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BOZ ARMUT EKSTRESĠNĠN SAĞLIKLI VE KANSERLĠ ĠNSAN DERĠ 

HÜCRE HATLARI ÜZERĠNDEKĠ SĠTOTOKSĠK ETKĠSĠNĠN DENEYSEL 

KARġILAġTIRILMASI  

ÖZET  

Boz armut (Pyrus elaeagnifolia) iç anadolu bölgesinde yetiĢen endemik bir 

armut çeĢidi olup kendisine ait özel aroma ve lezzetiyle bilinmekte, ayrıca halk 

arasında sağlık üzerinde de olumlu etkileri olduğuna inanılmaktadır. Ancak, bu 

meyvenin biyo-aktif bileĢenleri konusunda herhangi bir bilimsel çalıĢmaya 

rastlanmamıĢtır.  

Bu çalıĢmanın amacı, biyoaktif bileĢenlerinin anti-kanserojen özelliklerini 

araĢtırmak adına, kurutulmuĢ boz armutun etanol ekstresinin sağlıklı HaCat ve 

kanserli A375 deri hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkisinin analiz edilmesi, A375 

hücre hattında antikarsinojenik etkisinin arttırılması ve kullanım alanları ile ilgili 

ilerki çalıĢmalara kaynak oluĢturmaktır. 

Bu araĢtırma ġubat-Haziran 2019 döneminde Ġstanbul Aydın Üniversitesi‟nin 

Moleküler Biyoloji Laboratuvarında kontrollü deneylerle yapılmıĢtır. KurutulmuĢ 

boz armutun farklı dozajlardaki ekstrelerinin sağlıklı (HaCat) ve kanserli insan deri 

hücre hattı (A375) üzerindeki sitotoksik etkisine bakılmıĢtır. 

KurutulmuĢ boz armut ekstresi, soxhlet yöntemi kullanılarak soğuk etanol 

ekstraksiyonu ile elde edilmiĢtir. Elde edilen kurutulmuĢ boz armut ekstresi HaCat ve 

A375 hücre kültürlerinin analizinde, hücre proliferasyon testlerinde yaygınca 

kullanılan MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromür) yöntemi 

kullanılmıĢtır. Elde edilen sonuçlara göre kurutulmuĢ boz armut ekstresinin baĢlangıç 

dozu 25 µg/µL olup 1:8 oranında seyreltilen ekstrede HaCat hücre canlılığın yüksek, 

A375 hücre canlılığının azaldığı görülmüĢtür. 

Ancak, araĢtırmanın yapıldığı ilkbahar mevsiminde taze meyve elde 

edilemediğinden kurutulmuĢ örneklerle çalıĢılmıĢtır. Bu çalıĢmanın taze boz armut 

üzerinde tekarlanıp antikanser özelliklerinin incelenmesinde fayda görülmektedir.  
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Anahtar Kelimeler: Boz armut, Pyrus elaeagnifolia, Anti-kanserojen, Ġnsan deri 

hücre hatları, HaCat, A375, Sitotoksik etki. 
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EXPERIMENTAL COMPARISON OF CYTOTOXIC EFFECT OF BOZ 

PEAR EXTRACT ON HEALTHY AND CANCER HUMAN CELL LINES 

ABSTRACT 

Boz pear (Pyrus elaeagnifolia) is an endemic pear variety that grows in the 

Central Anatolia region and is known for its special aroma and taste, and it is also 

believed to have positive effects on health among the people. However, no scientific 

study has been encountered on the bio-active components of this fruit. 

In order to investigate the anti-carcinogenic properties of boz pear's bioactive 

components, the aim of this study was to analyze the cytotoxic effect of dried boz 

pear ethanol extract on healthy HaCat and Carcinogenic A375 human skin cell lines, 

increase anticarcinogenic effect on A375 cell line and to provide a base for future 

studies on areas of usage. 

The controlled experiments within the scope of this study was conducted in the 

Molecular Biology Laboratory of Istanbul Aydın University between February-June 

2019. The cytotoxic effect of different dose of dried grey pear extracts on healthy 

(HaCat) and cancerous human skin cell line (A375) was investigated. 

Dried boz pear extract was obtained by cold ethanol extraction by means of 

Soxhlet method. The obtained dried gray pear extraction, MTT (3- (4,5-

dimethylthiazol2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium-bromide) test, which is widely used in 

cell proliferation tests, was used in HaCat and A375 cell cultures. According to the 

results obtained, the initial dose of boz pear extract was 25 µg / µL and using the 

dilution factor of 1:8, healthy HaCat cell viability was found to be high whereas 

carcinogenic A375 cell viability was found to be reduced substantially. 

However, fresh fruit could not be obtained during the season, when the 

research was conducted. Therefore, the study was conducted with dried boz pear 

samples. 

It would be beneficial to repeat the study on fresh boz pear samples in order to 

examine the anticancer properties 
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Keywords: Boz pear, Pyrus elaeagnifolia, Anti-carcinogenic, Human skin cell lines, 

HaCat, A375, Cytotoxic effect. 
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I. GĠRĠġ 

Türkiye‟de iç Anadolu‟da yetiĢen sebze, meyve ve bitkilerin arasında bazıları 

fitokimyasal özellikleri bakımından zengin olup sağlık üzerine olumlu etkileri vardır. 

Bunlardan biri de Sivas ve civarında yetiĢen yabani bir meyve olan boz armuttur. 

Ġç Anadolu‟da (Sivas ve civarında) “ahlat” veya “yabani armut” olarak da 

bilinen boz armutlar sonbahar döneminde yetiĢmekte olup diğer zamanlarda 

kurutulmuĢ olarak bulunmaktadır. Bazı ülkelerde olduğu gibi kuru meyveler 

Türkiye‟de de pestil olarak veya kahve benzeri kavrulmuĢ toz olarak komposto 

yapımında kullanılır. KurutulmuĢ boz armut bu yörelerdeki halk tarafından genelde 

Ģurup ve turĢu olarak tüketilmektedir (Cansaran ve ark., 2007; Yerlitürk ve ark., 

2008). Ayrıca komposto yapımında ve toz haline getirilip un ile karıĢtırılarak hamur 

iĢlerinde ve daha farklı Ģekilde de kullanılmaktadır. Gıda endüstrisindeki son hızlı 

geliĢmeler, ülkenin kentsel kesimlerinde yaĢayan ve yöresel lezzetlerden uzaklaĢan 

tüketicileri eski lezzetleri, doğal olarak yetiĢen meyveleri, yoğun aromaları ve hoĢ 

tatları aramaya yönlendirmiĢtir (ErciĢli ve Orhan, 2007; Yılmaz ve ark., 2014; Yıldız 

ve diğerleri, 2004 ; Jurikova ve diğerleri, 2012 ; ErciĢli ve diğerleri, 2007; ġengül ve 

diğerleri, 2018). Doğal ürünler için bu tür eğilimler de var. Alternatif Ģifalı bitkiler ve 

yabani türler için talep artmıĢtır. Bu nedenle, doğal olarak yetiĢen bu yabani türlerin 

biyokimyasal bileĢimleri ve sağlık etkileri, insanların sağlığı üzerindeki olumlu 

etkileri bilinirse doğru bir Ģekilde tüketilebilir. Örneğin, olgunlaĢmıĢ yabani armutlar, 

olgunlaĢmıĢ meyvelerin yüksek su tutma kapasitesine sahip olması nedeniyle 

tüketicilerde konstipasyona sebep olur. Bu nedenle, yabani armutlar çoğu zaman 

yerel halk tarafından ishal ile mücadele etmek için kullanılır (Baytop, 2004). 

Günümüzde kullanılan gıda takviyelerindeki antioksidanların, kanserojenik 

toksik mekanizmaya sahip olduğu bilindiği için, doğal antioksidan kaynakları arayıĢı 

baĢlamıĢtır. Antioksidan özelliğe sahip olan fenolik bileĢikler, meyvelerin kendine 

özgü renk, aroma ve tat sağlamasında rol oynayan ve meyve kalitesini arttıran 

bileĢiklerdir. Fenolik bileĢikler bitkilerde hayati fonksiyonların sürdürülmesinde rol 

almadığı için sekonder metabolit olarak da bilinir. 



2 

Bu bileĢikler bitkilerde yaralanma, enfeksiyon, UV radyasyon gibi stres 

koĢullarında koruyucu olarak sentezlenir. Fenolik bileĢiklerin antioksidan kapasitesi 

olduğundan diyabet, kanser, kalp hastalıkları ve katarakt gibi hastalıklardan 

korunmada etkilidir (Justesen ve ark., 1998). 

Bu çalıĢmanın amacı, biyoaktif bileĢenlerinin anti-kanserojen özelliklerini 

araĢtırmak adına, kurutulmuĢ boz armutun etanol ekstresinin sağlıklı HaCat ve 

kanserli A375 deri hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkisinin analiz edilmesi, A375 

hücre hattında antikarsinojenik etkisinin arttırılması ve kullanım alanları ile ilgili 

ilerki çalıĢmalara kaynak oluĢturmaktır. 
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II. GENEL BĠLGĠLER 

A. Pyrus Elaeagnifolia’nın (Boz Armut) YetiĢtiği Yerler 

Boz armut (Pyrus elaeagnifolia Pall.)  Anadolu‟da yetiĢen endemik bir armut 

çeĢididir. „Ahlat‟ olarak da isimlendirilen bu armut türü kuraklığa ve soğuğa karĢı 

yüksek direnç gösterir (ErciĢli, 2007). Meyveler yoğun bir tat ve aromaya sahiptir. 

Bu nedenle, bir köĢedeki açık bardaklara yerleĢtirildiğinde, tüm evdeki insanlar 

üzerinde olumlu etkileri olan rahatlatıcı bir koku yayarlar. Kuraklık direncinin 

yüksek olması nedeniyle, türler kurak bölgelerde yeniden yetiĢtirmek için peyzaj 

yönetiminde kullanılabilir (Buttner, 2001). 

Biyoaktif bileĢikleriyle ilgili bilgiler, tüketicilerin onu doğrudan gıda maddesi 

olarak kullanıp kullanamayacaklarını da bilmelerini sağlayacaktır (Yılmaz ve ark., 

2014; Jurikova ve ark., 2012). Bitki ıslahında modern hedeflere, genetik kaynaklar 

arasındaki özelliklerin değerlendirilmesiyle ulaĢılabilir. Moleküler markörler zaten 

kullanılmaktadır ancak bu yöntemler pahalıdır ve karmaĢık laboratuvar tesislerine 

ihtiyaç duyulmaktadır. Yabani armutta, yeterli çeĢitlilik ve kolay uygulama 

nedeniyle, sınıflandırma için morfolojik ve biyokimyasal indeksler uygun olabilir. 

Morfolojik ve biyokimyasal karakterler, germ plazmasını tanımlamak ve 

sınıflandırmak için kullanılan ilk tercihtir. Ek olarak, morfolojik özellikler bazen 

korelasyon gösterir veya hastalığa duyarlılık gibi değerlendirilmesi zor olan 

özelliklerle iliĢkilendirilir.  

Bell ve ark. (1996) ve Dirr (1998)‟in bildirdiklerine göre; Ahlat‟ın da içerisinde 

yer aldığı sınıflandırmada, meyvelerinin hayvanlar ile insanlar için besin kaynağı 

oluĢturması, çağdaĢ ve alternatif tıp tedavilerinde kullanılması, yaygın kök sistemleri 

nedeniyle erozyon kontrolü çalıĢmalarında kullanılması, hastalık ve haĢerelere karĢı 

güçlü olmaları, değiĢik taç formları sebebiyle peyzaj düzenleme çalıĢmalarında 

estetik değer katmaları ve değiĢik iklim ve toprak özelliklerine biyolojik uyum 

sağlama yeteneklerinin yüksek olması, bu çeĢitlerinin önemini bir kat daha 

artırmaktadır (Gültekin ve ark., 2006).  
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Pyrus‟lar Avrupa‟da doğal bir Ģekilde yetiĢtirilmektedir. 20 çeĢit türü vardır. 

