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ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

BENZOFURAN KALKON TÜREVĠ KĠMYASALLARIN 

ĠNSAN AKCĠĞER KANSERĠ HÜCRELERĠ ÜZERĠNDEKĠ 

SĠTOTOKSĠK ETKĠLERĠNĠN ARAġTIRILMASI 

 

Hediye AVCI 

 

Bursa Uludağ Üniveristesi 

Fen Blimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

                                        DanıĢman: Prof. Dr. Ferda ARI 

 

Akciğer kanseri dünyada ve ülkemizde en sık rastlanan sağlık sorunlarından biridir. 

Günümüzde akciğer kanseri için çeĢitli tedavi yöntemleri (cerrahi operasyon, 

kemoterapi, radyoterapi) geliĢtirilmiĢ olmasına rağmen yeni stratejilere ve ilaçlara 

ihtiyaç duyulmaktadır. Özellikle doğal kaynaklardan elde edilebilecek anti kanser 

ajanlar oldukça ilgi çekmektedir. Anti kanser aktiviteye sahip olan flavonoidlerin bir alt 

grubu olan kalkonlar son yıllarda biyolojik aktiviteleri bakımından büyük bir ilgi 

görmektedir. Farklı yapılardaki doğal ya da sentetik kalkon türevlerinin kanser 

hücrelerinde anti kanser aktiviteye sahip olduğu gözlenmiĢtir. 

Bu tez çalıĢmasında sentezi ve karakterizasyonları gerçekleĢtirilen benzofuran sübstitüe 

kalkon türevlerinin (Kompleks 1 ve Kompleks 2) antikanser aktivitesi insan akciğer 

kanser hücreleri (A549 ve H1299) üzerinde araĢtırılmıĢtır. Komplekslerin, sağlıklı 

hücrelerde olası etkilerini belirleyebilmek için sağlıklı akciğer hücre soyu (BEAS-2B) 

kullanılmıĢtır. Komplekslerin hücre canlılığı üzerindeki sitotoksik etkisi SRB (24, 48 ve 

72 saat) ve ATP (48 ve 72 saat) canlılık testleri ile belirlenirken, hücrelerde ki ölüm 

modu (apoptosis/nekrozis), floresan boyama ile belirlenmiĢtir. Ayrıca komplekslerin 

hücrelerdeki migrasyon yetenekleri yara iyileĢmesi testi ile araĢtırılmıĢtır. 

Sonuç olarak benzofuran sübstitüe kalkon türevlerinin insan akciğer kanser hücrelerinde 

doza ve zamana bağlı olarak sitotoksik aktivite göstererek hücre büyümesini inhibe 

ettiği bulunmuĢtur. Ayrıca bu komplekslerin hücrelerde apoptozu indükleyerek, 

invazyon yeteneklerinde azalmaya sebep olduğu belirlenmiĢtir. Alınan sonuçlara göre 

benzofuran sübstitüe kalkon türevlerinin akciğer kanseri tedavisinde umut vadeden 

ajanlar olabileceği ve ileri analizlerin yapılması gerektiği kanaatine varılmıĢtır. 

 

Anahtar Kelimeler: Akciğer kanseri, Antikanser aktivite, Apoptoz, Kalkonlar 

 

2020,ix+87
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ABSTRACT 

 

Master‟s Thesis 

 

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC EFFECTS OF BENZOFURAN 

SUBSTITUTE CHALCONE DERIVATIVES ON HUMAN LUNG CANCER CELLS 
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Supervisor: Prof. Dr. Ferda ARI 

 

Lung cancer is one of the most common health problems in the world and in our 

country. Although various treatment methods (surgical operation, chemotherapy, 

radiotherapy) have been developed for lung cancer, new strategies and drugs are 

needed. In particular, anti-cancer agents that can be obtained from natural sources 

attract great attention. Chalcones, which are a subgroup of flavonoids with anticancer 

activity, have attracted great interest in terms of their biological activities in recent 

years. It has been observed that natural or synthetic chalcone derivatives with different 

structures have anticancer activity in cancer cells. In this thesis, the anticancer activity 

of benzofuran substituted chalcone derivatives (Complex 1 and Complex 2) whose 

synthesis and characterization was performed was investigated on human lung cancer 

cells (A549 and H1299). The healthy lung cell line (BEAS-2B) was used to determine 

the possible effects of the complexes on healthy cells. Cytotoxic effect of the complexes 

on cell viability was determined by SRB (24, 48 and 72 hours) and ATP (48 and 72 

hours) viability tests, while the mode of death (apoptosis / necrosis) in cells was 

determined by fluorescent staining. In addition, the migration abilities of the complexes 

in cells were investigated by the wound healing test. As a result, it was found that 

benzofuran substituted chalcone derivatives inhibited cell growth in human lung cancer 

cells by showing cytotoxic activity depending on dose and time. In addition, it has been 

determined that these complexes induce apoptosis in cells, causing a decrease in 

invasion capabilities. According to the results, it was concluded that benzofuran 

substituted chalcone derivatives could be promising agents in the treatment of lung 

cancer and further analysis should be done. 

 

Keywords: Anticancer activity, Apoptosis, Chalcones, Lung cancer  
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%  Yüzde 

µL  Mikrolitre 

µM  Mikromolar 
OC  Santigrat Derece 
 

Kısaltmalar   Açıklamalar 

 

A549  Akciğer kanser hücresi soyu 

AIF  Apoptozis indükleyici factor 

Apaf-1  Apoptotik proteaz aktive eden faktör 

Apo-1  Fas iliĢkili ölüm reseptörü 

ATCC  American Type Culture Collection 

ATP  Adenozin trifosfat 

BAX  Bcl-2 iliĢkili X proteini 

Bcl  Gen ailesi 

Bcl1  B hücre lenfoma geni1 

Bcl2  B hücre lenfoma geni2 

Bcl-XL  Bcl-2 iliĢkili XL proteini 

BEAS-2B  Sağlıklı akciğer hücre soyu 

BH1-BH4  Bcl-2 homolog bölgesi 

Bim  Gen 

Bmf  Gen 

BPDE  Benzopiren dimetiloksit 

C6  Sıçan gliomu 

CARD  Kaspaz takviye alanı 

CaSki  Ġnsan ince bağırsak kanser soyu 

CD95  Fas iliĢkili ölüm reseptörü 

CDK  Siklin bağımlı kinaz 

CDK-C  Siklin -siklin bağımlı kinaz 

CDKI  Siklin bağımlı kinaz inhibitörü 

C-MYC  Onkogen 

CSF  Koloni uyarıcı factor 

CT26.WT  Ġnsan kolon kanser hücre soyu 

dATP  Deoksiadenozin trifosfat 

DD  Ölüm domaini 

DED  Kaspaz ölüm alanı 

DISC  Ölüm indükleyici sinyal kompleksi 

DMEM    Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium 

DMSO    Dimetil sülfoksit 

DNA    Deoksi ribonükleik asit 

DNaz     Deoksiribonükleaz 



vii 
 

 

DR    Ölüm reseptörü 

DSÖ    Dünya sağlık örgütü 

DU145    Ġnsan prostat kanseri hücre soyu 

ECM    Ekstraselüler matriks 

EDTA    Etilen Diamin Tetraasetik asit 

EGF    Epidermal büyüme faktörü 

EGFR    Epidermal büyüme faktör reseptörü 

EndoG    Endonükleaz G 

FADD    Fas iliĢkili ölüm alanı 

Fas    Gen 

FasL    Gen 

FBS    Fetal sığır serumu 

GAP    GTPaz aktive edici proteinler 

GDP    Guanozin difosfat 

GEF    Guanine exchange factor 

Globocan   Küresel kanser gözlemevi 

GTP    Guanozin trifosfat 

H1299    Küçük hücre dıĢı akciğer kanseri hücre dizisi 

HCT116   Ġnsan kolon kanser hücre soyu 

HeLa    Ġnsan rahim ağzı kanser hücre soyu 

HEPG-2   Ġnsan karaciğer kanser hücre soyu 

HER2    Epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 

HF-6    Ġnsan foliküler lenfoması 

HIF1-α    Hipoksi indükleyici faktör 1- α 

Ht29    Ġnsan kolon kanser hücre soyu 

HtrA2/omi   HtrA Mitokondriyal serin proteaz 

HUVEC   Ġnsan endotel hücre soyu 

IAP    Apoptoz inhibitör proteinleri 

IARC    Uluslararası Kanser AraĢtırma Ajansı 

ICAD    Kaspazla active edilen DNaz inhibitörü 

IGF    Ġnsülin benzeri büyüme faktörü inducing ligand 

IL2    Ġnterlökin2 

IMR-32   Ġnsan nöroblastom hücre soyu 

KHAK    Küçük hücreli akciğer kanseri 

KHDAK   Küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri 

L2H17    Kalkon türevi 

LC50    %50 letal konsantırasyon 

LC70    %70 letal konsantırasyon 

LNCaP   Ġnsan prostat kanser hücre soyu 

LOH    (Loss of heterozygosity) Heterozigotluk Kaybı 

MAPK    Mitojenle aktive olan kinaz kaskadı 

MCF-7    Ġnsan meme kanser hücre soyu 

MDA-MB-231  Ġnsan meme kanser hücre soyu 

Kısaltmalar   Açıklamalar 
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MOMP   Mitokondri dıĢ mem bran permeabilizasyonu 

