lamda 100 hücre, floresan mikroskobunda bilgisayar programı 

yardımıyla değerlendirilerek DNA hasar derecesi kuyruk uzunluğu, kuyruk 

yoğunluğu ve kuyruk momenti olarak değerlendirildi. 

21. Tüm bu işlemler ek bir DNA hasarını önlemek üzere karanlıkta yapıldı. 

22. 48 saatlik maruziyet belirlendi. Her bir tekrar ikili olarak çalışıldı ve deney üç 

kez tekrarlandı. 

3.4.3. HeLa ve HepG2 Hücrelerinde Hücre Döngüsünü Kontrol Eden Protein 

Olan p53 proteini, Apoptotik Proteinler (Bax, Kaspaz-3, Kaspaz-9) ve 

Antiapoptotik Proteinler (BcL-2, survivin)’in Gerçek Zamanlı PCR 

Yöntemiyle Belirlenmesi 

1. 6’lı plaklarda kuyucuk başına 1 milyon hücre olacak şekilde ekilip flurbiprofen 

ile 5-500 µM derişimlerinde dozlanan hücreler 48 saatlik maruziyetin 

sonunda inkübatörden çıkarıldı. 

2. Besiyerleri RNaz içermeyen pipet ucu kullanılarak aspire edildi. 

3. 1 mL PBS ile 2 kere yıkandı. 

4. 0,5 mL tripsin ilave edilerek hücreler tutundukları yüzeyden kaldırıldı. 

5. Tripsin aktivitesini durdurmak için 1 mL besiyeri ilave edildi. 

6. Örnek sayısı kadar 2 mL’lik steril ependorflar numaralandırılarak hazır hale 

getirildi. 

7. Hücreler 3’er kere süspande edilerek ependorflara aktarıldı ve 1500 

devir/dakika hızda 5 dk santrifüj edildi. Üst fazlar dikkatlice aspire edildi. 

8. Besiyerini daha iyi uzaklaştırmak için 1 mL PBS ile 2 kere yıkama işlemi yapıldı 

(PBS ilave edildikten sonra sert bir yüzeye vurularak veya tırnakla hafifçe 

vurularak hücreler dağıtıldı). 

9. mRNA izolasyonu aşamasına geçildi. 

10. mRNA izolasyonu için RNeasy Plus Mini Kit© kullanıldı. 

11. Deneyden önce gerekli çözeltiler hazırlandı:  

 %70’lik etanol (RNaz içermeyen su içinde hazırlanan) 

 RPE Çalışma Çözeltisi 
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 RLT-β-merkaptoetanol Tampon Çözeltisi 

12. Çöken hücrelerin üzerine 350’şer µL RLT-β-merkaptoetanol çözeltisi 

köpürmemesi için dikkatlice eklendi. Pipet ile dikkatlice pipetaj yapıldı. 30 

saniye vortekslendi ve gDNA eliminator spin kolonundan geçirilmeye hazır 

hale getirildi. 

13. Vorteksten alınan lizatın tamamı (350 µL) 3 kere süspande edilerek gDNA 

eliminator spin kolonuna (2 mL’lik toplama tüpüne yerleştirilmiş) dikkatlice 

köpürtmeden ilave edildi. Her seferinde pipet ucu değiştirildi. 

14. gDNA eliminator spin kolonlu ependorflar 30 saniye 11 bin devir/dk hızda 

santrifüj edildi ve kolonlar atıldı. 

15. Kolon membranlarında sıvı veya köpük kalıp kalmadığı kontrol edildi, varsa 

santrifüj tekrarlandı. 

16. Toplama tüpünün içerisindeki elüat üzerine 1:1 (350 µL) %70’lik etanol 

eklendi (son hacim 700 µL oldu). Köpük oluşmamasına dikkat edilerek 

pipetaj yapıldı. 

17. RNeasy spin kolonlar  (2 mL’lik toplama tüpüne yerleştirilmiş) standa 

yerleştirildi. 

18. Hücreler dikkatlice pipetajdan sonra RNeasy spin kolonlarına yavaşça tüp 

cidarlarından aktarıldı. Kolonların kapakları kapatıldı. 

19. Kolonun başında köpük kalmayacak ve kolonun sonunda da damla 

kalmayacak şekilde 20 saniye, 11 bin devir/dk hızda santrifüj edildi. 

20. Köpük veya damla kalan kolonlar tekrar 30 saniye santrifüj edildi. 

21. Bu aşamalar ile birlikte RNA kolonlara tutulmuş oldu, altta kalan sıvı içeren 

toplama tüpleri atıldı. 

22. Kolonlar, numaralandırılmış steril toplama ependorflarına (2 mL’lik) aktarıldı. 

23. Kolonlara 700 µL RW1 yıkama çözeltisi ilave edildi. Kapaklar kapatıldı, 20 

saniye 11 bin devir/dk hızda santrifüj edildi, dipte kalan yıkama suları atıldı. 

24. Kolonlar temiz toplama tüplerine yerleştirildi. 
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25. Önceden hazırlanmış olan RPE Tampon çözeltisinden 500 µL RNeasy spin 

kolonlarına eklendi ve 20 saniye 11 bin devir/dk hızda santrifüj edildi, sıvı 

kısımlar atıldı. 

26. 500 µL RPE tampon ile bir kere daha yıkanarak 3 dk 10 bin devir/dk hızda 

santrifüj edildi ve etanolün kolondan uzaklaşması için kolonlar 2 kere 

yıkandı. 

27. Sıvı kalıntılarını uzaklaştırmak için steril yeni toplama ependorflarına kolonlar 

yerleştirildi ve 1 dk 10 bin devir/dk hızda santrifüj edildi. 

28. RNeasy spin kolonlar yeni birer 1,5 mL’lik toplama tüplerine yerleştirildi. 

29. Kolonlardan 30 µL RNaz içermeyen su geçirildi ve her seferinde pipet ucu 

değiştirildi. 

30. Kolon kapakları kapatılarak 1 dk 11 bin devir/dk hızda satrifüj edildi, RNA 

elüe edildi, bu işlem 2 kere tekrar edildi. 

31. Altta kalan sıvılar ile RNA izolasyonu tamamlanmış oldu, santrifüj sonrası 

pipetaj ile homojen hale getirildi. 

32. Nanodrop cihazı ile RNA kalite ölçümleri yapıldı. 

33. RNA kaliteleri ve miktarları uygun değerler arasında elde edildi. Buna göre; 

 A260/A280 = 1,9-2,1  

 RNA miktarı = 25 ng-5 µg 

34. Sonuçlar ng/µL cinsindendi. 

35. cDNA eldesi için RT2 First Strand Kit© kullanıldı. 

36. Deney düzeneğinde çalışılacak örneklerden elde edilen RNA’ların miktarları 

en düşük sonuca göre eşitlendi.  

37. cDNA sentezi için 500 ng RNA ile çalışıldı (8 µL toplam hacimde). 

38. En düşük RNA miktarı bulunan örneğe göre hesaplamalar yapıldı. 

39. 0,2 mL’lik steril tüpler etiketlendi, hesaplanan RNA ve su miktarları önce 

sular sonra RNA’lar olacak şekilde tüplere eklendi. 

40. Birkaç defa pipetaj yapıldı. 

41. Her bir tüpe 2’şer µL GE2 tampon eklendi, çok kısa süre vortekslendi. 

42. 42°C’de 5 dk inkübasyona bırakıldı. 
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43. Daha sonra tüpler aniden soğutulması için -20°C’de 1 dk bekletildi. 

44. Tüplere 10’ar µL BC4 RT MIX (RT enzimi) eklendi ve yaklaşık 5 kere pipetaj 

yapıldı. 

45. 42°C’de 5 dk, 95°C’de 5 dk termal döngü cihazında inkübasyona bırakıldı. 

46. İnkübasyondan sonra 91’er µL RNaz içermeyen su eklenip pipetaj yapıldı ve 

bu şekilde cDNA’lar elde edildi. 

47. RT PCR için “RT2 qPCR Primer Assay” ve “RT2 SYBR Green Mastermixes” 

kitleri kullanıldı. 

48. 0,2 mL’lik tüplere her bir örnek ve primerler için mastermix karışımları ayrı 

ayrı hazırlandı. 

49. HeLa ve HepG2 hücreleri ayrı ayrı çalışıldı. 

50. 6 örnek + 1 (NTC) = 7 örnek olarak çalışıldı. 

51. 7 gen (primer) +1 (negatif kontrol-su) = 8 gen (8 primer) olarak çalışıldı. 

52. Gen sayısı kadar (8) mastermix hazırlandı. Toplam örnek sayısı 7 olduğu için 

“x7” şeklinde her bir mastermix miktarı Tablo 3.1.’e göre hesaplandı. 

Tablo 3.1. Bir reaksiyon için PCR karışım bileşenleri 

Bileşen Hacim 

RT2 SYBR Green Mastermix 12,5 µL 

cDNA sentez reaksiyonu 1 µL 

RT2 qPCR Primer Assay 1 µL 

RNaz içermeyen su 10,5 µL 

Toplam hacim 25 µL 

53. Mastermix’ler 0,2 mL’lik tüplere hazırlandı.  

54. Mastermix’ler hazırlandıktan sonra stripler bloğa dizildi (7x8=56 strip). 

55. Önce hazırlanan mastermix’ler (24’er µL) daha sonra da her bir cDNA (1’er 

µL) striplere eklendi. 

56. Striplerin kapakları kapatıldı ve 72’lik mavi rotora 1’den başlayarak dizildi ve 

rotordaki boş kısımlar boş striplerle dolduruldu. Üzerine kelepçesi takıldı ve 

RT-PCR cihazına yerleştirildi. 
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57. RT-PCR cihazı 95°C’de 10 dakika, 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 30 saniye 

koşullarında ayarlandı ve 40 döngü olacak şekilde çalıştırıldı. 

58. Tüm bu işlemler diğer hücre için aynı şekilde yapıldı. 

59. PCR deneyleri 2 kere tekrarlandı. 

3.4.4. HeLa ve HepG2 Hücrelerinde Olası Geç Apoptotik Etkilerin ve Hücre 

Siklusunun Akım Sitometri Yöntemiyle Tayini 

1. 6’lı plak kullanıldı. Kuyucuk başına 2 milyon hücre sayılarak ekildi, 

sitotoksisite deneylerinde kullanılan dozlar ile çalışıldı. 