Bunlardan birkaçı önemli yemiĢ ağaçlarıdır. Türkiye‟nin, Orta Anadolu stepleri 

dahil, hemen her tarafında yabani olarak yetiĢen çeĢitleri vardır. BaĢlıcaları; Pyrus 

elaeagnifolia Pall. (Boz Armut), Pyrus communis L. (Yabani Armut), Pyrus 

amygdaliformis Vill., Pyrus anatolica Browicz, Pyrus syriaca Boiss., Pyrus 

salicifolia Pall.‟dır (Kayacık, 1982).  

Anadolu yöresinde geniĢ bir yelpazede yetiĢtirilen yabani meyve türlerinden 

bir tanesi boz armuttur. Latince adı Pyrus elaeagnifolia olan boz armut diğer 

bölgelerde ahlat, çördük, çöğür, argun, alfat, çövür, dığdığı, dızdığı, haliç, kerte, 

kohoz, gelinboğan, çakal armudu, Ģekok, dağ armudu gibi isimlere de sahiptir yılm. 

Yabani armudun ağaç boyu 10 metreye kadar uzanmaktadır. 

Susuzluğa ve hava kirliliğine dayanıklı bir tür olan P.elaeagnifolia (Boz 

Armut), orman açıklıklarında, kurak yerlerde, bozkırlarda ve özellikle ormandan 

açılmıĢ tarla içlerinde birçok alıç (Crataegus) cinsleriyle birlikte yaygın olarak 

bulunur. Genellikle ilkbahar aylarında çiçek açıp meyvesi Eylül ayında tam 

olgunlaĢır, kahverengi rengine dönüĢür ve o zaman yenir (Kartal, 2013). 

1. Pyrus Elaeagnifolia’nın (Boz Armut) BileĢimi 

P. elaeagnifolia içeriğinde B vitamini, C vitamini, karoten, pektin, organik 

asitler, Ģekerler ve tanen bulunmaktadır (Yılmaz vd., 2014; ġengül vd., 2018). 

Meyvelerin biyokimyasal içeriği bulundukları iklim ve toprak Ģartlarından 

etkilenmektedir. Bu meyvede fenolik madde, flavanoid madde, askorbik asit, 

glutatyon (GSH) ve süperoksid dismutaz (SOD) enzimleri bulunmaktadır. 

2. Pyrus elaeagnifolia’nın (Boz Armut) Sağlık Üzerine Etkileri 

Meyvenin çiçeği ilkbahar aylarında açmakta ve sonbahar aylarında meyvenin 

hasadı yapılmaktadır. Ağaç kökleri iyi geliĢmiĢ olduğu için erozyon kontrollerinde 

kullanılan ağaçlardır. Ham olarak elde edilen boz armutlar sert ve genzi yakan, acı 

bir tada sahiptir. Uygun koĢullarda uzun süre saklanabilir. Oda sıcaklığında 2 hafta 

bekletilen meyveler yumuĢamaya baĢlar. OlgunlaĢmıĢ meyveler kumludur. Bölgede 

P.elaeagnifolia‟nın pekmezi, kurusu, marmelatı, reçeli, sirkesi ve turĢusu da 

yapılarak kıĢ boyunca tüketilmektedir. Bu meyvenin çayı idrar söktürücü olarak da 

kullanılmaktadır (Çakılcıoğlu ve ark., 2010). Toplumda ishale, diĢ eti hastalıklarına, 
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astıma, rahim iltihabına, böcek sokmalarına, böbrek hastalıklarına, kalp 

hastalıklarına iyi geldiği ve göz hastalıklarını iyileĢtirici olduğu bilinmektedir 

(Güdücü, 2014; Keçeci, 2017).  Bu meyve türüyle ilgili sınırlı sayıda çalıĢma olduğu 

görülmektedir (Güdücü, 2014; Keçeci, 2017). P.elaeagnifolia‟nın meyvesinin ve 

yapraklarının faydası çoktur. P.elaeagnifolia yoğurt ile karıĢtırılıp aç karnına 

yendiğinde kalp ve damar hastalıklarına iyi geldiği bilinmektedir. P.elaeagnifolia‟nın 

meyvesi haĢlandığında veya taze olarak yenildiğinde ishale iyi geldiği bilinmektedir. 

Ancak fazla tüketilirse kabızlık yapabilmektedir. 

P.elaeagnifolia‟nın meyvesi düzenli kullanıldığında kalbi koruyucu özelliği 

artmaktadır. Meyvesinin suyu kan sulandırma özelliğine sahip olduğu için kan 

dolaĢımını kolaylaĢtırarak kanı temizler. Bu nedenle göz damarları ve 

vücudumuzdaki damarlar üzerinde etkisi vardır. 

Kanser hastalarında kanserin ortaya çıkıĢı, geliĢimi ve sonucu, hastadan 

hastaya göre değiĢmektedir. Kanser hücreleri kontrolsüz ve zamansız biçimde 

çoğalıp metastaz yapan bir hastalıktır (Merlo ve ark., 2006). Kanser hücreleri mutasyon 

geçirerek anormal bir Ģekilde çoğalır (Nowell, 1976). Son yıllarda yapılan araĢtırmalar, 

düzenli meyve ve sebze tüketilmesinin bazı kanser çeĢitlerinin ortaya çıkma olasılığını 

düĢürdüğünü göstermiĢtir. 

Günümüzde bitki ekstrelerinin  antikanser aktivitelerinin araĢtırılması konusunda 

birçok çalıĢma yapılmıĢtır (Stagos ve ark.,2012). Sarımsakta bulunan diallil sülfit, S-allil 

sistein ve alisin gibi fitokimyasallar kanser önleyici özelliğe sahip olduğu gibi kanser 

tedavisi gören hastalara radyoaktif dalgalara ve ilacın olumsuz etkilerine karĢı koruyucu 

özelliğe sahiptirler. Hastalık esnasında destek amaçlı kullanılmaktadır (Yıldıran-Yılmaz, 

2008).  

B. Hücre Kültürü Nedir? 

Hücre kültürü; bir organizmanın canlı olarak bir veya birden fazla hücre 

topluluğunun dokuda yer aldığı bölgeden farklı yöntemlerle alınıp in vitro olarak 

canlı tutulması ve üreme kabiliyetine sahip olanların çoğaltılmasıdır. Harrison 

tarafından, hayvan membranlarının canlı vücut dıĢında incelenebilmesi için hücre 

kültürü bulunmuĢtur. Harrison‟ın hücreleri vücut dıĢında kültürleyerek inceleme 

yapması, vücudun iç ortamdaki dengesini sağlama sebebiyle vücudun tamamında 

meydana gelecek değiĢikliklere ve bu değiĢikliklerin deney üzerinde olumsuz etkiye 
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sebep olmasının önüne geçmiĢtir (Harrison, 1907). Hücre kültürü üzerine yapılan 

çalıĢmaların zamanla artmasıyla, hücre içerisinde gerçekleĢen aktiviteleri, hücrenin 

bulunduğu ortamı, hücrelerin birbirleriyle olan etkileĢimlerini, buna karĢılık oluĢan 

reaksiyonları membran boyutunda araĢtırma ve saptama olanağı olmuĢtur.  

Hücrenin vücut dıĢında canlılığını sürdürebilmesi için yararlarıyla beraber, 

olumsuz yönleri de vardır. Ġn vitro çalıĢmalarında hücre hatları üzerindeki uygun 

Ģartların en önemlisi osmotik basınç, sıcaklık, pH, O2 ve CO2 konsantrasyonu, 

fizikokimyasal Ģartların kültür ortamında kontrolünün sağlanabilmesi ve buna bağlı 

olarak fizyolojik koĢulların sabit tutulabilmesidir. Bu Ģartların sağlanabilmesi için 

besiyerlerinde çeĢitli maddelere gereksinim duyulmaktadır. Hormon, serum ve 

aminoasit gibi çeĢitli maddelerin, hücre tipinin ihtiyacına göre gerekli miktarlarda 

kültür ortamına verilmesi oldukça önemlidir (Harrison, 1907). Hücre kültürünün bir 

diğer önemli avantajı, araĢtırmacının özel bir hücre tipi üzerinde çalıĢmasına olanak 

sağlamasıdır. Dokular çok çeĢitli hücre tiplerini içerebilmektedir. Dokudan elde 

edilen hücrelerden, zaman içerisinde tekrarlanan pasajlama iĢlemleri ile istenilen asıl 

homojen hücre elde edilebilmektedir. Hedeflenen hücreye ulaĢıldıktan sonra, 

hücreler baĢka araĢtırmalar için ve tekrarlı deneylerde kullanılmak üzere uygun 

Ģartlar altında uzun yıllar saklanabilmektedir. Hücrelerin kültürlenmesinin oldukça 

önemli olan bu avantajlarının yanı sıra, ne yazık ki bazı dezavantajları da mevcuttur. 

Kültür çalıĢmaları sırasında meydana gelen kontaminasyon, çalıĢma verimliliğinde 

azalmaya neden olan en önemli problemdir. Kültür ortamında bakteri ve mantar 

bulunması, hücrelerin geliĢmesini ve çoğalmasını oldukça yavaĢlatmaktadır. Bu 

problemi en aza indirmek için çalıĢmaların, uygun steril koĢullar altında 

gerçekleĢtirilmesi gerekmektedir. Bir diğer önemli problem ise, hücrelerin uzun süre 

pasajlanması durumunda, hücrelerin farklılaĢma kapasiteleri ve heterojenite oranları 

artmaktadır. Bu nedenle, çalıĢmalar sırasında ilk birkaç kuĢak hücrelerinin 

kullanılması oldukça önemlidir (Harrison, 1907). 

Hücrelerin in vitro çalıĢma koĢulları altında yaĢamlarını devam ettirebilmeleri 

için normal fizyolojik çevrelerinin sağlanması gerekmektedir. Ġdeal kültür ortamının 

sağlanmasında besiyerleri önemlidir. Hücre kültür besiyerleri, hücrelerin normal 

metabolik aktivitelerini yerine getirebilmeleri için gerekli olan ortam koĢullarını 

sağlamak üzere hazırlanmıĢ besleyici solüsyonlardır (Butler ve ark., 1994). Besiyeri 

içeriğindeki aminoasit, karbonhidrat, vitamin ve iyonlar hücrenin geliĢimini 
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desteklerken, bazı iyonlar da hücrelerin çoğalabilmesi için uygun osmolarite ve 

pH‟ın sağlanmasında önemlidir. Besiyeri seçimi sırasında farklı hücrelerin farklı 

besin ihtiyaçları olacağı mutlaka göz önünde bulundurulmalıdır. Bu sebeple tek bir 

hücre hattının geliĢmesine yönelik bir çalıĢma yapılacaksa bu özellikleri taĢıyan 

besiyeri seçilmelidir (Yaylalı, 2007). 