MRC-5   Ġnsan fetal akciğer fibroblast hücreleri 

NADPH   Nikotinamid Adenin Dinükleotit Fosfat 

NCAM   Nöral hücre adhezyon molekülü 

NCI    “Nationel cancer instutue” (Ulusal kanser enstitüsü) 

NGF    Nöron büyüme faktörü 

p21    Protein 21 

p53    Protein 53 

PARP    Poli(ADP-riboz)polimeraz 

PBS    Fosfat tuz tamponu 

PC-3    Ġnsan prostat kanser hücre soyu 

PCNA    Prolifere hücre çekirdek antijeni 

Ph    (“Power of Hydrogen”) Hidrojenin gücü 

PI    Propidyum iyodür  

RAS    Onkogen 

Rb    Retinoblastoma 

RIP    Reseptör etkileĢim protein 

ROCK I   Rho iliĢkili sarmal oluĢturan kinaz I 

RPMI    Roswell Park Memorial Institute Medium 

SMAC    Ġkinci mitokondriya türevi kaspaz 

SRB    Sulforhodamine B 

TCA    Trikloroasetik asit 

TMÇ    Tümör mikroçevresi 

TNF    Tümör nekrozis faktör 

TNFR    Tümör nekroz faktör reseptörü 

TP53    Tümör protein 53 

TRADD   TNFR-1 iliĢkili ölüm protein 

TRAIL    TNF-iliĢkili apoptozis indükleyici ligand 

TÜĠK    Türkiye Ġstatistik Kurumu 

USA    United States of America 

UV    Ultraviyole 
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1. GĠRĠġ  

 

Günümüzde bulaĢıcı olmayan hastalıklar (diyabet, kronik hava yolu hastalıkları, 

dolaĢım sistemi hastalıkları, kanser vb.) dünyada en sık rastlanan ve ölüme neden olan 

hastalıklar haline gelmiĢlerdir. Bunlardan biri olan kanser, ekonomik yönden geliĢmiĢ 

ve geliĢmekte olan ülkelerde önde gelen ölüm sebeplerinden ikinci sırada yer almaktadır 

(Anonim 2015a). Tüm dünyada meydana gelen her altı ölümden birinden, ülkemizde ise 

her beĢ ölümden birinden kanserin sorumlu olduğu belirtilmektedir (Anonim 2015b, 

Anonim 2018). Uluslararası Kanser AraĢtırma Ajansı ve Dünya Sağlık Örgütünün 

yapmıĢ oldukları tahminlere göre 2030 yılında 27 milyon insan kansere yakalanacak, 17 

milyon insan ise kanser sebebiyle yaĢamlarını kaybedecektir (Tuncer 2009). En önemli 

kanser çeĢitlerinden biri olan akciğer kanseri ise 20. yüzyılın baĢlarına kadar ender 

rastlanan bir hastalık iken günümüzde tüm dünyada yaygın bir Ģekilde görülen ve 

yüksek ölüm oranına sahip olan kanser türlerinden bir tanesidir. Her yıl akciğer kanseri 

sebebi ile bir milyondan fazla insan hayatını kaybetmektedir. Erken evrelerde beĢ yıllık 

sağkalım oranı %60 ile %70 olarak gözlenirken, ileri evre olgularda bu oran %5‟ten 

daha az bir seviyede kaldığı görülmektedir (Travis ve ark. 1996, Mountain 1997, 

Ginsberg 2005). Akciğer kanserinde kabul gören en uygun tedavi yöntemi cerrahi 

rezeksiyondur (Shields 2000, Pearson 2002). Cerrahi tedavinin baĢarılı olabilmesi ancak 

hastalığa erken evrede tanı konulması ile mümkün olmaktadır. Fakat akciğer kanserleri 

genellikle erken evrede çok belirgin bulgular vermediği için hastalığın teĢhisinde geç 

kalınmaktadır. Mortalitesi oldukça yüksek olan akciğer kanseri günümüzde lokal ve 

sistemik adjuvant çeĢitliliği ve geliĢimine rağmen ölümlerin çoğu tedaviye dirençli 

metastazlardan dolayı meydana gelmektedir (Ginsberg ve Rubinstein 1995, Shields 

2000, Myrdal ve ark. 2001). Farklı organlarda veya aynı organın farklı bölgesinde 

meydana gelen metastazların cerrahi, kemoterapi veya radyoterapi yöntemleri ile 

tamamen yok edilmesi neredeyse imkansız olduğu görülmektedir. Özellikle cerrahi 

operasyon Ģansını yitirmiĢ kanser hastaları için kemoterapiyi destekleyici yeni tedavi 

yaklaĢımları günümüzde büyük önem taĢımaktadır. Dünya sağlık örgütü 2000 yılında 

yayınlamıĢ olduğu raporda Avustralya, Avrupa, Kuzey Amerika‟da yaĢayan insanların 

yaklaĢık %50‟sinin destekleyici tedavi yöntemlerinden bir tanesini kullandıklarını daha 

çok kullanılanın ise bitkisel ilaçlar olduğunu belirtmiĢtir. Bitkisel ilaçlar ile yapılan 

tedaviye olan ilgi giderek artmaktadır (Gürün ve Süzer 2005). Akciğer kanserinde 
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kemoterapi hemen hemen tüm hastalara uygulanmakta fakat kritik yan etkileri 

bulunmaktadır (Shapiro ve Recht 2001, Selwood 2009, Monsuez ve ark. 2010, Collins 

ve ark. 2011). Bu kritik yan etkilerden dolayı doğal bileĢiklere olan ilgi her geçen gün 

artmaktadır (Nobili ve ark. 2009). 

 

Epidemiyolojik çalıĢmalar, yüksek oranda lif ve düĢük oranda yağ içeren tam tahıllı 

besinler, sebze ve meyve tüketiminin akciğer, kolon, prostat ve meme gibi farklı kanser 

tiplerine yakalanma riski ile ters iliĢkili olduğunu göstermektedir (Anonim 2003, 

Béliveau ve Gingras 2007, Guha 2009). Bitkilerde çok yaygın bulunan ve insan 

diyetinde önemli yeri olan flavonoidler doğal polifenoller olarak adlandırılmaktadır. 

Doğada 5000‟den fazla flavonoid belirlenmiĢtir (Garcia-Lafuente ve ark. 2009, Wang 

ve ark. 2009). Flavonoidler, üç lineer karbon zinciri tarafından meydana getirilmiĢ iki 

benzen halkası ve oksijenlenmiĢ heterohalka (C6-C3-C6) tarafından oluĢturulan 

moleküler yapılarına göre sınıflandırılırlar. Çoklu hidroksil, O-glikozit ve metoksil 

gruplarının temel pirion benzo (C6-C3-C6) parçası üzerinde birbirlerinin yerine 

geçmeleriyle de farklı gruplar oluĢmaktadırlar (Hodek ve ark. 2002). 

 

Flavonoidler; flavon, kateĢin, flavanon, flavonol, izoflavon ile antosiyanidin olarak altı 

ana grup Ģeklinde ayrılmıĢtır (Aherne ve O‟Brien, 2002). Flavonoidler; antitümör, 

antioksidan, antiviral, antimutajenik, antienflamatuar ve antiproliferatif gibi 

aktiviteleriyle dikkat çekmektedir (Gibellini ve ark. 2011). Yapılan çalıĢmalar özellikle 

kanser riskini düĢürmesinden ve kardiyovasküler hastalıklar üzerindeki umut veren 

etkilerinden dolayı flavonoid bileĢiklerinin önemini göstermiĢtir (Garcia-Lafuente 2009, 

Wang ve ark. 2009). GeniĢ bir biyolojik aktivite spektrumuna sahip olan flavonoidler 

ayrıca serbest radikal söndürme, metaller ile Ģelat meydana getirme ve lipid 

peroksidasyonunu inhibe etmek gibi önemli özelliklere de sahiptirler. Bu özelliklerin 

hücreleri kanser, enflamasyon ve kardiyovasküler hastalıklardan korudukları 

bilinmektedir (Heim ve ark. 2002). Flavonoidler, karsinojen metabolizmasını ve 

detoksifikasyonunu etkinleĢtirerek, DNA‟yı oksidatif hasardan koruyarak, hücre 

proliferasyonunu önleyerek veyahut hücresel sitotoksisiteyi indükleyerek 

karsinogenezisin çeĢitli basamaklarında aktif rol oynarlar (Castillo-Pichardo ve ark. 

2009, Aggarwal ve Shishodia 2006, Ren ve ark. 2003, Ramos 2007, Fresco ve ark. 

2006). Flavonoid ailesine üye bileĢikler olan kalkonlar geniĢ bir biyolojik aktivite 
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spektrumuna sahip olup hem sentetik hem de doğal olarak elde edilebilirler (Lunardi ve 

ark. 2003). Doğal ve sentetik kalkonların çoğunun göstermiĢ olduğu biyolojik 

potansiyele bağlı olarak çeĢitli kanser hücrelerinde anti- kanser aktivite gösterdiği 

bildirilmiĢtir (Gezegen 2006, Mahapatra ve ark. 2015). 