2. Hücreler plağa tutunduktan sonra dozlamaları yapıldı ve 48 saat inkübasyona 

bırakıldı. 

3. İnkübasyon süresi sonunda hücreler yıkama işlemleri ile akım sitometriye 

hazırlandı: 

 Hücreler 1 mL PBS ile dikkatlice yıkandı. 

 0,5’er mL tripsin eklenerek kaldırıldı. 

 1’er mL besiyeri eklenip etiketlenmiş falkon tüplerine aktarıldı. 

 1200 devir/dk hızda 5 dk santrifüj edildi. 

 Üst faz dikkatlice aspire edildikten sonra hücre pelletleri 1’er mL PBS 

ile homojen olacak şekilde süspande edildi, +4°C’de tutuldu. 

4. 2 mL %99’luk saf alkol ile fiske edildi.   

5. En az bir gecelik inkübasyon sonrası hücreler iki kez PBS ile yıkandı, daha 

sonra hücrelerin üzerine 70µL RNaz ve 100 µL PI ilave edildi. 

6. Hücreler 30 dk karanlıkta inkübasyona bırakıldı. 

7. Yarım saat karanlıkta inkübe edildikten sonra akım sitometri cihazında 

(Beckman Coulter EPICS XLMCL, USA) boyanan hücrelerin geç apoptoz ve 

hücre döngüsü analizi yapıldı. Geç apoptoz için DNA fragmantasyonunu 

gösteren subG1 piki değerlendirildi. 

8. Hücre döngüsü analizi ise G0/G1, Sentez ve G2/M oranları iki değişkenli 

histogramlardan Multicycle yazılım programı (Phoenix system, USA) 

kullanılarak hesaplandı. 
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3.5. İstatistiksel Yöntem 

“SPSS 18 for Windows” programı kullanıldı. Verilerin normal dağılıma 

uygunluğu Kolmorog-Smirnov testiyle değerlendirildi. Grup farklılıkları tek yönlü 

varyans analizi (ANOVA) ve LSD testi ile belirlendi. Sitotoksisite ve genotoksisite 

değerlendirmelerinde sonuçlar ortalama (ORT)±standart hata (SEM) olarak verildi. 

Gen ekspresyon analizinde ise örneklerin Ct değerleri negatif kontrol grubu ile 

QIAGEN Analytics Software Online Yazılım Programında değerlendirildi. Ortalama Ct, 

ΔCt, 2-ΔCt, kat değişimi (fold change) ve kat regülasyonu (fold regulation) değerleri 

hesaplanarak karşılaştırıldı.  p<0,05 ve p≤0,001 değerleri istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

  4.1. Flurbiprofen Sitotoksisitesinin MTT Yöntemi ile Belirlenmesi 

  4.1.1. Flurbiprofenin HeLa Hücrelerinde MTT Yöntemi ile Sitotoksisitesinin 

Belirlenmesine İlişkin Bulgular 

  HeLa hücrelerinde 24, 48 ve 72 saat inkübasyon sürelerinde, 5-3000 µM doz 

aralığında sitotoksisite ölçümü yapılmıştır.  

  24 saatlik inkübasyon sonucunda negatif kontrol (%1 etanol) ile 

karşılaştırıldığında; 500 µM ve üzeri konsantrasyonlarda hücre canlılığının azaldığı 

gözlenmiştir. IC50 değeri ise 2594 µM olarak bulunmuştur. 24 saatlik inkübasyon 

sonrası HeLa hücrelerinde MTT yöntemi ile ölçülen hücre canlılığı Şekil 4.1.’de 

gösterilmiştir.    

   

  Şekil 4.1. Flurbiprofenin HeLa hücrelerinde 24 saatlik maruziyet sonrasında % hücre 
           canlılığı. 

  Sonuçlar 3 çalışmanın ortalama değeridir ve ORT±SEM olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif 
kontrole göre değerlendirilmiştir.  Anlamlılık *p<0,05 ve **p≤0,001 şeklinde hesaplanmıştır. 

48 saatlik inkübasyon sonucunda negatif kontrol (%1 etanol) ile 

karşılaştırıldığında; 250 µM üzeri konsantrasyonlarda hücre canlılığının azaldığı 

gözlenmiştir. IC50 değeri ise 990 µM olarak bulunmuştur. 48 saatlik inkübasyon 
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sonrası HeLa hücrelerinde MTT yöntemi ile ölçülen hücre canlılığı Şekil 4.2.’de 

gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.2. Flurbiprofenin HeLa hücrelerinde 48 saatlik maruziyet sonrasında % hücre  
canlılığı. 

  Sonuçlar 3 çalışmanın ortalama değeridir ve ORT±SEM olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif 
kontrole göre değerlendirilmiştir. Anlamlılık *p<0,05 ve **p≤0,001 şeklinde hesaplanmıştır. 

72 saatlik inkübasyon sonucunda negatif kontrol (%1 etanol) ile 

karşılaştırıldığında; 250 µM ve üzeri konsantrasyonlarda hücre canlılığının azaldığı 

gözlenmiştir. IC50 değeri ise 907 µM olarak bulunmuştur. 72 saatlik inkübasyon 

sonrası HeLa hücrelerinde MTT yöntemi ile ölçülen hücre canlılığı Şekil 4.3.’te 

gösterilmiştir. 
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  Şekil 4.3. Flurbiprofenin HeLa hücrelerinde 72 saatlik maruziyet sonrasında % hücre 
             canlılığı. 

  Sonuçlar 3 çalışmanın ortalama değeridir ve ORT±SEM olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif 
kontrole göre değerlendirilmiştir. Anlamlılık *p<0,05 ve **p≤0,001 şeklinde hesaplanmıştır. 

  4.1.2. Flurbiprofenin HepG2 Hücrelerinde MTT Yöntemi ile 

Sitotoksisitesinin Belirlenmesine İlişkin Bulgular 

  HepG2 hücrelerinde 24, 48 ve 72 saat inkübasyon sürelerinde, 5-3000 µM 

doz aralığında sitotoksisite ölçümü yapılmıştır.  

  24 saatlik inkübasyon sonucunda negatif kontrol (% 1 etanol) ile 

karşılaştırıldığında; 1000 µM ve üzeri konsantrasyonlarda hücre canlılığının azaldığı 

gözlenmiştir. IC50 değeri ise 2904 µM olarak bulunmuştur. 24 saatlik inkübasyon 

sonrası HepG2 hücrelerinde MTT yöntemi ile ölçülen hücre canlılığı Şekil 4.4.’te 

gösterilmiştir.    
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  Şekil 4.4. Flurbiprofenin HepG2 hücrelerinde 24 saatlik maruziyet sonrasında %  
            hücre canlılığı. 

  Sonuçlar 3 çalışmanın ortalama değeridir ve ORT±SEM olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif 
kontrole göre değerlendirilmiştir. Anlamlılık *p<0,05 ve **p≤0,001 şeklinde hesaplanmıştır. 

  48 saatlik inkübasyon sonucunda negatif kontrol (% 1 etanol) ile 

karşılaştırıldığında; 200 µM üzeri konsantrasyonlarda hücre canlılığının azaldığı 

gözlenmiştir. IC50 değeri ise 1234 µM olarak bulunmuştur. 48 saatlik inkübasyon 

sonrası HepG2 hücrelerinde MTT yöntemi ile ölçülen hücre canlılığı Şekil 4.5.’te 

gösterilmiştir.  
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Şekil 4.5. Flurbiprofenin HepG2 hücrelerinde 48 saatlik maruziyet sonrasında %    
hücre canlılığı. 

  Sonuçlar 3 çalışmanın ortalama değeridir ve ORT±SEM olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif 
kontrole göre değerlendirilmiştir. Anlamlılık *p<0,05 ve **p≤0,001 şeklinde hesaplanmıştır. 

  72 saatlik inkübasyon sonucunda negatif kontrol (%1 etanol) ile 

karşılaştırıldığında; 100 µM ve üzeri konsantrasyonlarda hücre canlılığının azaldığı 

gözlenmiştir. IC50 değeri ise 633 µM olarak bulunmuştur. 72 saatlik inkübasyon 

sonrası HepG2 hücrelerinde MTT yöntemi ile ölçülen hücre canlılığı Şekil 4.6.’da 

gösterilmiştir. 
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Şekil 4.6. Flurbiprofenin HepG2 hücrelerinde 72 saatlik maruziyet sonrasında %              
hücre canlılığı. 

  Sonuçlar 3 çalışmanın ortalama değeridir ve ORT±SEM olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif 
kontrole göre değerlendirilmiştir. Anlamlılık *p<0,05 ve **p≤0,001 şeklinde hesaplanmıştır. 

  4.2. Flurbiprofen Genotoksisitesinin Tek Hücre Jel Elektroforezi (COMET) 

Yöntemi ile Belirlenmesi 

  4.2.1. Flurbiprofenin HeLa Hücrelerinde 48 Saatlik İnkübasyon Süresi 

Sonundaki Tek Hücre Jel Elektroforezi (COMET) Yöntemi ile 

Genotoksisitesinin Belirlenmesine İlişkin Bulgular 

  48 saatlik maruziyet süresi sonunda HeLa hücrelerinde DNA hasarı COMET 

yöntemi ile değerlendirilmiştir. Flurbiprofen dozları; 5 µM, 50 µM, 125 µM, 250 µM 

ve 500 µM olarak çalışılmıştır. DNA hasarı; DNA kuyruk uzunluğu, kuyruk yoğunluğu 

ve kuyruk momenti şeklinde değerlendirilmiştir. Sonuçlar negatif kontrol (%1 

etanol) ile karşılaştırılmıştır. 50 µM H2O2, yöntemi doğrulamak amacıyla pozitif 

kontrol olarak çalışılmıştır (Tablo 4.1.). 
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Tablo 4.1. Flurbiprofenin HeLa hücrelerinde DNA hasarına ilişkin bulgular. 