Harry Eagle tarafından 1955‟de hücre kültür ortamı olarak Eagle‟ın Temel 

Besiyeri (Eagle‟s Minimal Essential Medium, EMEM) geliĢtirilmiĢtir. Sığır, insan 

veya embriyo ekstreleri ile desteklenerek hazırlanan ve ticari olarak kullanılan ilk 

besiyeridir (Pombinho ve ark., 2004). Bu besiyerinin içeriğinde aminoasitler, tuzlar 

(CaCl2, KCl, MgSO4, NaCl ve monosodyum fosfat), glikoz ve vitaminler (folik asit, 

nikotinamid, riboflavin, B12) bulunmaktadır. Günümüzde tek bir hücre hattının 

geliĢtirilmesine yönelik en çok kullanılan Eagle‟ın Temel Besiyeri (1959) ve 

Dulbecco tarafından modifiye edilen Eagle Besiyeri‟dir (Dulbecco‟s Modified 

Eagle‟s Medium, DMEM). Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium, EMEM‟in bir 

çeĢididir ve orjinal formundan dört kat daha fazla vitamin ve aminoasit ile iki kat 

daha fazla glikoz içermektedir. Ayrıca, demir ve fenol kırmızısının da besiyeridir 

(Pombinho ve ark., 2004). Büyük miktarlarda protein ve nükleik asit sentezinin 

gerçekleĢtiği ve enerji ihtiyacının en fazla olduğu dönemde, hücrelerin geliĢimine 

destek amacıyla glikoz yanında glutamin de gerekmektedir. Zira hücreler nükleotid, 

aminoasit, amino Ģeker ve vitamin gibi bazı moleküllerin sentezi için azota ihtiyaç 

duymaktadır. Glutamin ise bu moleküllerin ve diğer azot içeren bileĢiklerin 

sentezinde azot kaynağı olarak rol oynamaktadır. Hızlı bölünen hücrelerde, kültür 

ortamında glikoz miktarı azalmakta ve enerji ihtiyacı artmaktadır. Bu durumda daha 

fazla enerji elde etmek için aminoasitler metabolize edilmektedir. Glutamin bu 

enerjinin elde edilmesinde en çok kullanılan aminoasitlerden birisidir. Hücre kültür 

ortamının sağlanmasında kullanılan dengeli tuz çözeltisi (Balanced Salt Solution, 

BSS), fizyolojik pH‟ı ve tuz konsatrasyonunu sağlayan bir solüsyondur. Dengeli tuz 

çözeltisi çoğunlukla sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum ve klor içermektedir. 

Bu çözelti dokuları ve hücreleri yıkamak için kullanılmakla birlikte fizyolojik pH‟ı 

ve osmotik basıncı sağlamaktadır. Bazı durumlarda bu çözeltiye enerji kaynağı 

olarak glikoz eklenmekte ve pH indikatörü olarak da fenol kırmızısı kullanılmaktadır 

(Jakoby ve ark., 1979). Dengeli tuz çözeltisini, mikrobiyolog John H. Hanks 1940 

yılında formüle ederek, bikarbonat iyonlarınca zengin Hanks‟in dengeli tuz 
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çözeltisini (Hanks‟ Balanced Salt Solution, HBSS) kullanmıĢtır. Bu solüsyon aynı 

zamanda hücrelerin geliĢimi için bir tamponlama sistemi olarak hücre kültürü 

ortamını ve uygun fizyolojik pH‟ı (7.0-7.4) sağlamaktadır (Gilbert ve ark., 2006). 

Kültür çalıĢmalarında fizyolojik pH stabilitesini sağlamak üzere HEPES kullanımı 

oldukça yaygındır. Özellikle protein çözeltilerin dondurulmasında kullanılır. Birçok 

tamponda gözlenen donma sonucundaki asitlik artıĢı, HEPES tamponu varlığında 

ihmal edilebilir düzeye düĢmektedir. Enzim ve koenzimleri denatürasyon ve 

inaktivasyondan korumaktadır. Bununla birlikte, belirli hücre hatlarının geliĢimini 

teĢvik ettiği bildirilmektedir (Oktar ve ark., 2010). Kültür ortamında meydana 

gelebilecek kontaminasyonları engellemek amacıyla antibiyotikler kullanılmaktadır. 

Bakterilerin gram +/- özelliklerine bağlı olarak farklı etki mekanizmalarına sahip 

antibiyotikler tercih edilebilmektedir. Dokudan ,ayrıĢtırma ya spontan migrasyon ya 

mekanik yöntemler ya da enzimatik yöntemlerle olabilir. Hücre kültürünün sağladığı 

avantajlar arasında, incelenecek hücre ve/veya maddelerin etkilenebilecekleri tüm 

etkenlerden bağımsız olarak incelenebilmesi, ekonomik ve kolay olması, çevre 

Ģartlarının kontrol edilebilmesi sayılabilir. Kullanıldığı alanlardan bazıları arasında 

aĢı, monoklonal antikor, enzim ve hormon üretimi, DNA ve RNA replikasyon 

araĢtırması, protein sentezi ve enerji metabolizması araĢtırmaları, ilaç etkileri, sinyal 

iletim mekanizmaları, hücre haberleĢmesi, embriyonik ve kök hücre araĢtırmaları, 

sitogenetik analiz ve genetik manipülasyonlar vardır (Can ve ark., 1997). 

1. HUVEC Hücre Hattı ve A375 Hücre Hattı için Uygun Kültür KoĢulları 

Endotel hücreleri organizmaların birden fazla yerinde bulunarak kan 

damarlarından alınabilir. Örneğin; beyin mikrovasküler damarlarından alınan endotel 

hücresi, insan göbek kordonu endotel hücresi (human umblical vein endothelial cell; 

HUVEC), aort endotel hücresi, glomerüler endotel hücreleri ve dermal 

mikrovasküler endotel hücreleri, miyometriyum mikrovasküler endotel hücrelerine 

dönüĢtürülebilir (Gargett, 2016).  

HUVEC, in vivo entotel tabakasına oldukça uyumlu bir hücredir. Endotel 

hücrelerin özelliklerine sahip olmasıyla birlikte, doğum sonrası vücuttan atılan bir 

dokudan alınabildiği için kolay bulunur ve ucuzdur. HUVEC hücresinin büyük ve 

geniĢ bir yüzeye sahip olması sayesinde dallanma yapmayan, üzerinde çalıĢılması 

kolay olan bir hücredir (Yusufhan Yazır ve ark.,2012). 
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C. Serbest Radikallerin Kanser Üzerine Etkisi 

Serbest radikallerin, karsinogenez hücreler için yapılan çalıĢmalarda etkilerini 

gösterebilmeleri için vücutta bulunan enzimleri kullanarak metabolize edilmeleri 

vurgulanmaktadır. 

1. Glutatyon Peroksidaz (GSH) Enzimi 

Glutatyon Peroksidaz‟ın çalıĢmasında en önemli nokta selenyum olmasıdır; 

selenyum olmadığında bu enzimin aktivitesi düĢüktür (Peng ve ark., 2014; Pisoschi 

ve ark., 2015). 

Serumdaki selenyum konsantrasyonuna bağlı olarak GSH, bağıĢıklık 

hücrelerinde oksidatif stres ile redoks tepkimelerini kontrol ederek optimal iĢleyiĢte 

önemli rol oynar (Arjmandi ve ark., 2016). 

GSH‟ın, hücrelerde stoplazmada bulunarak H2O2„den kaynaklanan oksidatif 

hasara karĢı hücreyi koruyucu özelliği vardır. Bu sayede H2O2„den OH grubunun 

oluĢmasını engeller. GSH„nin dört proteinden oluĢan alt birimi bulunmaktadır. Her 

alt birimde selenyum vardır (Sen ve ark., 2011). 

Elektron kaynağı, glutatyonu kullanarak H2O2„yi ve organik hidroperoksitleri 

metabolizleyen enzimdir. GSH enzimi iki ana tipte incelenmiĢtir. Bu tiplerden biri 

aktif bölgesinde selenyumca zengin olan selenyuma bağlı GSH  (Se-GpX)‟dır. 

Se-Gpx, H2O2 ve organik hiperoksitlere etki göstermektedir. Selenyuma 

bağımlı olmayan glutatyon peroksidaz (GSH) ise organik hiperoksitleri metabolizler 

(Cnubben ve ark., 2001). 

Bu reaksiyonlar 1 numaralı denklemdeki gibi GSH hidrojen açığını karĢıladığı 

için H2O2 ve hidroperoksitler indirgenir ve GSH okside olur. Okside olan glutatyon 

aslında glutatyon disülfittir (GSSG). Glutatyon redüktaz  (GR) enzimi varlığında 

okside olan glutatyon redükte glutatyon formuna geri indirgenir. Bu reaksiyon 

esnasında GR, elektron vericisi olarak NADPH‟yi kullanır (Reiter ve ark., 1995). 

       (1) 
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2. Süperoksit Dismutaz (SOD) Enzimi 

Antioksidanların ilk görevi süperoksit radikallerini hidrojen perokside 

çevirmesidir. Süperoksit dismutaz (SOD, E.C.1.15.1.1.) ilk olarak 1969‟da McCord 

ve Fridovich tarafından bulunup, vücutta görevli olan en önemli antioksidan enzimi 

özelliğini taĢımaktadır (Barra ve ark.,1984). 

SOD enzimi hem antioksidan (süperoksit anyonunu uzaklaĢtıran), hem de pro-

oksidan (hidrojen peroksitin enzimatik oluĢumunu gerçekleĢtiren) iĢlevine sahiptir 

(Oberley, 2002). 

SOD , süperoksidin hidrojen peroksite dismutasyonunu katalizleyen 

metaloenzimdir (McCord ve Fridovich, 1969). Süperoksit anyonu nitrik oksitle 

reaksiyona girer ve normal durumlarda indirekt olup vasküler basıncı dengelemekte 

büyük rol oynar; inflamasyon durumunda metabolit olarak toksik nitrojen 

oluĢmasında görev alır. SOD hücre içi ve hücre dıĢı O2, H2O2 ve nitrojen 

metobolitlerini düzenler (Fattman ve ark., 2003). Oksijen ihtiyacı fazla olan 

dokularda SOD aktivitesi fazla, buna bağlı olarak hücre dıĢı sıvılarda SOD aktivitesi 

düĢüktür (Uysal, 2006). 

Ökaryotik hücrelerde üç çeĢit SOD enzimi vardır; hücre sitozolünde olan bakır 

ve çinko içeren homodimer, bakır-çinko süperoksit dismutaz (CuZnSOD, SOD1), 

mitokondride var olan mangan içeren homotetramer mangan süperoksit dismutaz 

(MnSOD, SOD2); hücre dıĢında bulunan, bakır ve çinko içeren homotetramer 

ekstrasellüler süperoksit dismutaz (ECSOD, SOD3) (Zelko ve ark., 2002). 

MnSOD, oluĢan oksidatif strese karĢı direnç göstererek hücrenin yaĢamasında 

önemli rol oynar (Epperly ve ark., 2002). MnSOD seviyesinde olan değiĢiklikler 

birçok hastalıkla iliĢkilidir. Parkinson hastalığı (Kushleika ve ark., 1996), alzehimer 

hastalığı (Marcus ve ark., 2006), yaĢlanma gibi (Wallace, 2001) hastalıklarda 

koruyucu özelliği vardır. 

MnSOD‟ın hücrelerde yüksek seviyede olması prostat kanseri, meme kanseri 

ve insan glioma hücrelerinde (Zhong ve ark., 1999) tümör oluĢumuna engel 

olmaktadır. Yani MnSOD‟ın tümör oluĢumunda baskılayıcı olduğu düĢünülmektedir 

(Li ve ark., 1995; Oberley ve ark., 2005). 
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III. YÖNTEM 

A. AraĢtırmanın Zamanı ve Örneklem  

Bu araĢtırma, ġubat-Haziran 2019 döneminde Ġstanbul Aydın Üniversitesi‟nin 

Moleküler Biyoloji Laboratuvarında kontrollü deneylerle yapıldı. KurutulmuĢ boz 

armuttan elde edilen farklı dozajlardaki ekstrelerin sağlıklı (HaCat) ve kanserli insan 

deri hücre hattı (A375) üzerinde sitotoksik etkisine bakıldı. 