 

Kanser hastalığınnın tedavisi için yeni ilaç geliĢtirme çabaları ve yeni kemoterapötik 

stratejilere rağmen, kanser hastalığı hala dünyada çok önemli bir sağlık sorunu olarak 

karĢımıza çıkmaktadır. Günümüzde pek çok kanser tedavisi bulunmasına rağmen bunun 

yanında yan etkileri ve sınırlılıkları için araĢtırmacılar daha güçlü, daha güvenli ve daha 

seçici anti-kanser ajanları geliĢtirmek için uğraĢmaktadırlar. Bu sebeplerden dolayı anti-

kanser özelliği bulunan kalkonlar ile ilgili çalıĢmalar oldukça artmıĢtır (Lu ve ark. 

2012). Yapılan bir çalıĢmada çeĢitli kalkon türevlerinin sitotoksik aktiviteleri; A549 

(Akciğer kanser hücresi soyu), WRL-68 (Hepatik fetal insan epitel hücre soyu), MCF-7 

(Ġnsan meme kanser hücre soyu), HT-29 (Ġnsan kolon kanser hücre soyu) ve PC3 (Ġnsan 

prostat kanser hücre soyu) kanser hücreleri MTT canlılık analizi ile araĢtırılmıĢ, çalıĢma 

sonucunda ise kalkon türevlerinin belirtilen kanser hücre hatlarına karĢı yüksek 

sitotoksik aktiviteye sahip oldukları belirlenmiĢtir (Syam ve ark. 2012). Zhu ve ark. bir 

kalkon analoğu olan α-β-doymamıĢ keton taĢıyan bir bileĢik sentezi ve karekterizasyonu 

yapmıĢ ve NCI-H460 (Küçük hücreli olmayan akciğer kanseri hücre soyu), A549 ve 

H1975 hücre soylarında sitotoksisite gösterdiğini bulmuĢlardır (Zhu ve ark. 2018). 

Kanserin temelinde kontrolsüz hücre çoğalmasının veya apoptotik süreçlerin 

baskılanmasının olduğu düĢünülmektedir. Kanser oluĢumuna sebep olacak 

sitotoksisiteye karĢı apoptoz önemli bir hücre ölüm mekanizmasıdır (Lu ve ark. 2012). 

Çok hücreli organizmalarda mitozla meydana gelen hücreler ve apoptozdan dolayı ölen 

hücreler arasında hassas bir denge bulunmaktadır. Bu dengede meydana gelen bir 

bozulma kanser oluĢumuna sebep olmaktadır (Cotter 2009). Organizmada kanser 

geliĢtiğinde ölüm sinyali alması gereken hücrelerin bu sinyalleri alamadığı ve bu 

nedenle hassas dengenin bozulduğu ortaya çıkmaktadır (Wong 2011). Tümör 

baskılayıcı olarak tanınan p53 geninin zarar görmesi durumunda apoptoz sinyali alması 

gereken hücrelerin bu sinyalleri alamadığı ve bölünerek geliĢmeye devam ettiği 

bilinmektedir (Bauer ve Helfand 2006, Morton ve ark. 2010). Yapılan literatür 

çalıĢmalarının birçoğunda doğal bileĢiklerin apoptozu indüklenmesinde antikanser 

aktivitesinin önemli olduğunu göstermiĢtir. Ayrıca organizmada kanser vaziyetinde; 
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kaspaz-3 etkinliğinin yitirilmesi, pro-apoptotik/antiapoptotik protein dengesindeki 

bozulmalar ve ölüm sinyallerinde meydana gelen hasarlar gibi nedenler gözlenmektedir 

(Hunter ve ark. 2007, Wong 2011). Kanser tedavilerinde bu sebeplerden dolayı apoptoz 

uyarıcı ajanların kullanıldığı bilinmektedir (Cotter 2009, Wong 2011). CoĢkun ve ark. 

2017 yılında kalkon türevleri ile yaptıkları çalıĢmalar sonucunda akciğer, prostat ve 

meme kanseri hücrelerinde bir kalkon türevi olan 3a‟nın kaspaza bağlı yolaklar yolu ile 

apoptozu indüklediğini rapor etmiĢlerdir (CoĢkun ve ark. 2017). 

 

Yaptığımız bu tez çalıĢmasında tüm bu bilgileri göz önünde bulundurarak, sentezi ve 

karakterizasyonu gerçekleĢtirilmiĢ olan benzofuran sübstitüe kalkon türevlerinin, insan 

akciğer kanseri A549 ve H1299 hücre soyları üzerinde ki sitotoksik, apoptotik ve anti 

invazyon aktiviteleri araĢtırılmıĢtır. 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

2. 1. Kanser 
 

Hücrelerin kontrolsüz bir biçimde çoğalarak bu hücrelerin meydana getirdiği dokuların 

iĢlevlerini yitirmesi olarak adlandırılan kanser son derece ölümcül bir hastalıktır 

(Tozkoparan ve Aytaç 2007, Nikitovic ve ark. 2013). Latince yengeç manasına gelen 

“cancer‟‟ veya „‟carcinos‟‟ kelimelerinden türemiĢ olan kansere dair bilinen en eski 

kaynaklar MÖ 3000‟lere dayanmaktadır. Hipokrat tümör terimini ilk defa MÖ 3. 

yüzyılda tümörün etrafındaki ĢiĢmiĢ damarları bir yengecin bacaklarına benzettiği için 

kullanılırken, Galen ise ĢiĢme anlamında “oncos” terimini kullanmıĢtır (Harris ve ark. 

1993, Sigerist 1960).  Tümörler iyi huylu (benign) ve kötü huylu (malign) olmak üzere 

ikiye ayrılırlar. Benign tümörler primer alanlarında kalarak vücudun diğer kısımlarına 

invazyon yapmazlar. Malign tümörler ise kan ve lenf dolaĢım sistemlerini kullanarak 

metastaz yaptıklarından dolayı kötü prognoza sahiptirler (Dalay 2000). 

 

Kanser tedavisinde cerrahi yöntemler, kemoterapi ve radyoterapi olmak üzere temel 

olarak üç teknik kullanılmaktadır. Cerrahi yöntem ile tümör dokusu kesilerek 

çıkarılırken, radyoterapi ve kemoterapide ise kanser hücrelerini öldürmeye yönelik olan 

tekniklerdir (Tozkoparan ve Aytaç 2007). Akciğer kanseri ise hem kadınlarda hem de 

erkeklerde en sık rastlanan ve ölüme sebep olan kanser türlerinden biridir. Kadınlarda 

ikinci sırada meme kanseri gelirken, erkeklerde ise prostat kanseri gelmektedir (Siegel 

ve ark. 2015). 

Sağlıklı hücrelerden farklı olarak kanser hücreleri kendi büyüme hormonlarını 

sentezleyerek kendi proliferasyonlarını uyarma özelliklerine sahiptirler. Kanser 

hücreleri büyüyebilmek için hücre dıĢı yüzeye ihtiyaç duymayarak alt alta veya üst üste 

büyürler. Sağlıklı hücrelerde, hücre yoğunluğu belirli bir seviyeye ulaĢınca 

proliferasyon durururken tümör hücrelerinde ise hücreler bölünerek çoğalmaya devam 

ederler (ġekil 2.1.) (Dalay 2000).  
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ġekil 2.1. Kanser ve normal hücre çoğalması (Anonim 2015c). 

 

2.1.2. Karsinogenezis 

 

Kanser geliĢim süreci olarak adlandırılan karsinogenezis, farklı moleküler ve hücresel 

değiĢikliklerin meydana geldiği basamaklı ve karmaĢık bir zincirler bütünü olarak kabul 

edilir. Kanser, hücrelerin normal büyüme sürecinden çıkarak kontrolsüz ve aĢırı 

çoğalmaları sonucunda oluĢan tüm lezyonların genel adı olup, kontrolsüz bir Ģekilde 

çoğalan bu hücrelerin, komĢu dokulara invazyon ve kaynağını aldığı organdan vücudun 

diğer kısımlarına kan-lenf yolu ile taĢınmasıyla sonuçlanan bir hastalıktır (Anonim 

2012a).  

 

Kanser olgularında, hücreler hızlı çoğalır ancak aynı oranda hücre kaybının olmaması 

sonucunda hücreler birikmeye baĢlamaktadır. Bu durum kanser hücrelerindeki genetik 

anormalliklerden ve/veya immün sistemin bu hücreleri tanıma ve yok etmedeki 

baĢarısızlığından kaynaklanmaktadır. Bu Ģekilde biriken kitlelere tümör denilmektedir 

(Yılmaz ve Altunok 2011). Kanser geliĢiminin baĢlangıç aĢamasına tek bir hücrenin 

anormal çoğalmasına sebep olan genetik değiĢikliklerin sebep olduğu düĢünülmektedir. 

Sonrasında ise hücre çoğalması ile klonal bir Ģekilde tümör hücrelerinin populasyonu 

artmakta ve bu hücrelerde meydana gelen ek mutasyonlarla tümör geliĢimi 

ilerlemektedir. Bu mutasyonlardan bazıları hücrelere daha hızlı büyüyebilmeleri için 

seçici bir avantaj sağlamakta ve böylece mutasyon taĢıyan hücreler tümör populasyonu 

içerisinde dominant hale gelmektedir. Mutasyona uğramıĢ tek bir hücreden geliĢen ilk 

hücre kitlesi, iyi huylu tümor olarak adlandırılmakta ve bu tümör hücrelerinin büyüme 

kontrolünde azalmalar olup vücudun diğer bölümlerine yayılma yetenekleri 

bulunamamaktadır. Fakat ilerleyen çoğalma sürecinde kötü huylu tümörlere dönüĢerek 
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baĢka dokulara yayılabilme özelliği kazanmakta ve dolaĢım sistemi yolu ile gittiği 

dokularda kanserin yayılmasına sebep olmaktadır (Clark 1991, Yokota 2000, Alberts ve 

ark. 2002, Yokota ve Kohno 2004). 