Konsantrasyon 
DNA Kuyruk 

Uzunluğu 

DNA Kuyruk 

Yoğunluğu 

DNA Kuyruk 

Momenti 

(-) Kontrol 26,31±1,56 2,70±0,24 0,50±0,05 

5 µM 38,62±2,02** 5,62±0,41* 1,22±0,10 

50 µM 42,20±1,63** 9,53±0,61** 2,14±0,15* 

125 µM 44,57±1,27** 11,85±1,16** 2,59±0,18* 

250 µM 45,78±0,74** 13,63±1,58** 2,89±0,23** 

500 µM 44,82±1,94** 16,02±1,37** 3,63±0,28** 

H₂O₂ (50 µM) 60,89±3,50 38,54±3,31** 11,32±1,21 

Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeridir ve ORT±SEM olarak verilmiştir. 
*p<0,05, **p≤0,001 ve sonuçlar negatif kontrol ile kıyaslanmıştır. 

  Deneyler 3 kere tekrarlanmış ve her bir tekrar ikili olarak çalışılmıştır. Her bir 

lamda rastgele seçilen 100 hücre sayılmıştır.  

  DNA hasarı, kuyruk uzunluğu cinsinden değerlendirildiğinde; bütün 

konsantrasyonlarda negatif kontrol ile karşılaştırıldığında HeLa hücrelerinde DNA 

hasarında oldukça anlamlı artış (p≤0,001) gözlenmiştir. 500  µM dozda kuyruk 

uzunluğu 250 µM dozdaki kuyruk uzunluğuna göre azalmıştır (Şekil 4.7). 
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Şekil 4.7. Flurbiprofenin 48 saatlik inkübasyonu sonunda HeLa hücrelerinde DNA 
hasarına ilişkin bulgular-DNA kuyruk uzunluğu. 

  Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeridir ve ORT±SEM olarak verilmiştir. 
**p≤0,001 ve sonuçlar negatif kontrol ile kıyaslanmıştır. 

  DNA hasarı, kuyruk yoğunluğu cinsinden değerlendirildiğinde; negatif kontrol 

ile karşılaşıldığında 5 µM dozda DNA hasarında anlamlı artış gözlenirken (p≤0,05), 

50, 125, 250 ve 500 µM dozlarda ise oldukça anlamlı artış gözlenmiştir (p≤0,001). 

Kuyruk yoğunluğu cinsinden, DNA hasarında doza bağlı bir artış görülmüştür (Şekil 

4.8). 
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Şekil 4.8. Flurbiprofenin 48 saatlik inkübasyonu sonunda HeLa hücrelerinde DNA 
hasarına ilişkin bulgular-DNA kuyruk yoğunluğu. 

Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeridir ve ORT±SEM olarak verilmiştir. 
**p≤0,001 ve sonuçlar negatif kontrol ile kıyaslanmıştır. 

  DNA hasarı kuyruk momenti cinsinden değerlendirildiğinde ise; negatif 

kontrol ile karşılaştırıldığında 5 µM dozda DNA hasarında anlamlı artış tespit 

edilmemiştir. 50 µM ve 125 µM dozlarda anlamlı artış gözlenirken (p≤0,05), 250 µM 

ve 500 µM dozlarda oldukça anlamlı artış gözlenmiştir (p≤0,001). Kuyruk momenti 

cinsinden, DNA hasarında doza bağlı bir artış görülmüştür (Şekil 4.9). 
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Şekil 4.9. Flurbiprofenin 48 saatlik inkübasyonu sonunda HeLa hücrelerinde DNA 
hasarına ilişkin bulgular-DNA kuyruk momenti. 

Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeridir ve ORT±SEM olarak verilmiştir. 
*p<0,05, **p≤0,001 ve sonuçlar negatif kontrol ile kıyaslanmıştır. 

Flurbiprofen ile 48 saat inkübasyon sonrası HeLa hücrelerindeki DNA 

hasarına ilişkin görüntüler Şekil 4.10.’da gösterilmiştir. 
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Şekil 4.10. Flurbiprofenin 48 saat inkübasyon sonrası HeLa hücrelerindeki DNA 
hasarı görüntüleri: A) negatif kontrol B) 5 µM FB C) 50 µM FB D) 125 µM 
FB E) 250 µM FB F) 500 µM FB, G) 50 µM H2O2. 

A B 

C D 

E F 

G 
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  4.2.2. Flurbiprofenin HepG2 Hücrelerinde 48 Saatlik İnkübasyon Süresi 

Sonundaki Tek Hücre Jel Elektroforezi (COMET) Yöntemi ile 

Genotoksisitesinin Belirlenmesine İlişkin Bulgular 

  48 saatlik maruziyet süresi sonunda HepG2 hücrelerinde DNA hasarı COMET 

yöntemi ile değerlendirilmiştir. Flurbiprofen dozları; 5 µM, 50 µM, 125 µM, 250 µM 

ve 500 µM olarak çalışılmıştır. DNA hasarı; DNA kuyruk uzunluğu, kuyruk yoğunluğu 

ve kuyruk momenti şeklinde değerlendirilmiştir. Sonuçlar negatif kontrol (%1 

etanol) ile karşılaştırılmıştır. 50 µM H2O2, yöntemi doğrulamak amacıyla pozitif 

kontrol olarak çalışılmıştır (Tablo 4.2.). 

Tablo 4.2. Flurbiprofenin HepG2 hücrelerinde DNA hasarına ilişkin bulgular. 

Konsantrasyon 
DNA Kuyruk 

Uzunluğu 

DNA Kuyruk 

Yoğunluğu 

DNA Kuyruk 

Momenti 

(-) Kontrol 29,03±3,18923 3,20±0,31 0,62±0,07 

5 µM 34,55±2,57827* 5,57±0,78* 1,19±0,20 

50 µM 43,77±5,10141* 9,77±0,87** 2,26±0,36 

125 µM 46,07±3,68220** 13,90±1,56** 3,20±0,57* 

250 µM 50,25±2,32499** 18,65±2,27** 4,53±0,69* 

500 µM 56,47±2,73198** 27,00±3,36** 7,55±1,25** 

H₂O₂ (50 µM) 64,66±5,01803 42,75±3,55 13,14±1,64 

Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeridir ve ORT±SEM olarak verilmiştir. 
*p<0,05, **p≤0,001 ve sonuçlar negatif kontrol ile kıyaslanmıştır. 

  Deneyler üç kere tekrarlanmış ve her bir tekrar ikili olarak çalışılmıştır. Her 

bir lamda rastgele seçilen 100 hücre sayılmıştır.  

  DNA hasarı, kuyruk uzunluğu cinsinden değerlendirildiğinde; negatif kontrol 

ile karşılaştırıldığında HepG2 hücrelerinde 5 µM ve 50 µM dozlarda DNA hasarında 

anlamlı artış gözlenirken (p<0,05), 125 µM, 250 µM ve 500 µM dozlarda oldukça 

anlamlı artış gözlenmiştir (p≤0,001). Kuyruk uzunluğu cinsinden, DNA hasarında 

doza bağlı bir artış görülmüştür (Şekil 4.11). 
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Şekil 4.11. Flurbiprofenin 48 saatlik inkübasyonu sonunda HepG2 hücrelerinde DNA 
hasarına ilişkin bulgular-DNA kuyruk uzunluğu. 

Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeridir ve ORT±SEM olarak verilmiştir. 
*p<0,05, **p≤0,001 ve sonuçlar negatif kontrol ile kıyaslanmıştır. 

  DNA hasarı, kuyruk yoğunluğu cinsinden değerlendirildiğinde; negatif kontrol 

ile karşılaşıldığında 5 µM dozda DNA hasarında anlamlı artış gözlenirken (p<0,05), 50 

µM, 125 µM, 250 µM ve 500 µM dozlarda oldukça anlamlı artış gözlenmiştir 

(p≤0,001). Kuyruk yoğunluğu cinsinden, DNA hasarında doza bağlı bir artış 

görülmüştür (Şekil 4.12). 
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Şekil 4.12. Flurbiprofenin 48 saatlik inkübasyonu sonunda HepG2 hücrelerinde DNA 
hasarına ilişkin bulgular-DNA kuyruk yoğunluğu. 

Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeridir ve ORT±SEM olarak verilmiştir. 
*p<0,05, **p≤0,001 ve sonuçlar negatif kontrol ile kıyaslanmıştır. 

  DNA hasarı, kuyruk momenti cinsinden değerlendirildiğinde ise; negatif 

kontrol ile karşılaştırıldığında 5 µM ve 50 µM dozlarda DNA hasarında anlamlı artış 

gözlenmemiştir. 125 µM ve 250 µM dozlarda anlamlı artış gözlenirken (p<0,05), 500 

µM dozda oldukça anlamlı artış gözlenmiştir (p≤0,001). Kuyruk momenti cinsinden, 

DNA hasarında doza bağlı bir artış görülmüştür (Şekil 4.13). 
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Şekil 4.13. Flurbiprofenin 48 saatlik inkübasyonu sonunda HepG2 hücrelerinde DNA 
hasarına ilişkin bulgular-DNA kuyruk momenti. 

Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeridir ve ORT±SEM olarak verilmiştir. 
*p<0,05, **p≤0,001 ve sonuçlar negatif kontrol ile kıyaslanmıştır. 

  Flurbiprofenle 48 saat inkübasyon sonrası HepG2 hücrelerindeki DNA 

hasarına ilişkin görüntüler Şekil 4.14.’de gösterilmiştir. 
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Şekil. 4.14. Flurbiprofenin 48 saat inkübasyon sonrası HepG2 hücrelerindeki DNA 
hasarı görüntüleri: A) negatif kontrol B) 5 µM FB C) 50 µM FB D) 125 µM 
FB E) 250 µM FB F) 500 µM FB G) 50 µM H2O2. 

A B 

C D 

E F 

G 
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  4.3. Flurbiprofenin Gen Ekspresyonuna İlişkin Bulgular 

  Flurbiprofenin apoptotik ve antiapoptotik genler (p53, kaspaz-3, kaspaz-9, 

Bax, BcL-2, Survivin/BIRC5)  üzerine etkilerini incelemek amacıyla HeLa ve HepG2 

hücreleri; 5, 50, 125, 250 ve 500 μM konsantrasyonlarda flurbiprofene 48 saat 

boyunca maruz bırakılmıştır. 

 Gen ekspresyon değerlendirme yazılım programında Ct (eşik döngü değeri)  

değerleri kullanılarak sonuçlar değerlendirilmiştir.  