B. Örneklerin Hazırlanması  

KurutulmuĢ boz armut Sivas‟ta bulunan bir semt pazarından 3 ayrı satıcıdan 

1‟er kilo alınarak karıĢtırıldı. Alınan kurutulmuĢ boz armutlarının 500 gramı, 

laboratuvar ortamında meyvenin nem oranını düĢürmek için  Nuve markalı etüvde 

45° derecede 2 gün kurutulmaya bırakıldı. Etüvden alınan boz armutlar kahve 

öğütme makinasında (Arçelik K 3104 Kahve ve Baharat Öğütücü) öğütüldü. Elde 

edilen 17 gramlık kurutulmuĢ boz armut tozlarından ekstre hazırlandı. 

C. Soxhlet Yöntemiyle Soğuk Ekstre Hazırlanması 

Soxhlet yöntemi bilinen en eski yöntemlerdendir. Günümüzde sık kullanılmaya 

devam eden sistemdir. Soxhlet sistemi bir adet solvent ĢiĢesi, orta bölmede sıvı akıĢı 

için bir sifon, soğutulmuĢ bir yoğuĢturucu/kondansatör ve bir ısıtma sisteminden 

oluĢmaktadır. Bu yöntemde ince öğütülmüĢ numune, Soxhlet sistemindeki güçlü bir 

filtre kağıdına yerleĢtirilir. Solvent altındaki solvent ĢiĢesi içerisine yerleĢtirilir. 

Kaynama sıcaklığı üzerinde ısıtılan solventten gelen buhar, yoğunlaĢma olan 

kondansatöre göre ilerler, yoğunlaĢır ve örneğin üzerine damlar. Üzerinde çalıĢılan 

numunenin önce ıslatır, sonra solvent seviyesi sifonun tepesine ulaĢınca, solvent 

numune bölmesini boĢaltarak solvent ĢiĢesine doğru damlama gerçekleĢir . 
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ġekil 1. Soxhlet Düzeneği 

Bu yöntemle etanol ekstresi hazırlanmıĢtır. Sistemin balon kısmına 500 mL 

etanol konulmuĢtur. Soxhlet‟in kartuĢ kısmına 20 g kurutulmuĢ boz armut 

konulmuĢtur. Bu iĢlem en az 3 saat olmak üzere Soxhlet aparatında renklenme bitene 

kadar sürdürülmüĢtür. ĠĢlem bitince elde edilen etanol ekstresi, damıtma yapılarak 

konsantre hale getirilmiĢtir. Böylece çözeltinin hacmi 50 mL‟ye düĢürülerek bir kaba 

konmuĢtur.  

D. Deneyde Kullanılan Hücre Hatları 

Deneyde malign hücre hattı olan A375 (insan, kötü huylu melanom) ve sağlıklı 

hücre hattı olan HaCaT (insan, cilt epiteli) olmak üzere 2 farklı hücre hattı Amerikan 

Hücre Kültürü Koleksiyonundan (ATCC, Mannassas, VA) elde edildi.  

Hücre hatları boz armut ektresinde kullanılıncaya kadar 37°C‟de  %5 CO2‟li 

ortamda inbübasyon yapıldı. 
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E. MTT Analizi (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

Hücre canlılık oranlarını belirlemeye yönelik kalorimetrik bir yöntemdir. 

Hücrelerde sitotoksik aktivite testi, canlı hücrelerin mitokondriyal dehidrogenazları 

tarafından tetralizolium tuzlarının 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide bir mavi formazana indirgenmesidir. OluĢan mavi formazan miktarına bağlı 

absorbans değerleri mikroplaka okuyucu spektrofotometrede ölçüldü. Hücre 

canlılığı, % hücre canlılığı olarak hesaplandı. 

MTT protokolü 

1. Hücreleri ve test bileĢiklerini 96 kuyucuklu kaba her birinde 100 µl/kuyu 

olacak Ģekilde ekerek hazırlanır. 

2. Hedeflenen ilaca maruziyet süresince (24 /48 veya 72 sa) inkübasyona 

bırakılır. 

3. Her bir kuyuya, final konsantrasyon 0.45mg/ml ye ulaĢacak Ģekilde 10 µl 

MTT solusyonu eklenir. 

4. 4 saat boyunca 37°C sıcaklıkta inkübe edilir. 

5. Formazan kristallerini çözündürmesi amacıyla herkuyuya 100 µl “çözme 

solüsyonu” eklenir. Bu “çözme solüsyonu”; %40 dimetilformamid (DMF) 

nin %2 glakial asetik asit içinde çözülerek %16 sodyum dodesil sülfat 

(SDS) eklenmiĢ bir karıĢımdır. 

6. Tam çözünme olduğundan emin olmak için, hafifçe karıĢtırma-çalkalama 

iĢlemi yapılır. 

7. Çukurların absorbans değerleri ,570 nm spektrofotometrik ıĢık altında 

okunur . 
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ġekil 2. Sitotoksite Analizleri 

Kaynak: Rasime Kalkan, Uygulamalı Hücre Kültürü Kursu 3 -4 Haziran 2016 LefkoĢa, KKTC, 

Bkz:neu.edu.tr-Sitotoksite-Analizleri-DESAM.pdf 

Avantajları 

 Hücre transferi yapılması gerekmez, bütün test ve iĢlemler bir mikroplaka 

üzerinde yapılır. 

 MTT bileĢiği, tüm hücreler tarafından metabolize edilebildiğinden, test tüm 

hücre tiplerinde uygulanabilmektedir. 

 Maliyeti düĢüktür. 

Dezavantajları  

 ELISA plaka okuyucusu kısıtlılığı nedeniyle geniĢ alanlı logaritmik hücre 

proliferasyonuna rağmen lineer bir görsellik elde edilememektedir. 

 MTT-Formazan reaksiyon son ürünleri (çözünemez) halde olduğu için, 

reaksiyon son ürününü yeniden çözecek bir çözücüye ihtiyaç 

duyulmaktadır (resolubilizasyon problemi). 

 Bir deney düzleminde birden fazla zaman aralığı eldesi mümkün 

olmamaktadır (Örneğin tek seferde sadece 48 saatlik bakılması).  
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DüĢük metabolik aktivitesi olan hücre tiplerinde (lenfositler gibi ) daha yüksek 

miktarda hücre kullanılması gerekmektedir. 

Analitik değerlendirmeler ve grafiklendirme önce Microsoft Office Excel 

Office 365 üzerine iĢlenmiĢtir.  

Burada, MTT analizinin  son aĢamasında yapılan spektrofotometrik değerler, 

her bir boz armut ekstresi uygulanmıĢ kuyu için absorbans değerleri kaydedildi. 

Optik dansiteye (OD) göre ıĢık absorbans değerleri farklılık göstermesi beklenen bu 

değerler tabloya iĢlenerek, formülize edilmiĢ haliyle % hücre canlılık hesaplandı. 

Bunların uygulama sonrası nicel değerler üzerinden tek tek her bir boz armut 

ekstresi uygulanmıĢ kuyucuğunun absorbans değerleri sonucu elde edilen veriler, 

formülde yerine konarak blank kuyu absorbansı (hücre ve ekstre uygulanmamıĢ boĢ 

değer) ile iliĢkisi ve paydada kontrol kuyusunun blank absorbans değeri arasındaki 

fark oranlandı. 

                 
                                                           

                                               
                                     (1) 

Daha sonra yüzde olarak bunların canlılık-sitotoksisite yüzde oranlarının 

absorbans değerlerinin birbirini tamamlayacağı formül esas alındı: 

Bu değerler, deneysel nicel bulgularımız yerine konarak hesaplandığında, 

beklendiği gibi A375 ve HaCat hücre hattının her biri için farklı oranlarda ve farklı 

logaritmik eğimlere sahip sonuçların çıktığı görüldü. Standart sapmalar, her bir 

çukurcuk için 3 tekrarlı doz denemesi ile birbirinden farklı çıkabilen sonuçların 

ifadesi olacak Ģekilde hem tablo hem de grafik değerlerine iĢlenmek üzere 

kaydedildi. Bu sonuçlar birer tablo haline getirilerek, doz seyreltileri yapılıp 

deriĢimlerin azaltılması karĢılığında canlılık oranlarındaki değiĢimlerin 

değerlendirmesine geçildi. 

F. Ġstatistiksel Analiz 

Deneyler üç tekrarlı olarak yapılmıĢtır. Normal Dağılım analizi (Test of 

normality) istatiksel analiz programı olan Ġstatistiksel analizler için “SPSS 15.0 for 

Windows Evaluation Version” programı kullanılmıĢtır. Değerler ve hesaplamalar bu 

program aracılığı ile yapılmıĢtır. Normal dağılım analizleri için sırasıyla ; Analyze-

Descriptive statistics-Explore süreci takip edildi. 



16 

Ġstatiksel anlamlılık p-value ≤ 0.05 kriteri baz alınarak tanımlanmıĢtır. 

Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak rapor edilmiĢtir. 

Analitik değerlendirmeler ve grafiklendirme önce Microsoft Office Excel 

Office 365 üzerine iĢlenmiĢtir.  
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IV. BULGULAR 

A. Pyrus Elaeagnifolia’nın Etanol Ekstresinin HaCat ve A375 Hücre Hattı 

Üzerindeki Sitotoksik Etkisinin Değerlendirilmesi 

Çizelge 1‟de görüldüğü üzere, Boz Armut (P.elaeagnifolia) ekstresi 25 µg/µL 

(mikrogram/mikrolitre) baĢlangıç dozu alındıktan sonra; distile su ile seri dilüsyonlar 

yapılarak 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 oranlarında seyreltilmiĢ dozlar elde edilmiĢtir. Bu 

aĢamada her dozun, blank ve kontrol kuyusu boĢ bırakıldıktan sonra ekimi yapılan 

HaCat hücrelerine, 3 ayrı seferde uygulanmasından sonra, karĢılığındaki canlılık 

oranları; 

                      
                                                        

                                            
                                      (2) 

formülüne göre hesaplanarak tablodaki yerine yerleĢtirilmiĢtir. 

Çizelge 1. A375 ve HaCaT Hücre Hatları Üzerinde Uygulanan Farklı Dozların % 

Hücre Canlılık Değerleri 

% Hücre Canlılık 

Konsantrasyon 

(µG/µL) 

1:1 

(µg/µL) 

1:2 

(µg/µL) 

1:4 

(µg/µL) 

1:8 

(µg/µL) 

1:16 

(µg/µL) 

A375 -3,418 (±1,08) -2,17 (±2,12) 0,6 (±2,09) -1,7 (±0,7) 4,3 (±7,09) 

HaCaT -1,22 (±0,83) -1,709 (±2,06) 3 (±5,72) 11,4 (±10,77) 18,3 (±29,38) 

 

Çizelge 1‟de gösterildiği gibi, HaCat hücre hattına uygulanan Boz Armut 

(P.elaeagnifolia) ekstresi 1:1 seyreltisinden  baĢlandığında; bu doz baĢlangıç dozu 

olan 25 µg /µL‟yi ifade etmektedir. Bu dozda 48 saatlik inkübasyon sonunda 

bakıldığında, hesaplamaların sonucu beklendiği gibi çıkmıĢtır. Kullanılan en yüksek 

doz olan 25 µg /µL‟de canlılık yüzdesi -%1,22084 olarak tespit edilmiĢtir. Bunun 

anlamı, uygulanan dozda yaĢayan hücre kalmamıĢ olup, ortamdaki hücrelerden daha 

fazlasına etki edebilecek bir sitotoksik etki gösterdiğidir. Diğer taraftan, canlılık 

yüzdesinde negatif tamsayı olarak bulunan yüzde orandan kaynaklanan bu durum, 

yani sitotoksisitenin yüzde yüzün üzerinde bulunması, Boz Armut (P.elaeagnifolia) 

ekstresinin doğal renginden dolayı ortamda canlı hücreler kalmadıktan sonra 

fazladan ve çok miktarda kalan dozun renkte ve dolayısıyla optik dansitede azalmaya 
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yol açarak spektrofotometreyi yanılttığı Ģeklinde yorumlanabilir. Nitekim yüksek 

dozlarda blank kuyucuğuna göre renkteki açılma gözle görülür nitelikte 

gerçekleĢmiĢtir.  