 

2.1.3. Kanser hücrelerinin temel özellikleri  

 

 Kanser geliĢimi çok basamaklı bir süreçtir ve bu süreçte kanser hücrelerinin temel 

özellikleri aĢağıda maddeler halinde verilmektedir (ġekil 2.2.). 

 Normal hücreler yoğunluğa bağlı inhibisyondan etkilenirken, kanser hücreleri 

etkilenmezler. 

 Kanser hücreleri kendi büyüme faktörlerini salgılayabilirler. 

 Tutunma yetenekleri normal hücrelerden düĢüktür. Bu özellik tümör 

hücrelerinin metastaz yapma yeteneklerini arttırmaktadır. 

 Normal hücreler, hücre-hücre temaslarında hareket ve çoğalma yeteneklerini 

kaybederlerken kanser hücreleri hareket etmeye ve çoğalmaya devam ederler. 

Bu Ģekilde birbirleri üzerine çıkarak çok katmanlı yapılar oluĢturabilirler. 

 Kanser hücreleri salgıladıkları proteazlar sayesinde komĢu dokuları parçalayarak 

içlerine girebilirler. Bu Ģekilde metastaz yetenekleri artmıĢ olur. 

 Kanser hücreleri yeteri kadar besin ve oksijeni karĢılayamadıklarında yeni 

kapiller oluĢturacak olan büyüme faktörleri salgılarlar. Bu özellik yine metastaz 

yapmada önemli bir faktördür. 
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 Normal hücrelerde bulunan farklılaĢma yeteneği büyümenin inhibisyonu için 

önemli faktörlerden biridir. Kanser hücrelerinde farklılaĢma özelliği 

bulunmadığından dolayı büyüme sürekli olarak devam etmektedir.  (Dalay 2006, 

Halliwell ve Aruoma 1991). 

 

ġekil 2.2. Kanserin temel özellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011).  

2.2. Akciğer Kanseri 

2.2.1. Akciğer kanseri epidemiyolojisi 

 

Dünya sağlık örgütü akciğer kanserini bronĢ, bronĢiyol ve alveol epitelinden geliĢen 

tümörler olarak adlandırmaktadır (Horn ve ark. 2015). 20. yüzyılın ortalarına kadar 

ender görülen akciğer kanseri, 21. yüzyılda özellikle sigara kullanımının tüm dünyada 

yaygınlaĢmasıyla birlikte halk sağlığı üzerinde önemli bir tehdit unsuru olmaya 

baĢlamıĢ günümüzde ise tüm dünyada en sık rastlanan kanser türü haline gelmiĢtir. 

Akciğer kanseri sebebi ile her yıl ortalama 1 milyon insan hayatını kaybetmektedir, bu 

da kanser sebebi ile meydana gelen ölümlerin %19‟una denk gelmektedir (Lozano ve 

ark. 2012). Erkeklerde ve kadınlarda görülen en yaygın ikinci kanser türünü, akciğer 

kanseri meydana getirmektedir. Kadınlarda meme kanseri daha yaygın gözlenirken, 

erkeklerde ise prostat kanseri daha yaygın olarak görülmektedir (Testa ve ark. 2018). 



9  

Erkeklerde meydana gelen kansere bağlı tüm ölümlerin %26'sına, kadınlarda ise kansere 

bağlı tüm ölümlerin %25‟ine akciğer kanseri sebep olmaktadır (Torre ve ark. 2018). 

1930 ile 2000 yılları arasında akciğer kanseri insidansında artıĢ gözlenmiĢtir. Akciğer 

kanserine 1990'‟lı yıllarda erkeklerde daha sık raslanırken 2000‟li yıllarda ise kadınlarda 

görülme sıklığı artmıĢtır. Yapılan epidemiyolojik analizler göstermiĢtir ki, akciğer 

kanseri mortalitesi ve insidansı farklı ülkelerin sosyo-ekonomik durumundan ciddi bir 

biçimde etkilenmektedir (Testa ve ark. 2018). Pasif içicilerde ve sigara içmeyenlerde, en 

sık rastlanan histolojik alt tip adenokarsinomdur (Özsu ve Özlü 2013).  

 

2.2.2. Akciğer kanseri etiyoloji 

 

Akciğer kanserinin doğru bir Ģekilde anlaĢılabilmesi hastalıktan korunmak için son 

derece önemlidir. Akciğer kanserinin meydana gelmesinde sigara içimi ile pasif sigara 

maruziyeti dıĢında hava kirliliği, ırk, yaĢ, cinsiyet, meslek, radyasyon, diyet, geçirilmiĢ 

akciğer hastalığı sekeli, immunolojik faktörler ve viral enfeksiyonların da önemli 

etkilerinin olduğu bilinmektedir (Shigematsu ve ark. 2005). Aralarındaki bağlantılar tam 

olarak aydınlatılamamıĢ olsa da akciğer kanserinden korunmada etiyolojik faktörler son 

derece önemlidir. BaĢta sigara ve diğer tütün ürünleri olmak üzere genetik ve çevresel 

birçok faktörün akciğer kanseri etiyolojisinde rol almasına dair çalıĢmalar hala devam 

etmektedir. 

 

2.2.3. Risk faktörleri 

 

Akciğer kanseri etiyolojisinde çeĢitli risk faktörlerinin rol oynadığı bilinmektedir. Risk 

faktörlerinin baĢında; sigara, çevresel karsinojenler, hava kirliliği, diyet, genetik ve 

immünolojik faktörler, geçirilmiĢ akciğer hastalıkları ile viral enfeksiyonlar 

gelmektedir. Kanser hastalarının birinci dereceden yakınlarında kanser riskinin arttığı da 

yapılan çalıĢmalar ile ortaya konulmuĢtur (Anonim 2006, Alberg ve Samet 2003). 

Sigara ile akciğer kanseri arasındaki iliĢkiye dair ilk bulgular 1962 yılına dayanmaktadır 

(Spiro ve Porter 2002). Sigaranın akciğer kanserinin geliĢimi üzerinde %94 gibi son 

derece önemli bir etkisi vardır. Sigara içenlerde içmeyenlere oranla akciğer kanseri riski 

24-36 kat daha fazladır (Halilçolar ve ark. 1999). Vinil klorid, Polisiklik hidrokarbonlar, 

nikel, benzopiren, aldehidler, nitrozaminler ve peroksitler sigara dumanında 

tanımlanmıĢ olan yaklaĢık 40 karsinojenden birkaçıdır. Akciğer kanseri olgularının 
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erkeklerde %90, kadınlarda ise yaklaĢık %78 oranında doğrudan sigara içimi ile iliĢkili 

olduğu tahmin edilmektedir (Alberg ve Samet 2003, Özlü ve Bülbül 2005). Günlük 

içilen sigara sayısı, sigara içme süresi ve sigaraya baĢlama yaĢı ile birlikte sigaranın ve 

tütünün tipi (puro, pipo, nikotin oranı, mentollü, filtreli) gibi faktörler de kanserin 

geliĢmesi üzerinde önemlidir (Halilçolar ve ark. 1999). Sigara tüketiminin vücutta 

vitamin seviyesini (özellikle vitamin C) düĢürdüğü saptanmıĢtır. Meyve, taze sebze, 

vitamin C ve karonetoidlerin akciğer kanseri riskini sigara tüketenlerde ve 

tüketmeyenlerde tüm histopatolojik tipler için kadınlarda ve erkeklerde azalttığı 

bilinmektedir (Smith ve ark. 1998, Alkoçlu ve Özkurt, 2000). 