  4.3.1. Flurbiprofenin HeLa Hücrelerinde 48 Saatlik İnkübasyon Süresi 

Sonundaki Gen Ekspresyon Analizlerine Ait Bulgular 

HeLa hücrelerinde kontrol grubu (%1 etanol) ve flurbiprofen dozlarına ait Ct 

değerleri Tablo 4. 3.’te verilmiştir. Sonuçlar değerlendirilirken üst sınır Ct değeri 35 

olarak alınmıştır. 35’ten daha yüksek değerler de 35 olarak kabul edilmiştir. β-aktin 

geni kontrol geni olarak kullanılmıştır. Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir. 

Tablo 4.3. Flurbiprofenin HeLa hücrelerinde ortalama Ct değerleri. 

Dozlar/ 

Genler 

Negatif 

Kontrol 
5 µM FB 50 µM FB 125 µM FB 250 µM FB 500 µM FB 

β-aktin 24,42±0,98 25,32±0,90 26,05±1,65 24,26±0,19 23,35±0,28 24,82±1,44 

p53 29,49±1,19 29,72±2,07 29,45±1,93 28,27±1,44 26,80±0,03 28,62±2,62 

Kaspaz-3 32,20±2,80 29,78±1,57 29,98±0,79 27,84±0,63 27,82±2,80 28,38±2,19 

Kaspaz-9 28,23±3,68 25,76±3,34 26,10±4,42 23,84±2,72 22,80±1,70 23,85±2,39 

Bax 34,61±2,24 34,13±1,11 32,76±0,15 30,70±1,13 30,31±1,50 30,68±1,03 

BcL-2 27,22±0,50 28,16±0,39 29,53±0,49 27,99±0,85 26,84±1,28 28,11±0,64 

Birc5  30,70±0,71 31,85±0,17 32,61±1,40 31,72±0,52 31,24±0,05 32,28±0,73 

Sonuçlar ORT±SEM sapma şeklinde verilmiştir. 
Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir. 

ΔCt değerleri incelendiğinde p53, kaspaz-3 ve kaspaz-9 genleri için; 

flurbiprofen uygulanan gruplarda kontrol grubuna göre azalma, Bax, BcL-2 ve Birc5 

genleri için; flurbiprofen uygulanan gruplarda kontrol grubuna göre artma meydana 

gelmiştir. ΔCt bulguları Tablo 4.4.’te gösterilmiştir. 
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Tablo 4.4. Flurbiprofenin HeLa hücrelerinde ortalama ΔCt değerleri. 

Dozlar/ 

Genler 

Negatif 

Kontrol 
5 µM FB 50 µM FB 125 µM FB 250 µM FB 500 µM FB 

β-aktin 0 0 0 0 0 0 

p53 5,07±2,17 4,40±1,17 3,40±0,28 4,01±1,63 3,45±0,25 3,80±1,18 

Kaspaz-3 7,79±1,81 4,46±2,47 3,93±2,44 3,58±0,44 4,48±2,53 3,56±3,63 

Kaspaz-9 3,82±4,67 0,44±2,45 0,05±2,77 -0,43±2,91 -0,55±1,98 -0,98±0,94 

Bax 8,35±1,25 8,58±2,01 6,71±1,81 6,44±0,94 6,97±1,23 5,86±2,47 

BcL-2 2,80±0,49 2,84±0,51 3,48±1,16 3,73±0,66 3,50±1,01 3,29±0,81 

Birc5  6,29±1,70 6,53±0,73 6,56±0,25 7,46±0,71 7,89±0,33 7,46±0,71 

Sonuçlar ORT±SEM olarak verilmiştir. Kontrol geni β-aktin değeri 0 olarak alınmıştır. 
Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir. 

2-ΔCt değerleri incelendiğinde p53, kaspaz-3 ve kaspaz-9 genleri için; 

flurbiprofen uygulanan gruplarda kontrol grubuna göre artma, Bax geni için; 5 µM 

dozunda azalma ve diğer gruplarda artma,  BcL-2 ve Birc5 genleri için; flurbiprofen 

uygulanan gruplarda kontrol grubuna göre azalma meydana gelmiştir. 2-ΔCt bulguları 

Tablo 4. 5.’da gösterilmiştir. 

Tablo 4.5. Flurbiprofenin HeLa hücrelerinde ortalama 2-ΔCt değerleri. 

Dozlar/ 

Genler 

Negatif 

Kontrol 
5µM FB 50µM FB 125µM FB 250µM FB 500µM FB 

 β-aktin 1 1 1 1 1 1 

 p53 0,02977 0,04737 0,09473 0,06207 0,09151 0,07204 

 Kaspaz-3 0,00452 0,04544 0,06561 0,08391 0,04497 0,08508 

 Kaspaz-9 0,07105 0,73969 0,96929 1,34257 1,45902 1,96564 

 Bax 0,00307 0,00262 0,00959 0,01156 0,00800 0,01722 

 BcL-2 0,14359 0,14015 0,08962 0,07536 0,08870 0,10259 

 Birc5 0,01282 0,01082 0,01060 0,00568 0,00422 0,00570 

Sonuçlar ortalama 2-ΔCt olarak verilmiştir. Kontrol geni β-aktin değeri 1 olarak alınmıştır. 

Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir. 
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 Flurbiprofenin kat değişimi (fold change), kat regülasyonu (fold regulation)  

ve biyolojik anlamlılığı incelendiğinde kontrol grubuna göre; p53 ekspresyonunun 50 

µM, 125 µM, 250 µM ve 500 µM dozlarda anlamlı olarak arttığı, kaspaz-3 ve kaspaz-

9 ekspresyonlarının bütün dozlarda anlamlı olarak arttığı, Bax ekspresyonunun 50 

µM, 125 µM, 250 µM ve 500 µM dozlarda anlamlı olarak arttığı, BcL-2 

ekspresyonundaki değişiklerin anlamlı olmadığı, Birc5 ekspresyonunun ise 125, 250 

ve 500 µM dozlarda anlamlı olarak azaldığı gözlenmiştir. Kat değişimi ve kat 

regülasyonu bulguları Tablo 4.6., 4.7 ve Şekil 4.15.’te, Bax/BcL-2 oranları ise Şekil 

4.16.’te gösterilmişir.   

Tablo 4.6. Flurbiprofen dozlarının HeLa hücrelerinde kat değişimi değerleri. 

Dozlar/ 

Genler 
5µM FB 50µM FB 125µM FB 250µM FB 500µM FB 

 β-aktin 1 1 1 1 1 

 p53 1,5911 3,1821 2,0849 3,0738 2,42 

 Kaspaz-3 10,0561 14,5203 18,5713 9,9521 18,8305 

 Kaspaz-9 10,4107 13,6422 18,8959 20,5348 27,6652 

 Bax 0,8556 3,1275 3,7711 2,6117 5,6178 

 BcL-2 0,976 0,6242 0,5249 0,6177 0,7145 

 Birc5 0,8438 0,8265 0,4429 0,3287 0,4444 

Sonuçlar negatif kontrol grubuna karşı değerlendirilmiştir. Kontrol geni β-aktin değeri 1 olarak 
hesaplanmıştır. Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir. 

Kırmızıyla gösterilen sonuçlar ekspresyonda anlamlı artmayı, maviyle gösterilen sonuçlar 
ekspresyonda anlamlı azalmayı temsil etmektedir. Anlamlılık p<0,05’e göre hesaplanmıştır. 
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Tablo 4.7. Flurbiprofen dozlarının HeLa hücrelerinde kat regülasyonu değerleri. 

Dozlar/ 

Genler 
5µM FB 50µM FB 125µM FB 250µM FB 500µM FB 

 β-aktin 1 1 1 1 1 

 p53 1.59 3.18 2.08 3.07 2.42 

 Kaspaz-3 10.06 14.52 18.57 9.95 18.83 

 Kaspaz-9 10.41 13.64 18.90 20.53 27.67 

 Bax -1.17 3.13 3.77 2.61 5.62 

 BcL-2 -1.02 -1.60 -1.91 -1.62 -1.40 

 Birc5 -1.19 -1.21 -2.26 -3.04 -2.25 

Sonuçlar negatif kontrol grubuna karşı değerlendirilmiştir. Kontrol geni β-aktin değeri 1 olarak 
hesaplanmıştır. Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir. 

Kırmızıyla gösterilen sonuçlar ekspresyonda anlamlı artmayı, maviyle gösterilen sonuçlar 
ekspresyonda anlamlı azalmayı temsil etmektedir. Anlamlılık p<0,05’e göre hesaplanmıştır. 
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Şekil 4.15. Flurbiprofen dozlarının Hela hücrelerinde kontrol grubuna kıyasla kat 
değişimi değerleri. 

A) p53 ekspresyonu B) Kaspaz-3 ekspresyonu C) Kaspaz-9 ekspresyonu D) Bax ekspresyonu E) BcL-2 
ekspresyonu F) Birc5 ekspresyonu G) Tüm genlerin ekspresyonu 

*p<0,05 ve sonuçlar negatif kontrol grubuna karşı değerlendirilmiştir. Kontrol geni β-aktin değeri 1 
olarak hesaplanmıştır. 

 

Şekil 4.16. Flurbiprofen dozlarının HeLa hücrelerindeki Bax/BcL-2 ekspresyon 
oranları. 
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  4.3.2. Flurbiprofenin HepG2 Hücrelerinde 48 Saatlik İnkübasyon Süresi 

Sonundaki Gen Ekspresyon Analizlerine Ait Bulgular 

HepG2 hücrelerinde kontrol grubu (%1 etanol) ve flurbiprofen dozlarına ait 

Ct değerleri Tablo 4.8.’de verilmiştir. Sonuçlar değerlendirilirken üst sınır Ct değeri 

35 olarak alınmıştır. 35’ten daha yüksek değerler de 35 olarak hesaplanmıştır. β-

aktin geni kontrol geni olarak kullanılmıştır. Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir. 

Tablo 4.8. Flurbiprofenin HepG2 hücrelerinde ortalama Ct değerleri. 

Dozlar/ 

Genler 

Negatif 

Kontrol 
5 µM FB 50 µM FB 125 µM FB 250 µM FB 500 µM FB 

β-aktin 24,78±0,86 28,1±3,69 26,18±1,49 25,1±0,42 23,62±0,47 25,65±1,62 

p53 29,82±0,76 32,54±0,48 30,69±2,63 28,75±0,40 27,09±0,41 27,56±1,33 

Kaspaz-3 30,29±4,42 30,77±0,23 29,00±2,37 29,39±3,46 26,97±1,83 27,44±0,64 

Kaspaz-9 25,51±0,83 26,41±1,81 23,98±1,56 23,58±1,78 22,97±1,12 23,12±1,25 

Bax 28,46±0,92 30,59±2,06 29,78±1,86 28,22±1,13 27,66±1,37 28,51±1,28 

BcL-2 28,17±1,13 29,95±0,97 29,6±1,05 30,23±0,35 29,78±0,12 30,65±0,73 

Birc5  30,05±0,72 33,36±2,35 33,25±0,91 31,91±1,84 31,19±0,78 32,84±0,89 

Sonuçlar ORT±SEM şeklinde verilmiştir. 
Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir. 