 

ġekil 3. MTT Testinde HUVEC ve A375 Hücre Hatlarının Renk DeğiĢimi 

Toksisite hesaplamasında ayrıca değinileceği gibi, yukarıda bahsedilmiĢ olan 

Hücre inhibisyon (Sitotoksisite) oranı 

Hücre inhibisyon (Sitotoksisite) oranı (%) = 100 - Hücre canlılık oranı (%)           (3) 

formülüyle hesaplandığında, 100-(-1,22084 )=101,22084 (~101,2%) gibi bir toksisite 

oranı elde edilecektir. Bu da en yüksek doz olan 25 µg /µL‟de tamamen sitotoksik 

etkiyi sağlandığı  ve hatta aĢabileceği anlamına gelmekte, böylece istenmeyen bir 

durum olan yüzde yüzün altında canlılık oranı vermek suretiyle, hücrelerin tamamını 

öldürmek için gereken dozdan eksik doz seçmiĢ olma ihtimalinden bizi 

uzaklaĢtırmaktadır. Ġleride sitotoksisite tablosunda da gösterileceği üzere 3 tekrarın 

sitotoksisite standart sapmaları da hesaba katılacaktır. OluĢturulan doz-yanıt grafiği 

üzerinden hücrelerin yüzde ellisine etki eden sitotoksik dozlar hesaplanacaktır.  

 

HaCat hücre hattına uygulanan Boz Armut ekstresi 1:2 dozuna bakıldığında, 

yarı yarıya seyreltme yapılarak 25/2=12,5 µg /µL dozu elde edilmiĢtir. Bu doz 3 

tekrar halinde, HaCat hücre hattı ile 48 saat inkübasyona bırakıldıktan sonra, canlılık 

değeri -1,70917±2,06 olarak bulunmuĢtur. Buradan yine verilen dozun hücrelere 

canlılık imkanı vermediği, hesaplanan sitotoksisite değerinin de yine yüzde yüzün 

üzerinde bir sonuç vererek %101,7 gibi bir değerde olduğu görülmüĢtür. Bu durum, 
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hiçbir canlı hücre bırakmayan 1:2 oranındaki dozun oldukça kuvvetli toksisiteye 

sahip olduğunun göstergesidir. 

HaCat hücre hattına uygulanan Boz Armut ekstresi 1:4 dozunda canlılık, 

hücrelerin 48 saat sonra besi yerinde çoğalma imkanı göstermeye baĢlaması 

açısından önemli bir eĢiği iĢaret etmektedir. Bu doza maruz bırakıldığında, 

sitotoksisite %97‟lere gerilemiĢtir. Böylece bu dozun yorumu olarak; hücrelerin 

proliferasyonunu engelleyen doz miktarlarının altına inilmiĢ ve oluĢturacağımız doz-

yanıt grafiği eğrisinde, maksimal sitotoksik etkiden geriye gelinerek yaklaĢık yüzde 

97 oranındaki sitotoksik doz (veya inhibitör konsantrasyon) ile bir sitotoksik etkiye 

karĢılık gelecek doz uygulanmıĢ demek olacaktır. 

HaCat hücre hattına uygulanan Boz Armut ekstresi 1:8 dozunda 

(1.5625µg /µL), canlılık değeri %11,4±10,77 bulunmuĢ ve bu dozda yaĢayan 

hücrelerin oranını vermiĢtir. Görüldüğü gibi toksisite gittikçe azalmakta iken standart 

sapmalar da yükselme eğilimindedir. 

HaCat hücre hattına uygulanan Boz Armut ekstresi 1:16 oranında sulandırılmıĢ 

deriĢimdeki dozunda, %18,3±29,38 gibi bir canlılık oranı tespit edilmiĢtir. Standart 

sapmanın yüksek oluĢu nedeniyle üç tekrar ortalamasının, bir önceki (yarı yarıya 

sulandırılmadan önceki 1:2 oranında) dozundan daha fazla canlılık vermesi, sonucun 

doğru yönde ilerlediğini göstermektedir. 

Gittikçe artan oranlarda canlılık gösterilmiĢ, dolayısıyla sitotoksik etki de 

azalmıĢtır. Ġleride sitotoksisite tablosunda da gösterileceği üzere 3 tekrarın 

sitotoksisite standart sapmaları da hesaba katılacaktır. OluĢturulan doz-yanıt grafiği 

üzerinden hücrelerin yüzde ellisine etki eden sitotoksik dozlar hesaplanacaktır. 

Böylece ekstrenin etki gücü ve istatistiksel olarak anlamlı bir toksisite oluĢturup 

oluĢturmadığı tespit edilecektir.   
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Çizelge 2. HaCaT Hücre Hattı Üzerinde Uygulanan MTT Sonucu Elde Edilen % 

Hücre Canlılık Grafiği. Deney 3 Tekrar Olarak YapılmıĢtır. 

 

A375 kanserli hücrelerdeki ekstre dozuna karĢılık canlılık oranlarına bakılacak 

olursa;  

Çizelge 2‟de x ekseni seyreltilen dozları, y ekseni hücre canlılık oranını temsil 

etmektedir. Boz Armut ekstresi 25 µg /µL baĢlangıç dozu alındıktan sonra; distile su 

ile seri dilüsyonlar yapılarak 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 oranlarında seyreltilmiĢ dozlar 

elde edilmiĢtir. Bu aĢamada her dozun, blank ve kontrol kuyuları boĢ bırakıldıktan 

sonra ekimi yapılan A375 hücrelerine, 3 tekrarlı olarak uygulamasından sonra, % 

hücre canlılığı 1 numaralı formüle göre hesaplanarak tablodaki yerine 

yerleĢtirilmiĢtir. 

 

 

 

HÜCRE CANLILIĞI % 
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Çizelge 3. HaCaT Hücre Hattı ve A375 Hücre Hattı Üzerinde Uygulanan MTT 

Sonucu Elde Edilen % Hücre Canlılık Grafiği 

 

Çizelge 3‟te y ekseni hücre canlılık oranını gösterirken, x ekseni her iki 

hücrenin seyreltilmiĢ dozunu göstermektedir. 1‟den 5‟e kadar olan 

numaralandırmasında; 1 numara 1:1 seyreltilmiĢ dozu, 2 numara 1:2 seyreltilmiĢ 

dozu, 3 numara 1:4 seyreltilmiĢ dozu, 4 numara 1:8 seyreltilmiĢ dozu ve 5 numarada 

1:16 seyreltilmiĢ dozu ifade etmektedir. 

A375 hücre hattına uygulanan Boz Armut ekstresi 1:1 seyreltilmiĢ dozdan 

baĢlandığında; bu doz baĢlangıç dozu olan 25 µg/µL‟yi ifade etmektedir. Bu dozda 

48 saatlik inkübasyon sonunda bakıldığında, hesaplamaların sonucu beklendiği gibi 

çıkmıĢtır. Kullanılan en yüksek doz olan 25 µg/µL‟de canlı hücre ortalama değeri -

3,41834±1,08 olarak tespit edilmiĢtir. Bunun anlamı, uygulanan dozda yaĢayan hücre 

kalmamıĢ olup, ortamdaki hücrelerden daha fazlasına etki edebilecek bir sitotoksisite 

(öldürücülük) gösterdiğidir. Toksisite hesaplamasında ayrıca değinileceği gibi, 

yukarıda bahsedilmiĢ olan Hücre inhibisyon (Sitotoksisite) oranı 3 numaralı formülle 

hesaplandığında, 100-(-3,41834 )=103,41834 (~103,4%) gibi bir toksisite oranı elde 

edilecektir. Bu da en yüksek dozu olan 25 µg/µL‟de tamamen sitotoksik öldürücü 

etkiyi sağladığı, böylece istenmeyen bir durum olan yüzde yüzün altında canlılık 

oranı vermek suretiyle, hücrelerin tamamını öldürmek için gereken dozdan eksik doz 
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seçmiĢ olma ihtimali azalmıĢtır. Nitekim yüksek dozlarda blank kuyucuğuna göre 

renkteki açılma gözle görülür nitelikte gerçekleĢmiĢtir. Ġleride sitotoksisite 

tablosunda da gösterileceği üzere 3 tekrarın sitotoksisite standart sapmaları da hesaba 

katılmıĢtır. OluĢturulan doz-etki grafiği üzerinden hücrelerin yüzde ellisine etki eden 

sitotoksik dozlar hesaplanmıĢtır.  

A375 hücre hattına uygulanan Boz Armut ekstresi 1:2 dozuna bakıldığında, 1/2 

seyreltme yapılarak 25/2=12,5 µg/µL dozu elde edilmiĢtir. Bu doz 3 tekrar halinde 

A375 hücre hattı ile 48 saat inkübasyona bırakıldıktan sonra, canlılık oranı -

2,17037±2,12 olarak bulunmuĢtur. Buradan yine verilen dozda hücrelerde canlılık 

olmadığı, hesaplanan sitotoksisite değerinin de yine yüzde yüzün üzerinde bir sonuç 

vererek %102,1 gibi bir değerde olduğu görülmüĢtür. Bu durum, hiçbir canlı hücre 

bırakmayan 1:2 oranındaki dozun oldukça kuvvetli toksisiteye sahip olduğunun 

göstergesidir. 

A375 hücre hattına uygulanan Boz Armut ekstresi 1:4 dozunda canlı hücre 

oranı %0,6±2,09 olarak gerçekleĢmiĢtir. 3,125 µg/µL dozunda meydana gelen bu 

canlılık, hücrelerin 48 saat sonra besi yerinde çoğalma imkanı göstermeye baĢlaması 

açısından anlamlı görünse de, bir sonraki yarı yarıya sulandırılmıĢ yeni doz (1:8, 

1,5625 µg/µL) ile karĢılaĢtırıldığında ilerleyici bir etki göstermeyeceği görülmüĢtür. 

Sadece söylenebilecek olan, bu doza maruz bırakıldığında, sitotoksisitenin 

%99,4‟lere gerilediğidir. 

A375 hücre hatlarına uygulanan Boz Armut ekstresi 1:8 dozunda (1,5625 

µg /µL), canlılık oranı -1,7±0,7 bulunmuĢ ve bu dozda canlı kalabilen hücrelerin 

oranını vermiĢtir. Görüldüğü gibi toksisite tekrar 100-(-1,7)=101,7 düzeylerine 

yükselmiĢtir. Sitotoksik düzeyin, doz azalmasına rağmen artması beklenen durumun 

tersine geliĢmiĢ bir durumdur bu. Fakat, etken maddeyle hücrenin birlikte 

inkübasyon süresi değiĢmemesine ve doz azaltımına (dilüsyon) canlı hücre azaltıcı 

etki göstermesi, doz-etki grafiğinde anlamlı bir sapmaya neden olmamıĢtır.   