 

Dünya genelinde sigara içme prevelansı erkeklerde %47-52, kadınlarda ise bu oran 

%10-12 olduğu tahmin edilmektedir (Spiro ve Porter 2002). GeliĢmekte olan ülkelerde 

ise kadınlarda %2-10, erkeklerde %20-60 iken geliĢmiĢ olan ülkelerde ise bu oran 

sırasıyla %20-40 ve %30-40‟tır (Ġtil 2000). Ülkemizde sigara içme prevalansı 

erkeklerde %63, kadınlarda ise %24‟tür. Yüksek sigara tüketiminin toplumumuzun 

büyük bir kısmını kapsadığı göz önünde bulundurulduğunda, gerekli önlemler 

alınmadığı takdirde gelecekte akciğer kanseri epidemisi ile karĢı karĢıya 

kalabileceğimizi söylemek yanlıĢ olmaz (Ġtil 2000). Sigara içilen ortamda sigara 

dumanına maruz kalmakta (pasif sigara içiciliği) akciğer kanser riskini arttıran 

faktörlerdendir (Palmarini ve Fan 2001, Thun ve ark. 2008). Ayrıca yapılan çalıĢmalar 

elektronik sigaranın, sigaradan kurtulmada etkili bir yol olmadığı ve kanserojen 

maddeler içerdiğini göstermiĢtir (Anonim 2012b). Akciğer kanserinin kadınların %20-

25'inde ve erkeklerde %10‟unda geliĢmesinde tütün ve tütün mamüllerinin herhangi bir 

iliĢkisi yoktur (Palmarini ve Fan 2001, Thun ve ark. 2008). Fazla alkol tüketimi, 

hücrelerin yapısında değiĢikliklere sebep olarak kanser riskini arttırdığı 

düĢünülmektedir. Alkolün karsinojenez riskini arttırdığına dair önemli kanıtlardan biri 

sırası ile alkol dehidrojenaz ve aldehit dehidrojenaz ile katalizlenen reaksiyonlarda, 

sırası ile asetaldehide ve asetata kadar yıkılmasıdır. Her ne kadar etanol tek baĢına 

mutajenik olmasa da, asetaldehit proteinlere ve DNA yapısına bağlanabilmesinden 

dolayı mutajenik ve karsinojeniktir (LoConte ve ark. 2018). Alkolün karaciğer, meme 

ve kolon kanserlerinde rol oynadığı bilinmektedir. Ayrıca ağız boĢluğu, larinks, farinks, 

özofagus, rektum ve kolon kanseri ile arasında nedensel bir iliĢki olduğu bilinmektedir. 

Akciğer ve pankreas kanserleri ile arasında da bir bağlantı olabileceği düĢünülmektedir 
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(Boffetta ve Hashibe 2006). Ancak 2018 yılında Çin‟de yapılan bir çalıĢma sonucuna 

göre erkeklerde alkol tüketimi ile akciğer kanseri riski arasında anlamlı bir bağlantı 

kurulamamıĢtır (Wei ve ark. 2018). Ayrıca hava kirliliği, diyet ve mesleki faktörler de 

akciğer kanseri risk faktörlerindendir. Hava kirliliği, bütün akciğer kanser olgularının 

yalnızca %1-2'sinde rol aldığı tahmin edilmektedir (Doll ve Peto 1981, Kabir ve ark. 

2007, Gorlova ve ark. 2007). ġehirlerde yaĢayan bireylerde kırsal kesimde yaĢayanlara 

oranla akciğer kanseri insidansı daha fazladır. Poliaromatik hidrokarbonlar, krom, nikel, 

arsenik gibi metaller, kömür dumanı, fosil yakıt ürünleri ve motorlu araçların egzoz 

dumanı da hava kirliliği kaynaklı karsinojenik etkenlerdir (Schottenfeld ve ark. 2000). 

Diyet ve akciğer kanseri arasındaki iliĢkiye dair yapılan çalıĢmalarda genellikle 

antioksidan bakımından zengin gıdalar ile beslenen insanlarda akciğer kanseri riskinin 

azaldığı ile ilgili çalıĢmalar mevcuttur (Bouchardy ve ark. 2001). Bazı besinler 

içerdikleri vitaminler ve antioksidanlar sayesinde akciğer kanserine karĢı koruyucu 

görev üstlenirler. Bilinen en önemli koruyucular beta karotenlerdir (Smith ve ark. 1998).  

Çevresel ve mesleki risk özellikle endüstriyel fabrikalarda ve çalıĢma ortamında gerekli 

tedbirler alınmadığı takdirde hücre DNA‟sını etkileyerek tümör geliĢimine yol açabilir. 

Tüm kanser vakalarının ortalama %2-8 kadarının mesleksel maruziyet sonucu meydana 

geldiği düĢünülmektedir. Akciğer kanserlerinde ise bu oran %15 kadar olduğu tahmin 

edilmektedir (Siegel ve ark. 2017). Mesleki faktöre bağlı meydana gelen akciğer 

kanserli olguların yarısından fazlası asbest maruziyeti ile bağlantılıdır. Asbest doğada 

bulunan, kimyasal maddelere ve ısıya dayanıklı, bir grup fibröz silikatın genel ismidir. 

Otomobil, inĢaat, uçak, gemi ve tekstil sektöründe kullanılmaktadır (Kern ve McLennan 

1998). Asbest dıĢında kömür, nikel, radon, uranyum parçalanma ürünleri, krom, 

kadmiyum, alüminyum, arsenik, demir, formaldehit ve polisiklik hidrokarbonlar‟a 

maruz kalmak da akciğer kanseri riskini arttıran mesleki risk faktörlerindendir (Ruano-

Ravina ve ark. 2003). 

 

Akciğer kanseri daha çok orta ve ileri yaĢ gruplarında rastlanan ve insidansı yaĢla 

birlikte artan bir hastalıktır. Akciğer kanseri hastalarının %95‟i 50-70 yaĢ aralığındaki 

bireylerden meydana gelmektedir (Cruz ve ark. 2011, Halilçolar ve ark. 1999). 

Türkiye‟de genç erkekler üzerinde yapılan bir çalıĢmada ise olguların tanı konma yaĢı 

ortalama 53 olarak bildirilmiĢtir. Ayrıca tüm akciğer kanserlerinin %1‟i 40 yaĢ 

altındadır ve 35 yaĢından önce akciğer kanserine çok nadir rastlanılmaktadır (Elci ve 
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Akpinar-Elci 2007). Genç yaĢlarda rastlanan akciğer kanseri olgularında bireylere teĢhis 

konulduğunda kanserin metastaz yapmaya eğilimli ve daha çok beyin‟e metaztaz yaptığı 

bildirmiĢtir (Özen ve ark. 2012). 

 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalara göre kadınlarda akciğer kanserine bağlı olarak 

meydana gelen ölümlerde artıĢ gözlenirken, erkeklerde ise bu oranda bir azalma meydan 

gelmiĢtir (Thomas ve ark. 2005). Zamanla böyle bir değiĢimin meydana gelmesinin 

sebepleri ise sigara alıĢkanlıklarındaki değiĢim, epidemiyolojik bulgulardaki 

değiĢiklikler ayrıca cinsiyet, yaĢ ve tümör tipi gibi özellikler ile ilgili olduğu ileri 

sürülmektedir (Radzikowska ve ark. 2002, Wisnivesky ve Halm, 2007).  Akciğer kanseri 

aile öyküsü ile ilgili 32 çalıĢmayı kapsayan bir metaanaliz sonucuna göre sigara içmeyenler de 

dahil olmak üzere akciğer kanseri aile öyküsü bulunması akciğer kanser riskini 2 kat arttırdığını 

göstermektedir (Bailey-Wilson ve ark. 2004). ArtmıĢ ailesel riskin sigara içiciliğinden, cinsiyet, 

yaĢ ve mesleksel maruziyetten bağımsız olduğu ve akciğer kanserine yatkın bir otozomal genin 

Mendeliyen kodominant kalıtımla iliĢkili olduğu tahmin edilmektedir (Wei ve Spitz 1997).  

 

2.2.4. Akciğer kanserinin histolojik sınıflandırılması 

 

Dünya sağlık örgütü akciğer kanserinin histolojik sınıflandırılmasında tümörün büyüme 

hızı, radyoterapi ve kemoterapiye verdiği yanıt, metastazın zamanlaması ve yayılımına 

göre temelde küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri (KHDAK) ve küçük hücreli akciğer 

kanseri (KHAK) olmak üzere iki ana baĢlık altında gruplandırmıĢtır. KHDAK ise kendi 

aralarında; skuamoz hücreli karsinom, adenokarsinom ve büyük hücreli karsinom olarak 

alt gruplara ayrılmıĢtır (ġekil 2.3.).  

 

KHAK‟da tümör hızlı bir Ģekilde büyür ve kısa zamanda metastaz yapmaktadır. Tüm 

organlara metastaz yapabilse de daha çok kemik, kemik iliği, karaciğer, beyin, adrenal 

bez, mediastinal ve retroperitoneal lenf bezlerine metastaz yapabilmektedir. Hastalar 

için genellikle primer tedavi yöntemi olarak kemoterapi tercih edilmektedir. 

Kemoterapiden %80-90 oranında yanıt alınmaktadır. KHDAK tedavisi için ise ilk 

olarak cerrahi tedavi tercih edilmektedir (AltınbaĢ 2000). Akciğer kanseri çoğunlukla 

metastaz evresinde tanısı koyulan ve kötü prognoza sahip bir hastalık türü olarak 

karĢımıza çıkmaktadır (Müsellim 2007). Akciğer kanserinin en yaygın türünü %85‟lik 

bir orana sahip olan KHDAK oluĢtururken, KHAK ise %15‟lik bir orana sahiptir 
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(Travis 2011). Erkeklerde daha çok skuamöz hücreli karsinom tipi (%41,5) akciğer 

kanserine rastlanırken kadınlarda ise en sık adenokarsinom tipi (%42,2) akciğer 

kanserine rastlanır (Kefeli ve ark. 2015). Sulu ve ark. (2007) 20 senelik bir periyot 

süresince yıllara göre karĢılaĢtırmalı bir Ģekilde yaptığı çalıĢmada kadınlarda 

adenokarsinom oranının %27‟den %46‟ya yükselirken erkeklerde ise bu oranın zaman 

sürecinde %11‟den %23‟e yükseldiği bildirilmiĢtir (Sulu ve ark. 2007). 

   

 
   

 ġekil 2.3. Histolojik açıdan akciğer kanserinin sınıflandırılması (Motadi ve ark. 2007). 