ΔCt değerleri incelendiğinde p53, kaspaz-3, kaspaz-9 ve Bax genleri için; 

flurbiprofen uygulanan gruplarda kontrol grubuna göre azalma, BcL-2 geni için; 5 

µM dozda azalma, diğer dozlarda artma, Birc5 geni için; 5 µM dozda herhangi bir 

fark olmamış, diğer dozlarda artma meydana gelmiştir. ΔCt bulguları Tablo 4.9.’da 

gösterilmiştir. 
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Tablo 4.9. Flurbiprofenin HepG2 hücrelerinde ortalama ΔCt değerleri. 

Dozlar/ 

Genler 

Negatif 

Kontrol 
5 µM FB 50 µM FB 125 µM FB 250 µM FB 500 µM FB 

β-aktin 0 0 0 0 0 0 

p53 5,04±0,10 4,44±4,17 4,51±1,14 3,65±0,82 3,47±0,06 1,91±0,29 

Kaspaz-3 5,51±3,56 2,67±3,47 2,82±3,86 4,29±3,04 3,35±1,36 1,79±2,25 

Kaspaz-9 0,73±1,69 -1,70±1,89 -2,20±0,07 -1,53±2,20 -0,66±1,59 -2,53±0,37 

Bax 3,68±0,06 2,49±1,63 3,60±0,36 3,12±0,71 4,04±0,90 2,87±0,33 

BcL-2 3,39±0,27 1,85±4,66 3,42±2,54 5,13±0,07 6,16±0,35 5,00±0,88 

Birc5  5,27±0,14 5,26±1,34 7,07±0,58 6,81±2,26 7,57±0,31 7,19±0,73 

Sonuçlar ORT±SEM olarak verilmiştir. Kontrol geni β-aktin değeri 0 olarak alınmıştır. 
Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir. 

2-ΔCt değerleri incelendiğinde p53, kaspaz-3 ve kaspaz-9 genleri için; 

flurbiprofen uygulanan gruplarda kontrol grubuna göre artma, Bax geni için; 250 µM 

dozunda azalma ve diğer gruplarda artma,  BcL-2 ve Birc5 genleri için; 5 µM 

dozunda artma ve diğer gruplarda azalma meydana gelmiştir. 2-ΔCt bulguları Tablo 

4.10.’da gösterilmiştir. 

Tablo 4.10. Flurbiprofenin HepG2 hücrelerinde ortalama 2-ΔCt değerleri. 

Dozlar/ 

Genler 

Negatif 

Kontrol 
5µM FB 50µM FB 125µM FB 250µM FB 500µM FB 

 β-aktin 1 1 1 1 1 1 

 p53 0,03050 0,04607 0,04389 0,07966 0,09025 0,26609 

 Kaspaz-3 0,02194 0,15767 0,14210 0,05112 0,09807 0,28917 

 Kaspaz-9 0,60290 3,23777 4,59479 2,87787 1,57462 5,75573 

 Bax 0,07829 0,17801 0,08276 0,11502 0,06079 0,13726 

 BcL-2 0,09572 0,27739 0,09375 0,02866 0,01399 0,03125 

 Birc5 0,02601 0,02610 0,00744 0,00891 0,00528 0,00685 

Sonuçlar ortalama 2-ΔCt olarak verilmiştir. Kontrol geni β-aktin değeri 1 olarak alınmıştır. 

Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir. 
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Flurbiprofenin HepG2 hücrelerindeki kat değişimi, kat regülasyonu ve 

biyolojik anlamlılığı incelendiğinde kontrol grubuna göre; p53 ekspresyonunun 125 

µM, 250 µM ve 500 µM dozlarda anlamlı olarak doza bağlı olarak arttığı, kaspaz-3 ve 

kaspaz-9 ekspresyonlarının bütün dozlarda anlamlı olarak arttığı, Bax 

ekspresyonunun 5 µM dozda anlamlı olarak arttığı, BcL-2 ekspresyonunun 5 µM 

dozda anlamlı olarak arttığı ve 125, 250 ve 500 µM dozlarda anlamlı olarak azaldığı, 

Birc5 ekspresyonunun ise 50, 125, 250 ve 500 µM dozlarda anlamlı olarak azaldığı 

gözlenmiştir. Kat değişimi ve kat regülasyonu bulguları Tablo 4.11., 4.12 ve Şekil 

4.17.’te, Bax/BcL-2 oranları ise Şekil 4.18’da gösterilmiştir. 

Tablo 4.11. Flurbiprofen dozlarının HepG2 hücrelerinde kat değişimi değerleri. 

Dozlar/ 

Genler 
5µM FB 50µM FB 125µM FB 250µM FB 500µM FB 

 β-aktin 1 1 1 1 1 

 p53 1,5105 1,4389 2,6117 2,9588 8,7241 

 Kaspaz-3 7,1851 6,4755 2,3295 4,4691 13,1775 

 Kaspaz-9 5,3703 7,6211 4,7733 2,6117 9,5467 

 Bax 2,2736 1,057 1,4692 0,7765 1,7532 

 BcL-2 2,8979 0,9794 0,2994 0,1461 0,3265 

 Birc5 1,0035 0,2862 0,3427 0,2031 0,2633 

Sonuçlar negatif kontrol grubuna karşı değerlendirilmiştir. Kontrol geni β-aktin değeri 1 olarak 
hesaplanmıştır. Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir. 

Kırmızıyla gösterilen sonuçlar ekspresyonda anlamlı artmayı, maviyle gösterilen sonuçlar 
ekspresyonda anlamlı azalmayı temsil etmektedir. Anlamlılık p<0,05’e göre hesaplanmıştır. 
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Tablo 4.12. Flurbiprofen dozlarının HepG2 hücrelerinde kat regülasyonu değerleri. 

Dozlar/ 

Genler 
5µM FB 50µM FB 125µM FB 250µM FB 500µM FB 

 β-aktin 1 1 1 1 1 

 p53 1,51 1,44 2,61 2,96 8,72 

 Kaspaz-3 7,19 6,48 2,33 4,47 13,18 

 Kaspaz-9 5,37 7,62 4,77 2,61 9,55 

 Bax 2,27 1,06 1,47 -1,29 1,75 

 BcL-2 2,90 -1,02 -3,34 -6,84 -3,06 

 Birc5 1,00 -3,49 -2,92 -4,92 -3,80 

Sonuçlar negatif kontrol grubuna karşı değerlendirilmiştir. Kontrol geni β-aktin değeri 1 olarak 
hesaplanmıştır. Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir. 

Kırmızıyla gösterilen sonuçlar ekspresyonda anlamlı artmayı, maviyle gösterilen sonuçlar 
ekspresyonda anlamlı azalmayı temsil etmektedir. Anlamlılık p<0,05’e göre hesaplanmıştır. 
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Şekil 4.17. Flurbiprofen dozlarının HepG2 hücrelerinde kontrol grubuna kıyasla kat 
değişimi değerleri. 

A) p53 ekspresyonu B) Kaspaz-3 ekspresyonu C) Kaspaz-9 ekspresyonu D) Bax ekspresyonu E) BcL-2 
ekspresyonu F) Birc5 ekspresyonu G) Tüm genlerin ekspresyonu 

*p<0,05 ve sonuçlar negatif kontrol grubuna karşı değerlendirilmiştir. Kontrol geni β-aktin değeri 1 
olarak hesaplanmıştır. 

 

Şekil 4.18. Flurbiprofen dozlarının HepG2 hücrelerindeki Bax/BcL-2 ekspresyon 
oranları. 
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4.4. Flurbiprofenin Apoptotik Etkilerinin ve Hücre Döngüsü Üzerine 

Etkilerinin Akım Sitometri ile Belirlenmesi 

4.4.1. Flurbiprofenin HeLa Hücrelerindeki Apoptotik Etkilerinin ve Hücre 

Döngüsü Üzerine Etkilerinin Belirlenmesine İlişkin Bulgular 

Flurbiprofenin 5-3000 µM arası derişimlerinin HeLa hücrelerinde hücre 

döngüsü üzerine etkileri ve geç apoptotik etkileri değerlendirilmiştir. HeLa 

hücresinde hücre döngüsü fazlarındaki hücre dağılım yüzdelerinin hesaplandığı 

örnek histogram Şekil 4.19.’te verilmiştir. Tüm sonuçlar Tablo 4.13. ve Şekil 4.20.’te 

gösterilmiştir. Geç apoptoz göstergesi olarak SubG1 piki değerlendirilmiş, yalnızca 

1500 µM dozunda %43 oranında apoptoz görülmüştür. Bu dozda S fazında artım 

olmuştur. Daha yüksek dozlarda hücreler hasara uğradıkları için apoptotik pik 

görülmemiştir.  

Hücre döngüsü negatif kontrol (%1 etanol) grubuna göre 

değerlendirildiğinde, G0/G1 fazındaki hücre yüzdesinin arttığı, S fazındaki hücre 

yüzdesinin ise azaldığı gözlenmiştir. 5, 50, 750, 2000, 2500 ve 3000 µM dozlarında 

mitoza yönelen, yani G2/M fazında hücreler görülmektedir. Genel olarak 

değerlendirildiğinde, flurbiprofenin Hela hücrelerinde hücre siklusu üzerinde 

belirgin bir etkisi olmadığı,  hücrelerin genel prolifere hücre döngüsü profili 

gösterdiği söylenebilir. 
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Şekil 4.19. HeLa hücresinde negatif kontrol (%1 etanol) grubundaki hücre döngüsü  
dağılımını gösteren histogram. 
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Tablo 4.13. Flurbiprofenin HeLa Hücrelerinde Apoptotik Etkileri ve Hücre Döngüsü 
Analizleri. 