A375 hücre hattına uygulanan Boz Armut (P.Elaeagnifolia) ekstresi 1:16 

oranında seyreltilmiĢ deriĢimdeki dozunda %4,3±7,09 gibi bir canlılık oranı tespit 

edilmiĢtir. 1,5625 µg /µL dozunda meydana gelen bu canlılık oranı, hücrelerin 48 

saat sonra besi yerinde çoğalma imkanı göstermeye baĢlaması açısından önemli bir 

eĢiği iĢaret etmektedir. Bu doza maruz bırakıldığında, sitotoksisite %96„lara 
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gerilemiĢtir. Böylece bu dozun yorumu olarak; hücrelerin proliferasyonunu 

engelleyen doz miktarlarının altına inilmiĢ ve oluĢturulan doz-etki grafiği eğrisinde, 

yaklaĢık %96 oranındaki sitotoktik dozda (veya inhibütör konsantrasyonunda) bir 

sitotoksik etkiye karĢılık gelecek doz uygulanmıĢtır. 

Gittikçe artan oranlarda canlılık oranı gösterilmiĢ, dolayısıyla sitotoksik etki de 

azalmıĢtır. Ġleride sitotoksisite tablosunda da gösterileceği üzere 3 tekrarın 

sitotoksisite standart sapmaları da hesaba katılacaktır. OluĢturulan doz-etki grafiği 

üzerinden hücrelerin yüzde ellisine etki eden sitotoksik dozlar hesaplanacaktır. 

Böylece ekstrenin etki gücü ve istatistiksel olarak anlamlı bir toksisite oluĢturup 

oluĢturmadığı tespit edilecektir. 

A375 hücre serisine uygulanan Boz Armut ekstresi 1:1 dilüsyon oranlı 

dozundan baĢlarsak; bu doz baĢlangıç dozumuz olan 25 µg/µL‟yi ifade etmektedir. 

Bu dozda 48 saat inkübasyon sonucunda bakıldığında, hesaplamalar sonucu 

beklendiği gibi çıkmıĢtır. Kullanılan en yüksek doz olan 25 µg/µL‟de canlı hücre 

ortalama değeri -3,41834±1,08 olarak tespit edilmiĢtir. Bunun anlamı, uygulanan 

dozda yaĢayan hücre kalmamıĢ olup, ortamdaki hücrelerden daha fazlasına etki 

edebilecek bir sitotoksisite (öldürücülük) gösterdiğidir. Toksisite hesaplamasında 

ayrıca değinileceği gibi, yukarıda bahsedilmiĢ olan Hücre inhibisyon (Sitotoksisite) 

oranı 3 numaralı formülle hesaplandığında, 100-(-3,41834 )=103,41834 (~103,4%) 

gibi bir toksisite oranı elde edilecektir. Bu da en yüksek dozumuz olan 25  µg/µL‟de 

tamamen sitotoksik öldürücü etkiyi sağladığı, böylece istenmeyen bir durum olan 

yüzde yüzün altında yaĢayabilirliği, hücrelerin tamamını öldürmek için gereken 

dozdan eksik doz seçmiĢ olma ihtimalinden bizi uzaklaĢtırmaktadır. Diğer bir 

değerlendirmeyle, Boz Armut ekstresinin doğal renginden dolayı ortamdaki canlı 

hücreler kalmadıktan sonra fazladan ve çok miktarda kalan dozun renkte ve 

dolayısıyla optik dansitede azalmaya yol açarak spektrofotometreyi yanılttığı 

Ģeklinde de yorumlanabilir. Nitekim yüksek dozlarda blank kuyucuğuna göre 

renkteki açılma gözle görülür nitelikte gerçekleĢmiĢtir. Ġleride sitotoksisite 

tablosunda da gösterileceği üzere 3 tekrarın sitotoksisite standart sapmaları da hesaba 

katılmıĢtır. OluĢturulan doz-etki grafiği üzerinden hücrelerin yüzde ellisine etki eden 

sitotoksik dozlar hesaplanmıĢtır.  
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A375 hücre serisine uygulanan Boz Armut ekstresi 1:2 dozuna bakıldığında, 

yarı yarıya sulandırma yapılarak 25/2= 12,5 µg/µL dozu elde edilmiĢtir. Bu doz 3 

tekrar halinde A375 hücre serisi ile 48 saat inkübasyona bırakıldıktan sonra, 

viyabilite değeri -2,17037±2,12 olarak bulunmuĢtur. Buradan yine verilen dozun 

hücrelere viyabilite imkanı vermediği, hesaplanan sitotoksisite değerinin de yine 

yüzde yüzün üzerinde bir sonuç vererek %102,1 gibi bir değerde olduğu 

görülmüĢtür. Bu durum, hiçbir canlı hücre bırakmayan 1:2 oranındaki dozun oldukça 

kuvvetli toksisiteye sahip olduğunun göstergesidir. 

A375 hücre serisine uygulanan Boz Armut (P.Elaeagnifolia) ekstresi 1:4 

dozunda canlı hücre oranı %0,6±2,09 olarak gerçekleĢmiĢtir. 6,25 µg/µL dozunda 

meydana gelen bu yaĢayan hücrelerin 48 saat sonra besi yerinde çoğalma imkanı 

göstermeye baĢlaması açısından anlamlı görünse de, bir sonraki yarı yarıya 

seyreltilmiĢ yeni doz (1:8, 3,125 µg/µL) ile karĢılaĢtırıldığında ilerleyici bir etki 

göstermeyeceği görülmüĢtür. Sadece söylenebilecek olan, bu doza maruz 

bırakıldığında, sitotoksisitenin %99,4‟lere gerilediğidir.  

A375 hücre serisine uygulanan Boz Armut (P.Elaeagnifolia) ekstresi 1:8 

dozunda (1,5625 µg/µL), yaĢayabilirlik değeri -1,7±0,7 bulunmuĢ ve bu dozda canlı 

kalabilen hücrelerin oranını vermiĢtir. Görüldüğü gibi toksisite tekrar 100-(-

1.7)=101,7 düzeylerine yükselmiĢtir. Sitotoksik düzeyin, doz azalmasına rağmen 

artması beklenen durumun tersine geliĢmiĢ bir durumdur . Fakat, etken maddeyle 

hücrenin birlikte inkübasyon süresi değiĢmemesine ve doz azaltımına (dilüsyon) 

canlı hücre azaltıcı etki göstermesi, doz-etki grafiğinde anlamlı bir sapmaya neden 

olmamıĢtır.   

A375 hücre serisine uygulanan Boz Armut (P.Elaeagnifolia) ekstresi 1:16 

oranında sulandırılmıĢ deriĢimdeki dozunda, %4,3±7,09 gibi bir viyabilite oranı 

tespit edilmiĢtir. 1,5625 µg/µL dozunda meydana gelen bu yaĢayabilirlik, hücrelerin 

48 saat sonra besi yerinde çoğalma imkanı göstermeye baĢlaması açısından önemli 

bir eĢiği iĢaret etmektedir. Bu doza maruz bırakıldığında, sitotoksisite %96„lara 

gerilemiĢtir. Böylece bu dozun yorumu olarak; hücrelerin proliferasyonunu 

engelleyen doz miktarlarının altına inilmiĢ ve oluĢturulan doz-etki grafiği eğrisinde, 

yaklaĢık %96 oranındaki sitotoktik dozda (veya inhibitör konsantrasyonunda) bir 

sitotoksik etkiye karĢılık gelecek doz uygulanmıĢtır. 
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Gittikçe artan oranlarda canlılık oranı gösterilmiĢ, dolayısıyla sitotoksik etki de 

azalmıĢtır. Ġleride sitotoksisite tablosunda da gösterileceği üzere 3 tekrarın 

sitotoksisite standart sapmaları da hesaba katılacaktır. OluĢturulan doz-etki grafiği 

üzerinden hücrelerin yüzde ellisine etki eden sitotoksik dozlar hesaplanacaktır. 

Böylece ekstrenin etki gücü ve istatistiksel olarak anlamlı bir toksisite oluĢturup 

oluĢturmadığı tespit edilecektir. 

Sitotoksik değerlendirmelerin, her doz değerine karĢılık gelen viyabiliteler 

üzerinden hesaplandığı Çizelge 4.3„te de görüldüğü gibi, doz deriĢimi azaltıldıkça 

sitotoksik etki azalmaktadır. Bu verilerdeki azalmanın anlamlı olması da istatistikî 

verilere bağlıdır. Sitotoksisite bulgularını anlamlandırmak için kullanılacak veriler; 

uygulanan ekstre baĢlangıç dozu ve bunun sıralı dilüsyon oranları ile elde edilmiĢ 

dozların yanında, sitotoksite ölçütü olarak bakılacak bir diğer veri de aslında bir veri-

grafik çıktısı olarak elde edilen ve daha ileri bir bölümde açıklanacak olan IC50 

değeridir. Bu IC50 değeri kullanılarak iki hücre serisinin tedavide kullanımı hakkında 

yorum yapılabilecektir. 

Bazı sitotoksisite değerlerinin yüzde yüzün üzerinde çıkması, daha önce de 

bahsedildiği gibi, hücre canlılığı yüzde değerinin negatif tamsayı olarak eksili değer 

vermesinden kaynaklanmaktadır. Bu sebepten sitotoksisite yorumu yapılırken, 

spektrofotometrenin okuduğu optik dansite değerinin blank çukurcuğundan da daha 

alt seviyede bir absorbans göstermesini ifade eder. Yani bu durumda boz armut 

ekstresi uygulaması sonrası belli bir dozdan sonra ortamda hücre kalmamıĢ ve renk 

değiĢimi daha da açık bir renge bürünmüĢ diye yorumlanabilir. Deneyde en yüksek 

dozlara uygulanan çukurcuklarda renk değiĢiminin kontrole göre daha açık bir renk 

verdiği gözle görülmüĢtür. Özellikle her iki hücre tipinde de en yüksek iki dozda (25 

µg/µL ve 12,5 µg/µL), MTT solüsyonunun rengini koyu mor renge çeviren ve 

böylece canlı hücrenin enzimatik etkinliğinin varlığını ifade eden canlılık oranları 

aĢılmıĢ, ortama yüzde yüzünü öldüren dozdan fazlası verildiği için de ortamda 

fazladan ve çok miktarda bulunan Boz Armut  ekstresinin doğal renginden kaynaklı 

bir renk açılması olarak, optik geçirgenliğinde azalma yaĢanmıĢtır. 

Değerler grafik oluĢturmak üzere toplanmıĢtır. Grafik oluĢturmadaki amaç; boz 

armut ekstresinin değiĢen dozlarında hücrelerin viyabilitesine olan etkisinin, daha 

direkt ve ekstreden beklentiye odaklı ifadeyle sitotoksik etkisinin net belirlenmesidir. 

Bu grafik üzerinden, alınan ortalama, ekstre dozunun öldürücü gücünü belirlemek 
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üzere, ekstrenin hücre popülasyonunun yarısını öldürdüğü değer esas alınmaktadır. 

Bu ekstrenin etki gücü belirlenirken, deneyde nicel veri olarak sadece ekstreyi her 

defasında iki kat seyreltme müdahalesi bulunduğu için ekstre dozunun tam ve kesin 

olarak yüzde elli (%50) sitotoksisite oluĢturduğu doz değerini denk getirmek 

mümkün değildir. Tam da bu sebeple, bahsedilen değerin belirli bir ifadesi olan IC50 

değerinin hesaplanabilmesi amacıyla grafikten yararlanılmıĢtır. Deneyin sonuçları 

iĢlenerek grafikteki değerin nasıl elde edildiği ve ne iĢe yaradığı, etken maddesi olan 

Boz armut ekstresinin etanolde çözünmüĢ olan konsantrasyonun sağlıklı A375 ve 

kanserli A375 hücreleri üzerinde etkilerinin karĢılaĢtırmalı olarak nasıl 

değerlendirildiğini göstermeden önce, IC50 değerinin ne anlama geldiği ve neden 

kullanıldığını açıklamak gerekmektedir. 