 

2.2.5. Akciğer kanseri moleküler biyolojisi 

 

Akciğer kanserinin moleküler biyolojisi üzerine yapılan çalıĢmalarda onkogenlerde, 

DNA tamirinden sorumlu genlerde ve tümör supressör genlerinde meydana gelen 

birtakım değiĢiklikler ile akciğer kanseri arasındaki iliĢki ortaya konulmuĢtur. 3. ve 11. 

kromozomların kısa kolundaki DNA sekans kayıpları, Myc ailesi (C-Myc, L-Myc ve N-

Myc), epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR), Ras ailesi (H-Ras, K-ras, N-Ras) 

ile p53 tümör supresör genlerin amplifikasyonu karsinogeneziste genetik faktörler 

olarak rol oynamaktadır (Alberg ve Samet 2003, Lynch ve ark. 2004). Tümör 
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suppressör genler hücre döngüsünü kontrol eden ve hücre çoğalmasında negatif yönde 

görev alan genlerdir. Ayrıca DNA tamir mekanizması ile tamir edilemeyen yapısında 

hasar meydana gelmiĢ hücreleri apoptoza sürüklemektedirler (Chee ve ark. 2013).  

Hücre proliferasyonunda anahtar pozisyonunda görev alan TP53 önemli bir tümör 

suppressor genidir (Muller ve Vousden, 2014).  TP53 geni tarafından kodlanan p53 

proteini genomun koruyucusu olarak isimlendirilmektedir. Bunun sebebi genom 

mutasyonlarının önüne geçerek genom stabilitesini korumasıdır (Prives 1998). Ayrıca 

hücre döngüsü ve apoptozis gibi iki önemli süreçte görev almaktadır. Transkripsiyon 

faktörü olarak görev yapan Mdm2 tarafından p53 gen aktivitesi kontrol edilmektedir. 

Normal durumda Mdm2 p53‟e bağlanarak aktivitesini baskı altına alabilirken, DNA‟da 

meydana gelen bir hasar söz konusu olduğunda p53‟ün fosforilasyonu artmakta ve 

Mdm2‟den ayrılmaktadır (Ozaki ve Nakagawara 2011). p53; hücre‟de meydana gelen 

DNA hasarı, nükleotid düzensizliği, onkogen aktivasyonu, oksijen yetmezliği 

(hipoksemi), oksidatif hasar gibi olaylara cevap olarak hızlıca nükleusta birikerek hücre 

siklusunu G1 fazında durdurur. Böylece DNA hasarı meydana gelmiĢ olan hücre için iki 

yol vardır ya hücre hasarı onarılır veya onarılamayan hücre apoptozise yönlendirilir. 

DNA hasar onarımının gerçekleĢemediği durumlarda p53 tarafından Bax, Noxa, Puma, 

ve p53 AIP1 genleri aktifleĢtirilerek mitokondriyal zar potansiyelinin bozulmasına 

katkıda bulunur. Mutant p53‟e sahip hücrelerdeyse DNA tamiri olmaksızın kontrolsüz 

bir çoğalma gözlenir. p53 insan kanserlerinde en sık bozulan gendir. Mesane, meme, 

akciğer, karaciğer, kolon, prostat ve cilt kanserlerini de içeren kanserlerin %50‟den daha 

fazlası p53 mutasyonu ile iliĢkilidir (Cachot ve ark. 1998, Sandal 2002, Köktürk ve ark. 

2003, Ozaki ve Nakagawara 2011).   

 

Ġnsan kanserlerinde en çok rastlanan mutant gen olan P53, tüm kanserlerin %50‟sinde 

gözlenirken, KHAK‟lerinin %90‟ında, büyük hücreli kanserlerin %60‟ında, yassı 

hücreli akciğer kanserlerinin %65‟inde ve adeno kanserlerin %33‟ünde gösterilmiĢtir 

(Mabry 1998, Hussain ve Harris 2000). Tümör hücrelerinde kontrolünü kaybetmiĢ bir 

Ģekilde protein kodlayan ve kanser geliĢiminin baĢlangıcında rol oynayan mutant p53 

geninin onkogen olarak görev yaptığı bilinmektedir (Muller ve Vousden 2014). Tümör 

hücrelerinde mutant p53‟ün ekspresyonu, normal hücrelerdeki p53‟e oranla daha fazla 

gerçekleĢir ve bu Ģekilde tümör hücrelerinde büyümeyi ve bölünmeyi arttıran faktörlerin 

sayısı da arttırılmıĢ olur. Bu faktörlerin tümör hücresinde kontrolsüz bir Ģekilde artması 
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ile tümör hücresi daha hızlı ve kontrolsüz bir biçimde bölünür (Addadi ve ark. 2010). 

p16, hücre siklusunda G1-S faz geçiĢini kontrol eden p16-siklin D1-Cdk4-Rb yolağının 

bir parçasıdır. Hücre siklusunun düzenlenmesinde görev alan bu kritik yolak akciğer 

kanseri de dahil olmak üzere pek çok kanser türünde değiĢmiĢ veya mutasyona uğramıĢ 

haldedir (Fong ve ark. 2003). p16 /pRb ve p53 yolaklarındaki değiĢiklikler KHDAK 

hücre soylarında artan proliferasyona neden olmaktadır. Bu durum agresif tümör 

fenotipi ve 5 yıl daha kısa yaĢam süresi ile iliĢkilendirilmektedir (Michalides 1998). K-

Ras proteini K-Ras geni tarafından kodlanır ve bu protein normal doku 

sinyalizasyonunda esansiyel rol oynar. Bu gende oluĢan mutasyonlar birçok kanserin 

meydana gelmesinde esansiyeldir (Kranenburg 2005). K-Ras mutasyonları akciğer 

kanserinde erken olaylardan biri kabul edilmekte olup akciğer adenokarsinomlarının 

üçte birinin erken aĢamalarında K-Ras mutasyonu gözlenmektedir (Rodenhuis ve ark. 

1987). KHDAK‟lerinin %15-50‟sinde rastlanan K-Ras mutasyonu sağ kalım süresinde 

azalım, erken relaps ve kötü prognoz ile iliĢkisi saptanmıĢtır (Groeger ve ark. 1997, 

Lecture 1996, Jacobson 1999, Fong ve ark. 1999, Spivack ve ark. 1997, Mabry 1998). 

Akciğer kanseri geliĢiminde rol alan bir baĢka gen ise retinoblastom (Rb) geni olup 

hücresel farklılaĢmada önemli bir rolü bulunmaktadır. Rb ailesi, hücre döngüsünü 

G1evresinde durdurarak hücre bölünmesini kontrol eder ve bu yoldaki proteinlerin 

fonksiyon bozukluğu mitojenik aktivite ile sonlanır. Rb protein yokluğu KHAK‟lerinin 

neredeyse tümünde görülürken, KHDAK‟lerinin yalnızca %10-30‟unda görülmektedir 

(Fong ve Minna 2002). Myc genleri, hücre çoğalmasında, farklılaĢmasında ve DNA 

sentezinin baĢlatılmasında rol oynayan üç fosfoproteini kodlamaktadır. Bunlar N-Myc, 

C-Myc ve L-Myc‟dir (Mabry 1998). Amplifikasyon ve transkripsiyonel bozukluklar 

sonucunda onkogen halini alan Myc genleri KHDAK‟lerinin %8-20‟sinde aktif hale 

gelmektedirler (Köktürk ve ark 2003). C-Myc amplifikasyonu gerçekleĢen hücrelerde 

büyüme faktörlerine duyulan ihtiyaç azalır, hücre döngüsünde G1 faz süresi kısalır ve 

bu olaylar sonucunda proliferasyon artmaktadır. C-Myc tümör büyüme hızı ve sağkalım 

süresinde kısalma ile iliĢkilidir (Fong ve ark. 1999).  

 

NCAM (Nöral hücre adhezyon molekülü) nöronal dokulardaki esas hücre-hücre kontakt 

proteinidir. KHDAK hastalarının %20-30 NCAM molekülü eksprese ettiği 

belirlenmiĢtir (Broers ve Ramaekers 1994). Yapılan bir çalıĢmada Kibbelaar ve ark. 
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(1991) NCAM eksprese eden KHDAK hastalarının belirgin bir Ģekilde kısa sağkalım 

süresine sahip olduklarını göstermiĢlerdir (Kibbelaar ve ark. 1991).  

 

2.2.6. Tümör mikro çevresi ve akciğer kanseri 

 

20. yüzyılın ikinci yarısından beri malign sürecin devamlılığını sağlayan malign 

hücrelerdeki genetik ve epigenetik farklılıklar kanser biyolojisi ve terapisi konularının 

odak noktası haline gelmiĢtir (Stratton ve ark. 2009).  Bu malign süreçte yalnızca tümör 

hücrelerinin değil, bu hücrelerle yakın etkileĢim halinde bulunan ekstraselüler matriks 

(ECM) ve genetik-olmayan değiĢimlere sahip olan stromal hücrelerin oluĢturduğu 

tümör mikro çevresinin (TMÇ) de çok önemli bir rol oynadığı bilinmektedir (Hanahan 

ve Coussens 2012). 