Konsantrasyon % G0/G1  % Sentez  % G2/M % Apoptoz 

Negatif kontrol 59 41 0 0 

5 µM FB 61 30 9 0 

10 µM FB 67 33 0 0 

25 µM FB 63 37 0 0 

50 µM FB 60 31 9 0 

100 µM FB 65 35 0 0 

200 µM FB 71 29 0 0 

250 µM FB 71 29 0 0 

500 µM FB 77 23 0 0 

750 µM FB 77 22 1 0 

1000 µM FB 76 24 0 0 

1500 µM FB 47 53 0 43 

2000 µM FB 64 33 3 0 

2500 µM FB 67 24 9 0 

3000 µM FB 56 24 20 0 
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Şekil 4.20. Fluriprofenin HeLa Hücrelerindeki Apoptotik Etkileri ve Hücre Döngüsü. 

4.4.2. Flurbiprofenin HepG2 Hücrelerindeki Apoptotik Etkilerinin ve Hücre 

Döngüsü Üzerine Etkilerinin Belirlenmesine İlişkin Bulgular 

Flurbiprofenin 5-3000 µM arası derişimlerinin HepG2 hücrelerinde hücre 

döngüsü üzerine etkileri ve geç apoptotik etkileri değerlendirilmiştir. HepG2 

hücresinde hücre döngüsü fazlarındaki hücre dağılım yüzdelerinin hesaplandığı 

örnek histogram Şekil 4.21’de verilmiştir. Tüm sonuçlar Tablo 4.14. ve Şekil 4.22’de 

gösterilmiştir. Geç apoptoz göstergesi olarak SubG1 piki değerlendirilmiş, hiçbir 

dozda apoptoz görülmemiştir.  

Hücre döngüsü negatif kontrol (%1 etanol) grubuna göre 

değerlendirildiğinde, 500 µM dozda S fazında artım görülmüştür. Genel olarak 

değerlendirildiğinde, flurbiprofenin HepG2 hücrelerinde hücre döngüsü üzerinde 

belirgin bir etkisi olmadığı, hücre popülasyonunun proliferasyon gösterdiği 

görülmüştür. Hücre döngüsü HepG2 hücrelerinde hızlı ilerlemektedir.  
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Şekil 4.21. HepG2 hücresinde negatif kontrol (%1 etanol) grubundaki hücre döngüsü 
dağılımını gösteren histogram. 
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Tablo 4.14. Flurbiprofenin HepG2 Hücrelerinde Apoptotik Etkileri ve Hücre Döngüsü 
Analizleri. 

Konsantrasyon % G0/G1  % Sentez  % G2/M % Apoptoz 

Negatif kontrol 25 64 11 0 

5 µM FB 24 46 30 0 

10 µM FB 44 19 37 0 

25 µM FB 44 13 43 0 

50 µM FB 35 41 24 0 

100 µM FB 37 50 13 0 

200 µM FB 37 20 43 0 

250 µM FB 28 50 22 0 

500 µM FB 23 52 25 0 

750 µM FB 37 20 43 0 

1000 µM FB 35 28 37 0 

1500 µM FB 38 32 30 0 

2000 µM FB 38 28 34 0 

2500 µM FB 32 32 36 0 

3000 µM FB 38 18 44 0 
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Şekil 4.22. Fluriprofenin HepG2 Hücrelerindeki Apoptotik Etkileri ve Hücre Döngüsü 
Analizleri. 
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5. TARTIŞMA 

İnfeksiyonların, inflamasyonların ve otoimmün hastalıkların kanserle ilişkisi 

ve kanser öncesi lezyon gelişiminin inflamasyon varlığıyla güçlü bağlantısı son 

zamanlarda üzerinde durulan bir konudur. Örneğin; pankreatit varlığının pankreas 

kanseri riskini 10-20 kat artırdığını, ülseratif kolit varlığının kolorektal kanseri riskini % 

25 oranında arttırdığını ve prostatit varlığının prostat kanseri riskini yaklaşık % 14 

oranında arttırdığını gösteren çalışmalar mevcuttur (26, 198).  

İnflamasyon ve kanser arasındaki bu bağlantı, NSAİ’ler gibi antiinflamatuvar 

ilaçların antineoplastik aktiviteye sahip olabilecekleri fikrini desteklemektedir (26). İn 

vitro ve in vivo yapılan bir çalışmada flurbiprofenin over kanser hücre hattında 

apoptozu indüklediği, in vivo olarak da tümör oluşumunu inhibe ettiği gösterilmiştir 

(199). Aynı zamanda özellikle aspirin ile yapılan epidemiyolojik çalışmalar, uzun dönem 

düşük doz NSAİ ilaç kullanımının bazı kanser türlerinin gelişmesini önlediğini 

göstermektedir (200). Örneğin, 2918 hasta ile yapılan bir çalışmada günlük aspirin 

kullanan hastalarda polip oluşma oranının aspirin kullanmayanlara göre daha az olduğu 

gösterilmiştir (201). Yine başka bir çalışmada düzenli NSAİ ilaç kullanımının kolorektal 

kanser insidansında azalmaya sebep olduğu gösterilmiştir (202). 

Bu tez çalışması kapsamında, sıklıkla kullanılan bir NSAİ ilaç olan 

flurbiprofenin insan karaciğer kanser hücre hattı ve insan rahim ağzı kanser hücre 

hattında, son dönemde üzerinde durulan bir konu olan antikanser etkisi incelenmiştir. 

Öncelikle sitotoksisite deneyi ile hücre canlılığında azalmaya sebep olan ve hücrelere 

toksik olan dozlar ile maruziyet süreleri değerlendirilmiştir. Daha sonra genotoksisite 

çalışması ile toksik olmayan dozların hücrelerde gen düzeyinde bir hasar oluşturup 

oluşturmadığı incelenmiştir. Son olarak RT-PCR analizleri ile hücrelerde apoptotik ve 

anti-apoptotik gen düzeyleri incelenerek erken apoptoz, akım sitometri cihazı ile de geç 

apoptoz ve hüce döngüsü değerlendirilmiştir.  

Çalışmamızda HeLa hücrelerinde MTT yöntemiyle elde edilen sitotoksisite 

bulgularında 24 saatlik maruziyet süresinde IC50 dozu 2594 µM,  48 saatlik maruziyet 

süresinde 990  µM ve 72 saatlik maruziyet süresinde ise 907 µM olarak bulunmuştur. 

HepG2 hücrelerinde ise IC50 değerleri sırasıyla 2904 µM, 1234 µM ve 633 µM olarak 
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bulunmuştur. Sonuçlar incelendiğinde her iki hücre hattında da doza bağımlı hücre 

canlılığında azalma gözlenmiştir.  Çalışılan iki hücre hattı kıyaslandığında, HepG2 hücre 

hattının Hela hücre hattına göre daha dirençli olduğu, fakat daha uzun süre 

maruziyette HeLa hücre hattının daha dirençli olduğu gözlenmiştir.  

Literatürleri incelediğimizde flurbiprofen ve türevleri ile farklı hücre 

hatlarında yapılan sitotoksisite çalışmalarındaki sonuçlar ile kendi çalışmamızda elde 

ettiğimiz bulguların benzer olduğu görülmüştür. GH4C1 ve primer hipofiz adenoma 

hücrelerinde yapılan bir çalışmada,  72 saatlik R-flurbiprofen maruziyeti sonucu IC50 

dozları sırasıyla 0,5 mM ve 0,4 mM olarak bulunmuştur (203). Bu çalışmadaki hücre 

hatlarının bizim çalışmamızdaki HepG2 hücre hattı ile elde edilen IC50 doz sonuçlarıyla 

daha çok benzerlik gösterdiği, yine de çalıştığımız hücre hatlarına göre daha az dirençli 

olduğu görülmektedir. Yapılan başka bir çalışmada 0-250 µM doz aralığında 

flurbiprofenin, üç farklı mezotelyoma hücre hattında ve COX-2 pozitif A549 akciğer 

kanser hücre hattında MTT analizi yapılmıştır, 24, 48 ve 72 saatlik maruziyetler 

çalışılmış ve en etkin maruziyet süresi bizim çalışmamızla da tutarlı olarak 72 saat 

olarak bulunmuştur. 72 saatlik inkübasyon süresi sonunda MSTO-211H ve NCI-H2452 

hücrelerinde IC50 dozları sırasıyla 155 µM ve 152 µM olarak bulunmuş, diğer 

mezotelyoma hücre hattında ve akciğer hücre hattında IC50 dozları çalışılan doz 

aralığında bulunamamıştır (204). Over, kolon, mesane, prostat, nöroblastoma, 

glioblastoma, prostat, skuamoz kanser hücre hatlarında birçok NSAİ ilaç ile yapılan bir 

başka çalışmada ise 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda R-flurbiprofenin hücre 

canlılığını istatistiksel olarak anlamlı ölçüde azalttığı en düşük doz 500 µM olarak 

bulunmuştur (8). King ve ark. (21)’nın yaptığı bir çalışmada 24 saatlik inkübasyon 

sonrası beyin tümör hücrelerinde hücre büyümesindeki artışta inhibisyon görülmüş, 48 

saatlik inkübasyonda bu inhibisyon daha da beilrginleşmiş ve 72 saatlik inkübasyon 

süresi sonunda 400 µM flurbiprofenin hücre büyümesini tamamen durdurduğu 

gözlenmiştir. İnsan primer kondrosit kültüründe yapılan bir başka çalışmada 1-1000 µM 

dozlarında flurbiprofene 24, 48 ve 72 saat maruz bırakılan hücrelerde doza ve zamana 

bağlı olarak hücre ölümünde artış gözlenmiştir (205). 
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Tez kapsamında çalışılan hücre hatları ile yapılan diğer çalışmaları 

incelediğimizde, He ve ark. (206), 10 µg/mL flurbiprofenin 1, 4 ve 48 saatlik 

maruziyetleri sonucunda HeLa hücrelerinde koloni oluşturma yeteneğini azalttığını 

gözlemlemişlerdir. Serviks kanser modeli oluşturulmuş fareler üzerinde yapılan in vivo 

bir çalışmada ise flurbiprofen aksetil kullanılmış, tümörlerdeki proliferasyonu ve PGE2 

oluşumunu inhibe ettiği gözlenmiştir (207). Vasconcelos ve ark. (208) ise flurbiprofenin 

nanopartikül formlarını HeLa ve HepG2 hücrelerinde çalışmışlardır ve nanopartikül 

formlarının ilaç permeabilitesini artırdığını göstermişlerdir 

Flurbiprofenin toksik etkilere karşı koruyuculuğunun araştırıldığı çalışmalar 

da mevcuttur. Zhao ve ark. (209)’nın yaptıkları bir çalışmada insan nöroblastoma hücre 

hatlarında MTT ve XTT yöntemleriyle tarenflurbil (R-flurbiprofen)’in H2O2 ile 

indüklenmiş hücre hasarına karşı etkisi çalışılmış ve tarenflurbilin bu toksisiteyi azalttığı 

gözlenmiştir. Yine bir kombinasyon çalışmasında insan T lenfosit hücrelerinde 

benzokinon toksisitesine karşı flurbiprofen ve sodyum diklofenak ile çalışılmış ve 

ilaçların hücrelerde benzokinon toksisitesine karşı koruyucu oldukları saptanmıştır 

(210). Radyosensitizerlere karşı flurbiprofenin koruyucu etkisi olduğu da yapılan bir 

çalışmayla gösterilmiştir (211). 