IC50, basit tanımıyla   uygulandığı amaca yönelik olarak bir ekstrenin ya da 

etken maddenin inhibitör konsantrasyonlardan oluĢturduğu maksimum inhibisyonun 

tam yarısını (%50) oluĢturan konsantrasyondur. Yarı-maksimal inhibitor 

konsantrasyon tanımı da kullanılmaktadır (Sebaugh, 2011). 

FDA (U.S. Food and Drug Administration: BirleĢik Devletler Besin ve Ġlaç 

Bürosu) 2018 yılında yayınladığı  FDA's Drug Review Process and the Package 

Label isimli kitabındaki tanıma göre IC50, spesifik substrat konsantrasyonlarında 

enzimatik reaksiyonlarda yüzde 50 inhibisyon meydana getiren inhibitör 

konsantrasyonudur. 

IC50 tespiti, hesaplama yöntemine kullanılan formüle ve esas alınan doz-etki 

aralığına göre yöntemden yönteme ve hesaplamadan hesaplamaya değiĢkenlik 

gösterebilen bir değer olarak ortaya çıkmaktadır (Volpe, D. ve ark.). Grafik 

üzerinden hesaplama yapıldığı gibi, Hill üssel sabitini içeren yaygın bir formülle 

bulunuĢu da mümkündür (Prinz H.). Fakat oldukça karıĢık ve hesaplama güçlüğü 

olması, iĢlem hatalarına da sebebiyet vermesi açısından, IC50 dozu CalcuSyn 

(Biosoft
®

) isimli bilgisayar programı aracılığıyla hesaplanmıĢtır. CalcuSyn 

(Biosoft
®

) üzerinde etken madde ve hücre etkileĢimleri, doz etki grafikleri ve her 

hücre tipinde konsantrasyona göre IC50 değerleri tespit edilmiĢtir. 

https://www.sciencedirect.com/science/book/9780128146477
https://www.sciencedirect.com/science/book/9780128146477
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ġekil 4. A375 Hücre Serisi ile HaCat Hücre Serisinin Doz-Etki Grafiklerinin Birlikte 

Görünümü 

ġekil 4‟de, CalcuSyn (Biosoft
®
) programı üzerinden dozlar 25 µg/µL baĢlangıç 

dozundan itibaren her doz deriĢimine karĢılık gelen (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16) 

sitotoksisite yüzdeleri, üç tekrarlı doz denemelerinin sonucunda elde edilen üç 

sitotoksisite yüzdesinin aritmetik ortalaması halinde veri alanına iĢlenmiĢ, ardından 

hem doz-etki yazılı raporu halinde hem de grafik halinde sonuçlar alınmıĢtır. ġekil 

4‟deki grafik ise ikili halinde karĢılaĢtırmalı değerlendirmeye bir örnektir. 

Ekstrenin uygulandığı hücre hatları tek tek değerlendirilecek olursa; ġekil 5‟te 

görüleceği üzere, verilen her bir doz değerine karĢılık hücre popülasyonunda 

etkilenen (sitotoksisiteye uğrayan, ölen) oranı ifade etmektedir. Grafik logaritmik bir 

seyir göstermekte ve bu logaritmik eğriden elde edilen sonuçlar matematiksel olarak 

önce bir tablo halinde Ģeklin sol tarafında da görüleceği üzere, hücrelerin 0,020 

(%2)‟sini öldürdüğü doz değerinden baĢlayarak, 0,990 (%99)‟unu öldürdüğü doz 

değerine kadar doz değerler serisi oluĢturmaktadır. Buradan tam olarak kırmızı renkli 

yazılmıĢ kısma denk gelen 0,500 (%50) ifadesi, doz-etki eğrisinde hücrelerin tam 

yüzde ellisinde sitotoksik etki gösteren etkin konsantrasyon değerinin ifadesi 

olacaktır. 
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ġekil 5. HaCat Hücre Serisinin Doz-Yanıt Grafiği (Sağda) ve Buna Göre 

HesaplanmıĢ ve Tablo Halinde ÇıkarılmıĢ IC50 Değeri (Solda, Kırmızı Yazılı)  

 

ġekil 6. A375 Hücre Serisinin Doz-Etki Grafiği (Sağda) Ve Buna Göre HesaplanmıĢ 

ve Tablo Halinde ÇıkarılmıĢ IC50 Değeri (Solda, Kırmızı Yazılı)  

Kanserli hücre olarak esas etkisi incelenen hücre serisi A375 için de aynı 

iĢlemlerden bahsetmek mümkündür. Bu hücre serisi için oluĢturulan doz yanıt 

grafiklerinde (ġekil 6), logaritmik eğriden elde edilen sonuçlara göre A375 hücresi 
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için Boz Armut ekstresinin IC50 değeri: 0,31272 µg/µL dir. Yine kısaca ifade 

edilecek olursa: IC50 (A375): 0,31272 µg/µL olarak ilerki metinde kullanılacaktır.  

Sağlıklı hücre olarak esas etkisi incelenen hücre serisi HaCat için oluĢturulan 

doz yanıt grafiklerinde (ġekil 7), logaritmik eğriden elden edilen sonuçlara göre 

HaCat hücresi için Boz armut ekstresinin IC50 değeri: 0,61649 µg/µL‟dir. 

   Statistic Std. Error 

A375MTT1 Mean 11,2940 6,65107 

  95% Confidence Interval for Mean Lower Bound -2,8057  

    Upper Bound 25,3936  

  5% Trimmed Mean 7,1544  

  Median ,5700  

  Variance 752,025  

  Std. Deviation 27,42308  

  Minimum -3,01  

  Maximum 100,11  

  Range 103,12  

  Interquartile Range 12,74  

  Skewness 2,681 ,550 

  Kurtosis 7,175 1,063 

A375MTT2 Mean 24,3160 9,04886 

  95% Confidence Interval for Mean Lower Bound 5,1333  

    Upper Bound 43,4987  

  5% Trimmed Mean 21,5922  

  Median 1,7092  

  Variance 1391,993  

  Std. Deviation 37,30942  

  Minimum -3,34  

  Maximum 101,00  

  Range 104,34  

  Interquartile Range 60,88  

  Skewness 1,111 ,550 

  Kurtosis -,365 1,063 

A375MTT3 Mean 38,4104 10,17224 

  95% Confidence Interval for Mean Lower Bound 16,8462  

    Upper Bound 59,9746  

  5% Trimmed Mean 36,6012  

  Median 23,4400  

  Variance 1759,065  

  Std. Deviation 41,94120  

  Minimum -4,64  

  Maximum 114,03  

  Range 118,67  

  Interquartile Range 75,37  

  Skewness ,532 ,550 

  Kurtosis -1,252 1,063 

Tests of Normality 

 Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk 

  Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

A375MTT1 ,379 17 ,000 ,570 17 ,000 

A375MTT2 ,316 17 ,000 ,745 17 ,000 

A375MTT3 ,208 17 ,050 ,868 17 ,021 

a Lilliefors Significance Correction 

ġekil 7. SPSS‟de Üç Tekrardan Elde Edilen Verilerin Normal Dağılım Testi Sonuçları 
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Descriptives 

 CellType   Statistic Std. Error 

Doz HaCat Mean 1,6081 ,81702 

    95% Confidence 

Interval for Mean 

Lower Bound -,0962  

      Upper Bound 3,3124  

    5% Trimmed Mean ,8608  

    Median ,4527  

    Variance 14,018  

    Std. Deviation 3,74405  

    Minimum ,02  

    Maximum 17,24  

    Range 17,22  

    Interquartile Range 1,05  

    Skewness 4,020 ,501 

    Kurtosis 17,085 ,972 

  A375 Mean ,6965 ,40789 

    95% Confidence 

Interval for Mean 

Lower Bound -,1544  

      Upper Bound 1,5473  

    5% Trimmed Mean ,3127  

    Median ,1384  

    Variance 3,494  

    Std. Deviation 1,86921  

    Minimum ,00  

    Maximum 8,61  

    Range 8,61  

    Interquartile Range ,38  

    Skewness 4,187 ,501 

    Kurtosis 18,246 ,972 

 

Tests of Normality 

 CellType Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk 

    Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Doz HaCat ,338 21 ,000 ,429 21 ,000 

  A375 ,365 21 ,000 ,385 21 ,000 

        

        
a Lilliefors Significance Correction 

ġekil 8. SPSS‟de Üç Tekrardan Elde Edilen Verilerin Ortalamalarından Elde Edilen 

Ġki Hücre Serisine Ait IC50 Değerlerinin KarĢılaĢtırılması 

"Normal dağılım analizi"(p<<0.05) -DeğiĢken sayısı 30‟dan az olduğu için 

Shapiro-Wilk testi esas alınmalıdır. 
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Ġstatistiksel olarak çalıĢmanın anlamlılık düzeyleri ölçülmüĢtür. Buna göre, 

deneysel ve istatistikî çalıĢmalardan hiçbirine baĢlamadan önce bir sıfır/yokluk (null) 

hipotezi ve bir alternatif hipotez kurulmuĢtur. Yani çalıĢma sonucu aksini 

ispatlayamadığımız durum için H0(sıfır/yokluk), iddia ettiğimiz gibi sonucu ispatıyla 

ortaya koyduğumuz takdirde ise H1 hipotezi geçerlilik kazanmıĢ olacaktı. ÇalıĢmanın 

amacı olarak da nitelendirebileceğimiz hipotezler Ģu Ģekildedir: 

 H0: Boz Armut ekstresi, sağlıklı (HaCat) ve kanserli (A375) hücre 

tipleri üzerinde aralarında herhangi bir farklılık olmaksızın, hiç 

“sitotoksik” etki göstermemektedir. 

 H1: Boz Armut ekstresi, sağlıklı (HaCat) ve kanserli (A375) hücre 

tipleri üzerinde her birinde farklı dozlarda olmak üzere aynı 

“sitotoksik” etkiye sahiptir. 

Bu istatistiksel çalıĢmada genel olarak Boz Armut ekstresinin, sağlıklı (HaCat) ve 

kanserli (A375) hücre tipleri üzerinde sitotoksik etkisi olan bir tedavi etkeni olup 

olmadığı sorusuna cevap aranmıĢtır. Buna ek olarak, ekstrenin hücreler üzerinde 

etkinliği araĢtırılırken genel hipotezimize eriĢme yolunda; kontrol kuyucuğunda ekstre 

olmaksızın sadece doğal besi yerinde bulunan hücre kültür popülasyonunun %100‟ünün 

yaĢamına devam ettiği (canlı kalabildiği) belirlendikten sonra, değiĢen dozlarda boz 

armut ekstresi uygulaması yapılan MTT kuyucuklarında farklı oranlarda yaĢamına 

devam eden canlı fraksiyonun verilen doza karĢılık kontrole göre nasıl değiĢkenlik 

gösterdiği de bir alt hipotez olarak değerlendirilmiĢtir. Kontrol kuyucuğunda yaĢamına 

devam eden popülasyon yüzdesi (%100) ve belirlenmiĢ doz aralıklarında herhangi bir 

dozda ekstre uygulanan test kuyucuğunda yaĢamına devam eden popülasyon yüzdesi 

(%x) olarak düĢünülerek bu ikisi arasında istatistikî bir anlam olup olmadığı 

araĢtırılmıĢtır. Bunu en doğru biçimde sağlayabilmek için üç tekrarlı MTT ekiminde 

saptanan standart sapma oranlarının fazla (Normal Dağılım ve Shapiro-Wilk analizinde 

standart sapmalar hem A375 hem de HaCat serilerinin her bir MTT uygulaması esas 

alınarak hesaplandığında her birinde p<0,05, normal dağılım yok ve standart sapmalar 

yüksek) olduğu hesaplanmıĢtır (ġekil 8). Standart sapmaların bu Ģekilde yüksek oluĢu da 

göz önünde bulundurularak ortalamalarının IC50 değerleri, baĢlangıç fraksiyon oranından 

etkinin tamamının oluĢtuğu doza kadar CalcuSyn (Biosoft
®
) programında hesaplanıp 

çizelge haline getirilmiĢ (IC20,IC10,IC20,IC50,IC90 ) değerlerinin matematiksel anlamlı 
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aralıklardan oluĢan doz-etki eğrisinden elde edilmiĢ değerlerin kullanılması 

kararlaĢtırılmıĢtır). 
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V. TARTIġMA 

Bu çalıĢma, KurutulmuĢ Boz Armut ektresinin sağlıklı ve kanserli insan deri 

hücre hatları üzerindeki sitotoksik etkisinin deneysel karĢılaĢtırması amacıyla yapılan 

ilk çalıĢmadır. Yapılan literatür incelemelerinde kurutulmuĢ boz armut ekstresinin 

sağlıklı ve kanserli hücre hatları üzerinde sitotoksik etkisi üzerine çalıĢma 

yapılmamıĢtır. 