 

Tümör mikro çevresi; bağıĢıklık hücreleri, fibroblastlar, kan damarları, sinyal 

molekülleri, diğer hücreler, ECM ve tümör‟ün de dahil olduğu hücresel bir ortamdan 

meydana gelmektedir. Tümörü çevreleyen hücreler kanser stromasını oluĢturur. Bu 

stromayı oluĢturan form; endotel, glia, fibroblast, yağ, düz kas hücrelerinden, epitelyal 

ve ECM‟den meydana gelir (Li ve ark. 2007). TMÇ, tümörün bulunduğu bölgeye göç 

eden lenfositler, makrofajlar ve bu hücrelerin salgılamıĢ oldukları farklı büyüme 

faktörleri, kemokinler, antikorlar, sitokinler, protoezlar, diğer tip enzimler ve çeĢitli 

metabolitler gibi birçok faktörü bir arada barındırır (Witz ve Levy-Nissenbaum 2006). 

Hiçbiri tek baĢına malign hücre olmayan bu hücreler, TMÇ‟ninde birbirleriyle ve kanser 

hücresiyle direkt ve yahut indirekt etkileĢimi sonucunda anormal fenotip kazanırlar ve 

fonksiyonlarında değiĢim meydana gelmektedir (Li ve ark. 2007). Tümör‟ün geliĢimini 

ve devamlılığını sürdürebilmesi adına, tümör hücreleri dört kritik özellik geliĢtirir. Bu 

özellikler; hareket yeteneği, ECM‟yi degrede edebilme yeteneği, kanda hayatta 

kalabilme özelliği kazanma ve son olarak yeni bir çevreye uyum sağlayabilmesidir. 

ÇalıĢmalardan biri kanser hücrelerinin embriyonel geliĢim sürecinde rol oynayan bazı 

transkripsiyon faktörlerini aktifleĢtirerek pleiotropik özellik kazandıkları ve bu Ģekilde 

bu yetenekleri kazanabildiklerini ifade etmektedir. Bu süreçte ise tümör mikroçevresinin 

kritik öneme sahip olduğu ileri sürülmektedir. (Weinberg 2007). 

TMÇ ve akciğer kanseri ile ilgili yapılan çalıĢmalar, angiogenesiz ve hipoksi üzerine 

yoğunlaĢmıĢtır (Graves ve ark. 2010). Tümör mikroçevresi genellikle hipoksik‟tir. 
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Tümörün kütlesi arttıkça kan damarlarından uzaklaĢılır ve kan tedarik edilemez hale 

gelir. Meydana gelen bu hipoksik çevre nükleotid eksizyon tamir mekanizması, genetik 

stabilite ve yanlıĢ eĢleĢme tamir mekanizması regülasyonunu azaltarak bozar ve bu 

Ģekilde kanser geliĢimi hızlanır. Ayrıca hipoksi, HIF1-α (hipoksi indükleyici faktör1-

alfa) expresyonunu uyarır. HIF1-α angiogenesizi indükleyerek, metastaz ile bağlantılı 

genlerin aktifleĢmesini sağlar (Blagosklonny 2004, Bindra ve Glazer 2005). Düzensiz 

damarlaĢma, hipoksi ile birlikte alınan ilaçların etkili olarak kanserli bölgeye ulaĢmasını 

zorlaĢtırır (Graves ve ark. 2010). 

 2.3. Apoptoz 

 

Çok hücreli canlılarda iç dengenin (homeostaz) korunması, yeni hücrelerin 

proliferasyonunun kontrol edilmesi ve istenmeyen hasarlı hücrelerin yok edilmesi 

gerekmektedir (Messmer ve Pfeilschifter 2000). Doku homeostazisinin sağlanabilmesi 

ise yapım ve yıkım olaylarının bir düzen içerisinde olmasına bu da apoptozis ve 

proliferasyon dengesinin sağlıklı bir Ģekilde gerçekleĢmesine bağlıdır (Hıkım ve ark. 

1995, Erdoğan 2003). Hücre proliferasyonunun dengelenmesi, hasar görerek iĢlevlerini 

yitiren hücrelerin organizmadan uzaklaĢtırılması ve homeostazın dengelenmesi 

amacıyla hücrelerin programlı bir Ģekilde ölüm sürecine girmesi anlamına gelen 

apoptozis, hücre içi ve hücre dıĢı uyaranlar ile baĢlayan bir süreçtir (Dalay 2006, Öktem 

ve ark. 2001, CoĢkun ve Özgür 2011). 1971 yılında Currie, Wylie ve Kerr programlı 

hücre ölümünü ilk kez tanımlamıĢlar ve bu olaya „apoptoz‟ ismini vermiĢlerdir 

(Solakoğlu 2009). Apoptozis sürecini baĢlatan hücre dıĢı uyaranlar arasında; Tümör 

Nekroz Faktörü (TNF), Nöron Büyüme Faktörü (NGF), Koloni Uyarıcı Faktörler 

(CSF), Ġnsülin benzeri Büyüme Faktörü (IGF), sfingolipidler, glukokortikoidler, ilaçlar, 

çeĢitli antijenler ve radyasyon gibi faktörler bulunmaktadır. Apoptozu baĢlatan iç 

sinyaller arasında ise viral enfeksiyonlar, hücresel stres ve kimyasallar sayılabilir 

(Ulukaya 2001, KandaĢ 2004, AkĢit ve Bildik 2008). 

Ġç ve dıĢ yolaktan bir grup medyatör protein ile baĢlayan apoptozis süreci hücre 

nükleusunda bulunan kromatinlerin kondensasyonu ile 200 nükleotidlik bir kesim 

Ģeklinde devam eder. Hücre membranının stabilitesi bozulur ve dıĢa doğru baloncuk 

benzeri yapılar oluĢur, hücre küçük parçalar Ģeklinde paketlenir. Bu süreç fagositoz ile 

sonlanır (Elmore 2007). Hücre ölümünün bir baĢka Ģekli de nekrozisdir. Nekrozis, 
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apoptozisden tamamen farklı özelliklere sahiptir. Nekrozisde hücre membranları ya da 

hücredeki metabolik mekanizmalar zarar görür ve hücre membranının seçici 

geçirgenliği bozularak ĢiĢmeye baĢlar. Bunun sonucunda da hücre patlayarak hücrenin 

içinde bulunan maddeler dıĢarı sızar ve inflamasyon mekanizması uyarılmıĢ olur 

(Solakoğlu 2009, Bonfoco ve ark. 1995). Bir hücrenin apoptoza mı yoksa nekroza mı 

gideceğini uyaranın derecesi ve Ģekli belirlemektedir. Çevrenin ısısı, radyasyona maruz 

kalma, hipoksi ve antikanserojenik ilaçların kullanımı gibi durumların düĢük dozlarında 

apoptoz, yüksek dozlarında ise nekroz gerçekleĢmektedir (Elmore 2007). Kanser ile 

ilgili apoptozun aktivasyonunda ve inhibisyonunda birtakım genler rol oynamaktadır. 

Bu genler proapoptotik genler ve antiapoptotik genler olarak isimlendirilmektedir. 

Proapoptotik genler p53, Bad, Bax, Bak, Bim, Bid, Bcl-xs, Puma ve Noxa‟dır. Bcl-2, 

Bcl-xL ve Mcl-1 ise antiapoptotik genlerdir. Bir hücrenin apoptoza gideceğini 

belirlemede o hücrenin içindeki Bcl-2/Bax oranı önem göstermektedir. Hücrede Bax 

oranı fazla olduğunda hücre apoptoza giderken hücrede Bcl-2 geni fazla olduğu 

durumlarda ise apoptoz inhibisyona uğrar (Dalay 2006, Moll ve Zaika 2001, Ersöz 

2007). 

Normal hücrelerde, tümör süpresör geni olan p53 geni kaspaz (3, 7, 8 ve 9) enzimlerini 

aktive ederek apoptozu sağlamaktadır. Fakat P53 geni kanser hücrelerinde mutasyona 

uğramaktadır. Bu mutasyonlar her kanser türü için farklı spektrumda görülür ve bu 

genin inaktivasyonuna neden olur. Sonuç olarak da apoptoz engellenerek malignant 

kanser geliĢimine neden olur (Solakoğlu 2009, Hollstein ve ark. 1991, Roemer 1999). 

 

Apoptoz sürecinin geliĢim, farklılaĢma, proliferasyon ve homeostaz olaylarının yanı sıra 

immün sistemin düzenlenmesinde ve iĢlevinde, hasarlı ve zararlı hücrelerin ortadan 

kaldırılmasın da ki rolünün önemi büyüktür. Apoptozis sürecinde meydana gelebilecek 

bir hata; viral enfeksiyonların yayılması, kanser ve otoimmün hastalıkların oluĢması ile 

sonuçlanabilmektedir. Ancak apoptozisin çok fazla gerçekleĢtiği durumlarda ise 

insüline bağımlı tip diyabet (tip 1 diyabet), alzheimer, parkinson, miyokard enfarktüsü 

ve hepatit C enfeksiyonu gibi hastalıklar geliĢebilmektedir (Fadeel ve ark.1999, Evan ve 

Vousden 2001, Gewis 2003). 
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2.3.1. Apoptozun düzenlenmesi 

 

Apoptozun düzenlenmesinde çok çeĢitli ve sayıca fazla mediatör görev almaktadır. 