Literatürleri incelediğimizde, flurbiprofenin genotoksisitesi ile ilgili yeterli 

veri bulunmamaktadır. Literatürdeki bu boşluğu doldurmak amacıyla yaptığımız 

genetik toksisite çalışmasında, 48 saatlik maruziyet süresi sonunda HeLa ve HepG2 

hücrelerinde DNA hasarı COMET yöntemi ile çalışılmış ve DNA hasarı; DNA kuyruk 

uzunluğu, kuyruk yoğunluğu ve kuyruk momenti şeklinde değerlendirilmiştir. 

Flurbiprofen dozları; 5 µM, 50 µM, 125 µM, 250 µM ve 500 µM olarak seçilmiştir. Her 

iki hücrede de her üç parametreye göre negatif kontrol ile kıyaslandığında genel olarak 

doza bağımlı bir şekilde hücrelerde DNA hasarı anlamlı bulunmuştur.  

  Flurbiprofen ile yapılan diğer genotoksisite çalışmaları da mevcuttur. Timocin 

ve ark. (212)’nın yaptıkları bir çalışmada 10, 20, 30 ve 40 µg/mL (40, 80, 120, 160 µM) 

flurbiprofene 24 ve 48 saat süre ile maruz bırakılan insan kültür lenfositlerinde SCE, CA 

ve sitokinez bloklu mikroçekirdek (CBMN) yöntemleri kullanılarak genotoksisite 

değerlendirilmiş ve bu testler sonucunda genotoksisite anlamlı bulunmamıştır. Timocin 
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ve Ila (213) başka bir çalışmada ise ratlara flurbiprofen uygulayıp 12 ve 24 saat maruz 

bırakarak kemik iliği hücrelerinde CA testi ile genotoksisite değerlendirmişler ve anlamlı 

bir kromozom aberasyonu gözlememişlerdir. Başka bir çalışmada iki hafta flurbiprofen 

kullanan hastalardan periferal kan örnekleri alınarak SCE yöntemiyle genotoksisite 

değerlendirilmiş ve genotoksik etki tespit edilmemiştir (214). Yine yapılan bir 

kombinasyon çalışmasında flurbiprofen ve roksitromisin birlikte uygulandığında insan 

kültür lenfositlerinde anlamlı bir genotoksik etki göstermemiştir, ayrıca flurbiprofenin 

H2O2 etkisine karşı DNA’yı koruyucu olduğu gösterilmiştir (215).  

Elde ettiğimiz sonuçlar ile benzerlik gösteren farklı NSAİ ilaçlar ile yapılan 

genetik toksisite çalışmaları da mevcuttur. Tripathi ve ark. (216)’nın yaptıkları bir 

çalışmada ibuprofenin farelerin kemik iliği hücrelerinde oluşturduğu genotoksisite CA 

testiyle ölçülmüş ve ibuprofenin doza bağımlı bir şekilde genotoksisiteyi indüklediği 

gözlenmiştir. Bunu destekleyen bir tez çalışmasında ise, aspirin ve ibuprofenin bulk ve 

nano formalarının hematolojik kanserli hastaların lenfositlerinde COMET ve MN 

yöntemleri ile genotoksisiteleri değerlendirilmiş ve genotoksisitenin ilaçlar ile 

indüklendiği gösterilmiştir. Ayrıca ilaçların nanopartikül formlarında genotoksik etkinin 

daha az olduğu da bildirilmiştir (217). 

  Elde ettiğimiz sonuçlar ile farklılık gösteren diğer NSAİ ilaçlarla yapılan 

genotoksisite çalışmaları da mevcuttur. Öztürk ve ark. (218) selektif COX-2 inhibitörü 

olan meloksikam ve etodolak ve selektif COX-2 inhibitörü olmayan naproksen ile 

çalışmışlardır. Gönüllülerden aldıkları periferik kanlara 24 saat süre ile ilaç 

uygulamışlardır. Sonuçta ölçülen SCE miktarında anlamlı bir artış gözlememişlerdir. 

İbuprofen, ketoprofen ve naproksen ile yapılan başka bir çalışmada ise üç farklı 

Salmonella suşunda Ames testi ile mutajenite çalışılmış ve in vivo olarak fare kemik iliği 

hücresinde SCE yöntemiyle değerlendirilmiştir. Üç ilaç için de mutajenite sonuçları 

negatif çıkarken SCE yöntemi ile değerlendirilen genotoksik etkide hafif bir artış 

görüldüğü belirtilmiştir (219). 48 hasta ile yapılan bir çalışmada hastalar ibuprofen, 

ketoprofen, naproksen, indometazin ve asetil salisilik asit ile iki hafta tedavi edilmiştir. 

Maruziyetten önce ve sonra kültür lenfositlerde SCE miktarı ölçülmüş ve anlamlı bir 

artış gözlenmemiştir (220). İbuprofen ve aspirinin iki formunun (bulk/ambalajlanmamış 



101 

 

ve nano) kullanıldığı bir çalışmada COMET ve CBMN yöntemleriyle genotoksisite 

değerlendirilmiştir. Meme kanseri olan ve sağlıklı gönüllülerin lenfositlerinde DNA 

hasarı ölçülmüştür. Kanserli hastaların lenfositlerinde ilaçların her iki formları ile de 

DNA hasarında azalma gözlenirken sağlıklı hastalarda böyle bir etkiye rastlanmamıştır 

(221). 

Sonuç olarak, flurbiprofenin genotoksisite çalışmalarının oldukça sınırlı ve elde 

edilen bulguların da farklı olması, bu konuda daha fazla araştırmaların yapılmasının 

gerekli olduğunu göstermektedir. 

Çalışmamızda 48 saat süresince 5, 50, 125, 250 ve 500 µM flurbiprofen 

maruziyeti sonucu HeLa ve HepG2 hücrelerinde erken apoptoz RT-PCR yöntemi ile 

değerlendirilmiştir. p53, Bax, BcL-2, kaspaz-3, kaspaz-9 ve survivin genlerinin 

ekspresyonları ölçülmüştür. Geç apoptoz ise geniş doz aralığında flurbiprofene maruz 

bırakılan hücrelerde 48 saatlik inkübasyon sonucu akım sitometri yöntemi ile 

belirlenmiştir. RT-PCR sonuçlarına göre HeLa hücrelerinde; p53 ve Bax ekspresyonunun 

en düşük doz haricinde anlamlı olarak arttığı, kaspaz-3 ve kaspaz-9 ekspresyonlarının 

bütün dozlarda anlamlı olarak arttığı, BcL-2 ekspresyonundaki değişiklerin anlamlı 

olmadığı, survivin ekspresyonunun ise yüksek dozlarda anlamlı olarak azaldığı 

gözlenmiştir. Akım sitometri sonuçlarına bakıldığında ise her iki hücrede de hücre 

popülasyonları prolifere özellik göstermiş ve RT-PCR uygulanan dozlarda akım 

sitometride apoptoz bulguları gözlenmemiştir. HeLa hücrelerinde yalnızca 1500 µM 

dozda yüksek oranda apoptoz görülmüştür. Yine HeLa hücrelerinde kontrol grubuna 

göre dozlanan gruplarda genel olarak G0/G1 fazında artma, S fazında azalma olduğu 

belirlenmiştir.  

Her iki hücrede de RT-PCR çalışmaları sonucunda apoptotik gen ifadeleri 

artarken antiapoptotik gen ifadelerinin azaldığı, Bax/BcL-2 oranının arttığı gözlenmiştir. 

Buna karşılık akım sitometri sonuçlarına göre ortak olan konsantrasyonlarda apoptotiz 

görülmemesi, hücrelerde apoptozun erken evrede olduğuna işaret etmektedir. 

Flurbiprofen türevleri ile yapılan bir çalışmada insan epidermal kanser 

hücrelerinde (A-431) 24 saatlik maruziyet sonucu ilaçların apoptotik etkileri 

incelenmiştir. Akım sitometride hücrelerin G0/G1 fazında yığılma gösterdikleri ve 
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apoptotik hücre popülasyonunun arttığı gözlenmiştir. Ayrıca DAPI boyama ile gözlenen 

floresan mikroskop bulguları da apoptotik morfoloji göstererek akım sitometri 

sonuçlarını doğrulamıştır (222). Flurbiprofenin de içinde bulunduğu bir grup NSAİ ilaç 

ile yapılan başka bir çalışmada kolon, prostat, mesane, skuamoz, over, nöroglioma ve 

nöroblastoma kanser hücrelerinde RT-PCR sonuçları tümör süpresör gen 

ekspresyonunun arttığını ve apoptozun indüklendiğini göstermektedir (8). Bu 

çalışmaların aksine bir çalışmada flurbiprofenin BcL-2/Bax oranını artırıp beyin 

dokusundaki apoptozu azaltarak iskemi/reperfüzyona karşı koruyucu etki gösterdiği 

bildirilmiştir (223). Yine buna benzer bir çalışmada flurbiprofen aksetilin apoptozu 

baskılayarak ve inflamasyonu azaltarak sıçanlarda serebral iskemi/reperfüzyon hasarını 

hafiflettiği gözlenmiştir (224). Fu ve ark.(225) yaptıkları bir çalışmada ise flurbiprofenin 

sitokrom c salınımını ve kaspaz aktivasyonunu inhibe ederek fareleri hepatik iskemiden 

koruduğundan bahsetmişlerdir. 