Daha önce Boz armutun antioksidan, antimikrobiyal ve mutajenik özelliklerini 

inceleyen bir çalıĢma olmuĢtur. ÇalıĢmadaki örneklerin antioksidan kapasiteleri üç 

farklı yönteme göre belirlenmiĢtir. Bunlar: DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil 

radikali), FRAP (Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan gücü) ve ABST (3-etil-

bezotiazolin 6 sulfonat) yöntemidir. 

ÇalıĢmada örneklerin FRAP değeri 515,6 µmol/g ekstrakt, ABTS radikali 

süpürme aktivitesi %48,2, DPPH radikali süpürme aktivitesinin IC50 değeri 

33,2µg/ml olarak bulunmuĢtur (Güdücü, 2014). Boz armut meyvesinin beĢ farklı 

konsantrasyonda 50, 100, 250, 500, 1000 µg/mL„de hazırlanan aseton ve metanol 

karıĢımında DPPH radikalini yok etme aktivitesinin konsantrasyona göre değiĢtiği 

görülmüĢtür. 1000 µg/mL„deki asetonla hazırlanan konsantrasyonda en yüksek 

aktivite (%89,23) olduğu, en düĢük aktivitenin de metanolle hazırlanan 100 µg/mL 

konsantrasyondaki (%13,89) ekstraktlarda olduğu görülmüĢtür. ġengül ve ark. (2018) 

P.elaeagnifolia’dan yapılan marmelatta DPPH radikalini süpürme aktivitesini bu 

çalıĢmadan daha düĢük bir değer (%3,56) bulmuĢlardır. Bu durum, marmelat 

hazırlanırken meyvenin ısıl iĢlem esnasında antioksidan etkisinin azalması ile 

açıklanabilir. 

P.elaeagnifolia meyvesinde bulunan ve antioksidan kapasitesine sahip olan 

bileĢenlerden birisi de GSH‟ın(Glutatyon) bir tripeptit olması, hücreyi oksidatif stres 

ve diğer çevresel streslerin hasarından koruduğu bilinmektedir (Smirnova ve 

Oktyabrsky, 2005). 
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ÇalıĢma sonucunda P.Elaeagnifolia’nın fenolik maddeler ve askorbik asit gibi 

sağlık açısından önem taĢıyan fitokimyasallar içerdiği bulunmuĢtur. Ġçerisinde 

bulunan fitokimyasallar, meyveye antioksidan ve antimikrobiyal özelliği 

vermektedir. ÇalıĢmada yapılan meyve ekstraktının orta seviyede antioksidan 

kapasitesine sahip olduğu bulunmuĢtur. Bununla birlikte insanda bulunan patojen 

bakterilere yönelik antimikrobiyal aktivite göstermektedir. 

Yukardaki çalıĢmada, meyve eksraktları hiçbir mutajenik etki göstermediği 

için alternatif gıda kaynağı olarak rahat bir Ģekilde tercih edilebileceği öne 

sürülmüĢtür. P.elaeagnifolia meyvesi yüksek kolestrol ve diyabet tedavisine olumlu 

anlamda dönüĢler yapmaktadır. Tedavide alternatif olarak kullanımlarda 

gastrointestinal sistem, üriner sistem, kanser, immün ve hematopoetik hastalıklarına 

karĢı olduğu görülmüĢtür (Emine Burcu ve ark., 2017). 

Bu çalıĢmaya benzer yapılan baĢka bir çalıĢmada optimum koĢullarda 

gerçekleĢtirilen ekstraksiyon iĢlemi sonucunda P.Elaeagnifolia yaprağından elde 

edilen ekstraktların MCF-7 (meme kanseri) ve A549 (akciğer kanseri) hücreleri 

üzerinde sitotoksik etkisi incelenmiĢtir.  

ÇalıĢmada 5 µg/mL,10 µg/mL,15 µg/mL,25 µg/mL,75 µg/mL,150 µg/mL meyve 

ekstrakt konsantrasyonlarına bakılmıĢtır. Konsantrasyon arttıkça MCF-7 ve A549 hücre 

ölüm oranı da artmaktadır. MCF-7 hücresinde 5 µg/mL konsantrasyonundayken hücre 

ölüm oranı %6,3, A549‟da bu oran %11,5 görülmüĢtür. En yüksek konsantrasyona 

bakıldığında inhibisyon oranı da artmıĢ olup MCF-7 hücresinde %67,9, A549 

hücresinde ise %72,2 olarak tespit edilmiĢtir. Meme kanserinde sitotoksite 75-150 µG 

/mL arasında fazla bir değiĢim görülmemiĢtir. A549 hücresinde 15 µG/mL gibi düĢük 

konsantrasyonda %62 oranında inhibisyon gözlenmiĢ ve konsantrasyon arttıkça fazla bir 

artıĢ gözlemlenmemiĢtir (Keçeci, 2018). 

Bu çalıĢma ile KurutulmuĢ Boz Armut ekstresinin A375 hücresindeki 

sitotoksik etkisine bakıldığında A549 hücresi üzerinde yapılan çalıĢmada 

konsantrasyon arttıkça hücre ölüm artarken, A375 hücresinde konsantrasyon 

seyreltildikçe hücre ölümü arttığı söylenebilir. 

P.Elaeagnifolia ile aynı familyadan olan elmadaki kateĢi, klorojenik asit ve 

florizinin baĢka bir çalıĢmada kadınlarda akciğer kanseri riskini %21 „e kadar 

azalttığı gözlemlenmiĢtir. Elmada bulunan besin lifinin kolon kanserini önleyici 
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özelliği vardır. Ġçerisinde bulunan C vitamininin gırtlak kanseri, mide ve akciğer 

kanserine karĢı koruduğu Amerikan Kanser AraĢtırmaları Enstitüsü tarafından 

açıklanmıĢtır (Sarı, 1998). 

Günümüzde kullanılan gıda takviyelerindeki antioksidanlar, kanserojenik 

toksik mekanizmaya sahip olduğu bilindiği için, doğal antioksidan kaynakları arayıĢı 

baĢlamıĢtır. Antioksidan özelliğine sahip olan fenolik bileĢikler; meyvelerin kendine 

özgü renk, aroma ve tat sağlamasında rol oynayan ve meyve kalitesini arttıran 

bileĢiklerdir. Fenolik bileĢikler bitkilerde hayati fonksiyonların sürdürülmesinde rol 

almadığı için sekonder metabolit olarak da bilinir. Bu bileĢikler bitkilerde yaralanma, 

enfeksiyon, UV radyasyon gibi stres koĢullarında tepki olarak sentezlenir. Fenolik 

bileĢiklerin antioksidan kapasitesi olduğundan diyabet, kanser, kalp hastalıkları ve 

katarakt gibi hastalıklardan korunmada etkilidir (Justesen ve ark.,1998). 

Bu çalıĢma sonucunda H1 hipotezi sonucuna ulaĢıldı. Yani Boz Armut ekstresi, 

sağlıklı (HaCat) ve kanserli (A375) hücre hatları üzerinde her birinde farklı dozlarda 

olmak üzere aynı “sitotoksik” etkiye sahiptir.  

IC50  hesaplamasına göre  A375 hücrelerinin yarısını  öldüren doz  0.31272 

µg/µL , HaCat hücrelerinin yarısını öldüren doz  0.61649 µg/µL  hesaplanmıĢtır.  

IC50  hesaplamasına göre ; A375  hücresini öldürmek için 2 µg/µL  dozu etkin doz 

olarak kullanılabilir. 

HaCat hücre serisine uygulanan Boz Armut ekstresi 1:2, 1:4 ve 1:16 1oranlarda 

doz azaldıkça gittikçe artan oranlarda canlılık oranı gösterilmiĢ, dolayısıyla 

sitotoksik etki de azalmıĢtır. Yani oran arttıkça diğer bir deyiĢle dozaj azaldıkça 

hücre canlılık oranı da artmıĢtır.  

A375 hücre serisine uygulanan Boz Armut ekstresi 1:8 dozunda (3,125 µg/µL), 

canlılık değeri -1,7 ± 0,7 olarak bulunmuĢ ve bu dozda canlı kalabilen hücrelerin 

oranını vermiĢtir. Görüldüğü gibi toksisite tekrar 100-(-1.7)=101,7 düzeylerine 

yükselmiĢtir. Sitotoksik düzeyin, doz azalmasına rağmen artması beklenen durumun 

tersine geliĢmiĢ bir durumdur. Fakat, etken maddeyle hücrenin birlikte inkübasyon 

süresi değiĢmemesine ve doz azalmasına (dilüsyon) canlı hücre azaltıcı etki 

göstermesi, doz-etki grafiğinde anlamlı bir sapmaya neden olmamıĢtır. Seyreltme 

artınca standart sapma artmaktadır, sitotoksik etkisi de artmıĢtır. 
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ÇalıĢmamızda kurutulmuĢ Boz Armut ekstresinin seyreltilmiĢ 

konsantrasyonlarında A375 hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi saptanmıĢtır. 

KurutulmuĢ boz armuttan elde edilen ekstrelerin kullanım alanları ile ilgili daha çok 

çalıĢmaya ihtiyaç vardır.  
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VI. ÖNERĠLER 

Boz armut doğada kendiliğinden yetiĢen bir meyve olarak bulunmaktadır.    

Boz armut içerisinde bulunan antioksidan özelliği sayesinde kanser  hücresini 

arttırıcı özelliğe sahip olmamaktadır. 

Günümüzde kemoterapilerin yat etkisini azaltmaya yönelik doğal gıdalarla en 

az etkiye düĢürmede takviye olarak kullanılabilmesi için daha kapsamlı çalıĢmalara 

örnek olabilir. 

Taze boz armut çalıĢması yapılarak boz armutun içinde bulunan kimyasal 

bileĢikler ve bunların biyoaktivite sonucunda elde edilen ekstrelerden, fonksiyonel 

beslenme, tıp ve sağlık, gıda katkı maddesi üretiminde yararlanılabilir. 

BaĢka kanser hücresi üzerinde farklı konsantrasyonlar denenerek antioksidan, 

antikanserojen etkisine bakılabilir. 

Boz armutun sağlık üzerine etkiye dayalı ilaç veya besin takviyesi 

geliĢtirilebilir. 
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