Grosch ve ark. (226)’nın yaptıkları bir çalışmada, flurbiprofen 

enantiyomerlerinin 300-1000 µM arası konsantrasyonlarına 24 saat maruz bırakılan üç 

farklı kolon kanseri hücre hattında akım sitometri sonuçlarına göre hücre döngüsünün 

subG1 fazında yığılma gözlendiği, yani proliferasyonun engellendiği ve apoptozun doza 

bağımlı bir şekilde indüklendiği gözlenmiştir. Akım sitometri sonuçlarının bizim 

çalışmamızla farklı olması, bu çalışmada kullanılan dozların daha yüksek olmasından 

veya hücre tipi farklılığından kaynaklanıyor olabileceğini düşündürmektedir. Yapılan in 

vivo bir çalışmada ise 18 haftalık maruziyet süresinde E-7869 (R-flurbiprofen) ile günlük 

dozlanan TRAMP farelerinde prostat kanser sıklığının azalabileceği veya kanser 

ilerlemesinin yavaşlayabileceği bildirilmişir (9). 

Tez çalışmamız ile benzer olarak King ve Khalili (21), yaptıkları bir çalışmada 1-

400 µM doz aralığında 24, 48, 72 ve 96 saat flurbiprofen ile muamele edilmiş farklı 

beyin tümör hücrelerinde akım sitometri sonuçlarına göre 24 ve 48. saatlerde kontrol 

grubuna göre flurbiprofen ile dozlanan gruplarda hücre siklusu dağılımında önemli bir 

fark görmezken, 72 ve 96. saatlerde kontrol grubuna göre farklılık oluştuğunu 

gözlemlemişlerdir. Bu sonuç da 48 saatten sonra geç apoptoz bulgularının açığa 

çıktığını doğrulamaktadır. 
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Flurbiprofen dışındaki NSAİ ilaçlar ile HeLa hücresinin de içinde bulunduğu 

rahim ağzı kanser hücrelerinde yapılan bir çalışmada, NSAİ ilaçların bu kanser türüne 

karşı potansiyel bir antineoplastik ajan olabileceklerinden bahsedilmiştir (227). Aspirin 

ile yapılan başka bir çalışmada 1,2 ve 3 mM aspirin 48 saat süre ile HeLa TG hücrelerine 

uygulanmıştır. Morfolojik açıdan apoptoz görülmüş ve akım sitometri ile de 

doğrulanmıştır. Ayrıca kaspaz-3 protein miktarında artma, BcL-2 protein miktarında 

azalma gözlenmiş, p53 düzeyinde ise herhangi bir değişiklik saptanamamıştır. (228). 

Yine aspirin ile sisplatin kombinasyonunu değerlendirilen bir çalışmada HeLa 

hücrelerinde Bax gen ifadesinin arttığı ve BcL-2 gen ifadesinin azaldığı gözlenmiş, 

apoptoz varlığı akım sitometri ile doğrulanmıştır. Aspirinin apoptotik etkisinin sisplatin 

ile kombinasyonu sonucu sinerjistik bir etkiyle arttığı bildirilmiştir (229). Selektif bir 

COX-2 inhibitörü olan selekoksib ile yapılan bir çalışmada selekoksibin HeLa 

hücrelerinde kaspaz-3 gen ve protein düzeyini artırdığı, survivin gen ve protein düzeyini 

ise azalttığı gözlenmiştir (230). 

HepG2 hücrelerinde NSAİ ilaçların apoptotik etkilerine bakıldığında; aspirin ile 

yapılan bir çalışmada 48 saatlik inkübasyon sonucu kaspaz-3 aktivasyonunda ve 

sitokrom c salınımda artma, BcL-2 aktivasyonunda azalma gözlenmştir. Ayrıca akım 

sitometride hücrelerin G0/G1 fazında birikim gösterdiği, dolayısıyla apoptoza gittiği 

gözlenmiştir (231). Yine aspirin ile yapılan in vitro ve in vivo bir çalışmada HepG2 

hücrelerinde kaspaz-3,kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivitelerinin arttığı, FasL, Fas ifade 

düzeylerinin ve sitokrom c salınımının indüklendiği dolayısıyla apoptozun hem 

ekstrinsik hem intrinsik yoldan tetiklendiği tespit edilmiştir. Ayrıca in vivo deneyle de 

farelere 7 hafta boyunca günlük uygulanan aspirinin tümör gelişimini engellediği 

gösterilerek sonuçlar desteklenmiştir (232). HepG2, HeLa ve başka kanser hücrelerinin 

de içinde bulunduğu bir çalışmada 24, 48, 72, 96 saatlik maruziyetlerde naproksenin 

antikanser etkileri incelenmiş ve en belirgin etki 96 saat maruziyet sonucu görülmüştür. 

p53, kaspaz-3 gen ifadelerinde görülen artma ve survivin gen ifadesinde, hücre 

proliferasyonunda, hücre canlılığında görülen azalma naproksenin antikanser etkileri 

olduğunu göstermiştir (233). Sulindak, selekoksib, indometazin, diklofenak, NS-398 gibi 
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birçok NSAİ ilaçla yapılan çalışmalarda HepG2 hücrelerinde apoptoz varlığından 

bahsedilmiştir (234-239). 

Tez çalışması kapsamında elde edilen sonuçlar genel olarak incelendiğinde; 

flurbiprofenin HeLa ve HepG2 hücre hatlarında sitotoksik olmayan dozlarda yapılan 

genotoksisite ve apoptoz çalışmalarına göre flurbiprofenin her iki hücre hattında da 

doza bağımlı olarak DNA kırıklarına sebep olduğu ve hücreleri apoptoza yönlendirdiği 

gözlenmiştir. Apoptotik gen düzeylerindeki artış, antiapoptotik gen düzeylerindeki 

azalış ve dolayısıyla Bax/BcL-2 oranındaki yükselme, erken apoptoz bulguları olarak 

karşımıza çıkmaktadır. Akım sitometri analizi sonucunda gen düzeylerinin incelendiği 

flurbiprofen dozlarında apoptoza giden hücre popülasyonunun görülmemesi ise geç 

apoptozun gözlenmediğini göstermektedir. 

RT-PCR sonuçlarına göre; Bax, kaspaz-9, kaspaz-3 gen ifadelerinin yükselmesi ve 

BcL-2 gen ifadesinin azalması, bu proteinler hücre içi yolakta rol aldıklarından 

apoptozun hücre içi yolak ile geliştiğini göstermektedir. Tümör baskılayıcı gen olan p53 

gen ifadesinin DNA hasarına karşı arttığı ve survivin gen ifadesindeki azalmanın da yine 

hücre içi yolakla ve p53 gen ifadesinin artmasıyla ilişkili olduğu düşünülmektedir. 

Her iki hücre hattı karşılaştırılacak olursa; sitotoksisite verilerine göre 24 ve 48 

saatlik maruziyetlerde IC50 dozunun HepG2 hücre hattında daha yüksek, 72 saatlik 

maruziyette ise HeLa hücre hattında daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. Fakat doza 

bağımlı yüzde canlılık oranları iki hücre hattında birbirine yakın olduğundan dolayı 

genotoksisite ve apoptoz çalışmaları aynı dozlar seçilerek yapılmıştır. Genotoksisite ve 

apoptoz çalışmaları sonuçlarına bakıldığında ise her iki hücre hattının hemen hemen 

yakın sonuçlar verdiği gözlenmiştir. 

Sonuç olarak, her iki hücre hattında da COMET analizi sonucunda gen hasarı ve 

RT-PCR analizi sonucunda erken apoptoz bulguları gözlenmiş, akım sitometri analizi 

sonucunda ise geç apoptoz bulguları gözlenmemiştir. 48 saatlik maruziyette her iki 

hücre grubunun da bu maruziyet süresinde apoptoza girdiği ve geç apoptoz bulguları 

gözlenemediği için hücrelerin henüz apoptoz sürecinin geç evresine ilerlemediği 

düşünülmektedir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Tez kapsamında çalıştığımız HeLa ve HepG2 hücrelerinde flurbiprofenin 

COMET analizi sonucu doza bağımlı olarak DNA kırıklarına sebep olduğu, RT-PCR 

analizi sonucu apoptotik gen ifadelerinin arttığı ve antiapoptotik gen ifadelerinin 

azaldığı, akım sitometri sonucunda ise hücrelerin genel prolifere hücre popülasyonu 

gösterdikleri görülmüştür. 48 saatlik maruziyette hücrelerin apoptoz döngüsüne 

girdikleri tespit edilmiştir. Kaspaz 9, Bax ve BcL-2 gen düzeylerinde gözlenen 

değişimler, apoptozun hücre içi yolak üzerinden ilerlediğini göstermiştir. 

Literatürler incelendiğinde NSAİ ilaçların sitotoksik, genotoksik ve apoptotik 

etkilerinin son zamanlarda önem kazandığı, daha çok mekanizma aydınlatılmasına 

dayanan moleküler çalışmaların ön plana çıktığı görülmektedir. Hala birçok NSAİ 

ilacın antikanser etki mekanizması aydınlatılabilmiş değildir. Bu ilaçların neoplastik 

hücre büyümesini ve çoğalmasını apoptozu indükleyerek sağladığının bilindiği fakat 

mekanizmaları tam olarak anlaşılamadığı için bu konu ile ilgili geniş bir araştırmaya 

gerek duyulmaktadır (77). Flurbiprofen dışındaki diğer NSAİ ilaçlarla yapılan 

çalışmaların ise elde ettiğimiz sonuçlar ile benzer olduğu görülmekte fakat 

flurbiprofenle ilgili yeterli çalışma bulunmamaktadır. Özellikle genotoksisite 

çalışmaları sınırlıdır ve çelişkili sonuçlar sözkonusudur, bu nedenle daha ileri 

çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 

Sonuç olarak analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar olarak sıklıkla 

kullanılan bir profen grubu NSAİ ilaç olan flurbiprofenin hücre proliferasyonunu 

engellediği gözlenmiştir. Bu bilgi ve bulgular ışığında kemoterapötik ilaçların aksine 

daha az yan etki potansiyeli olan,  daha ucuz ve kolay elde edilebilir flurbiprofenin 

karaciğer ve rahim ağzı kanser olgularında potansiyel bir antiproliferatif ajan 

olabileceği düşünülmektedir.  
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