Bunlar; kalsiyum iyonu, seramid molekülü, Bcl-2, p53 ve c-myc gibi gen aileleri, 

kazpaz enzim ailesi, endoplazmik retikulum ve mitokondri organelleri apoptozu 

düzenleyen mediatörlerdendir (Elmore 2007, Zeiss 2003). 

 

2.3.2. Apoptoziste rol oynayan mediatörler 

  

Apoptozisin gerçekleĢmesinde önemli bir grup ise kaspazlardır. Sistein proteazlar olarak 

bilinen kaspazlar hücre sitoplazmasında zimojen (inaktif) halde bulunurlar ve 

aktifleĢebilmek için proteolitik olarak birbirlerini keserek bir kaspaz kaskadı meydana 

getirirler (McIlwain ve ark. 2013). Tek bir polipeptit zinciri halinde sentez edilen 

kaspazlar özel bölgelere sahiptir. Bunlar kaspaz toplama bölgesi (CARD), efektör ölüm 

bölgesi (DED) ve ölüm bölgesi (DD) olmak üzere 3 ayrı bölgedir (Ulukaya 2003, 

Chowdhury ve ark. 2006). Apoptozisde rol oynayan 14 tane kaspaz ailesi tanımlanmıĢtır 

(Cryns ve Yuan 1998). Apoptoziste 3, 6, 7, 8, 9 kaspazları görev alırken inflamasyonda 

ise 1, 4, 5, 12 kaspazları rol oynar (McIlwain ve ark. 2013). Ayrıca 2, 8, 9, 10 baĢlatıcı 

kaspazlar olarak bilinirken 3, 6, 7 kaspazları ise efektör kaspazlar olarak bilinmektedir 

(Ulukaya 2003). Birbirlerini aktifleĢtiren kaspazlar proteolitik bir Ģelale oluĢtururlar. 

BaĢlatıcı kaspazlar, ölüm sinyalini efektör kaspazlara taĢırlar. Bazı efektör kaspazlar 

hücre içi iskelet, lamin ve çekirdek zarı proteinlerini parçalarlar. Kaspaz 3, DNA 

tamirinde görev alan PARP‟ı kırarak inaktive eder ve DNA onarımını engeller. Bazı 

kaspazlar ise bir dizi DNaz‟ı aktifleĢtirerek DNA‟nın parçalanmasına yol açarlar 

(Ulukaya 2001, Oliver ve Vallette 2005). Kaspaz aktivasyonu hücrelerde IAP 

(apoptozis inhibitör protenleri) denilen hücresel proteinler sayesinde kontrol altında 

tutulurlar (Salvesen ve Duckett 2002). Ġnsanlarda 6 tane IAP tanımlanmıĢtır. Bunlar, 

NAIP, c-IAP1 (HIAP2), c-IAP2 (HIAP-1), survivin, XIAP ve BRUCE94.  IAP‟nin aĢırı 

salınımı proapoptotik Bcl-2 ailesinin uyararak apoptozisi inhibe etmektedir (Küçükaltun 

2007). Membrana bağlı asit sfingomiyelinaz aktivasyonunun bir ürünü olan seramid 

molekülü mitokondri hassasiyeti meydana getirir. Apoptozda ve hücre döngüsünde 

görev alan seramidin, plazma zar hasarına karĢı bir sinyal olduğu ve meydana gelen 

hasarlara karĢı apoptozisi baĢlattığı belirlenmiĢtir (Desdicioğlu 2005). 
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Bir transkripsiyon faktörü olan p53 hücrede bir DNA hasarı meydana geldiğinde hücre 

döngüsünü G1 fazında durdurarak DNA tamiri için hücreye zaman tanır. DNA‟daki 

hasar, tamir edilemeyecek durumda ise Fas, Apaf-1 ve Bax yapımını artırarak Bcl-xL ve 

Bcl-2‟yi baskılayarak apoptozu indükler (Vousden ve Lu 2002). Transkripsiyon 

düzenleyici faktör protein olan miyelositoma onkogen (C-myc), hücre çoğalmasında ve 

apoptozda baĢlıca rol oynamaktadır. Hücrede uygun büyüme faktörleri ile birlikte c-

myc yok ise büyüme dururken, ikisinin de yeterli düzeyde olması durumunda 

proliferasyon gözlenir. Ancak c-myc‟nin bulunup büyüme faktörlerinin bulunmadığı 

durumlarda ise apoptoz gözlenebilmektedir (Evan ve ark. 1994). 

 

Mitokondri hücre ölümünün düzenlenmesinde önemli bir rol oynar. Ġçerdiği 

Smac/DIABLO sitokrom c ve apoptozis indükleyici faktör (AIF) gibi bazı 

mitokondriyal proteinlerin sitoplazmaya salınımının farklı apoptotik yolları 

aktifleĢtirdiği bilinmektedir (Mirabella ve ark. 2000). Mitokondriden bu faktörlerin 

salınması mitokondri zarında por oluĢumu sonucunda gerçekleĢmektedir. Bu porların 

serbest radikal hasarı, hücresel stres veya büyüme faktörü yoksunluğu gibi apoptotik 

sinyaller ile aktifleĢen Bcl-2 gen ailesi proteinlerinin pro-apoptotik üyelerinin (Bad, Bax 

vb.) aktivitesi yoluyla oluĢtuğu düĢünülmektedir. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik 

üyelere sahip olan Bcl-2 ailesi ya sitokrom c‟nin sitozole salınmasını sağlayarak 

apoptozisi uyarır veya sitokrom c‟nin salınımına engel olur ve apoptozisin 

baskılanmasını sağlar (Palmer ve ark. 2000, Suh 2002). 

 

Apoptozis sürecinin düzenlenmesinde Bcl-2 proteinleri; hücre yüzeyi ve hücre içi ölüm 

sinyalleri arasında denetimi sağlayarak apoptozisin oluĢum evresinde kaspaz kaskadının 

aktivasyonunda anahtar rol oynarlar (Sato ve ark 1994, Burlacu 2003). Hücrenin 

apoptoza olan eğilimi Bcl-2 ailesi genlerinin heterodimer veya homodimer formuna 

bağlıdır. Bcl-2 ailesi proapoptotik ve antiapoptotik olmak üzere birbirine zıt iki gruptan 

meydana gelmektedir. Hücrede proapoptotik proteinler daha fazla eksprese ediliyorsa 

hücre apoptoza eğilim gösterirken, antiapoptotik proteinler daha fazla eksprese edildiği 

durumlarda ise hücre apoptoza daha az eğilim göstermektedir (Adams ve Cory 2001). 

Proapoptotik üyeler Bid, Bax, Bad, Bak, Bim, Puma, BclXs ve Noxa‟dır. Bu proteinler 

genellikle sitozolde yer alırlar ve hücresel stres ya da hasarın algılayıcıları olarak görev 

yaparlar. AIF ve sitokrom-c‟nin salınımına artırarak apoptozu indüklerler. Antiapoptotik 
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üyeler olan Bcl-xL, Bcl-2 ve Mcl-1 proteinleri ise endoplazmik retikulum, çekirdek zarı 

ve mitokondri dıĢ zarında yer alırlar. Ġyon transportunda ve por oluĢumunda görev 

alırlar. Hücredeki Ca
++

 oranını kontrol ederler. Kaspazların öncü formları ile birlikte 

sitokrom-c ve AIF salınımını bloklayarak apoptozu inhibe etmektedirler (Adams ve 

Cory 2001, Adrain ve Martin 2001, Spierings ve ark. 2004)                                                     

2.3.3. Apoptoz mekanizmaları 

 

Apoptozisin indüklenmesinde;  

1. DıĢsal (ekstrinsik) yolak 

2. Ġçsel (intrinsik) yolak ve 

3. Endoplazmik retikulum aracılı apoptozis olmak üzere üç sinyal yolunun rol 

oynadığı bilinmektedir. 

2.3.4. Ekstrinsik/DıĢsal yolak 
 

Ölüm reseptörleri (DR) olarak bilinen ve Tümör Nekroz Faktörü Reseptörü (TNFR) gen 

ailesinin üyesi olan; Fas/CD95/APO-1, TNFR-1 ve Tnf-ĠliĢkili Apoptozis Ġndükleyici 

Ligand (TRAIL) reseptörleri olan DR-3 (TRAMP), DR-4 (TRAIL-R1) ve DR-5 

(TRAIL-R2)„in alakadar ligandlar ile etkileĢime girmesi sonucunda apoptozis 

indüklenir. TNFR süper ailesi üyeleri, tip I transmembran proteinleri olup sistein 

açısından zengin ekstrasellüler subdomainler içermektedirler. Bu özellik TNFR super 

ailesi üyelerinin kendilerine has ligandları tarafından teker teker tanınmasını 

sağlamaktadır. Ölüm reseptörleri apoptotik sinyalin transdüksiyonu için ihtiyaç duyulan 

80 aminoasit uzunluğunda intraselüler Ölüm Domaini (DD; Death Domain) içerir. 

Ölüm reseptörlerine bağlanan ligandlar FasL, TNFα ve TRAIL yapısal olarak 

reseptörler ile iliĢkili proteinler olmakla birlikte TNF süper ailesine aittirler. Bu ölüm 

ligandları, tip II transmembran proteinleri gibi eksprese edilirler. Bazı hallerde, bu 

proteinler proteolitik kırılabilir ve serbest kalabilirler (Ghobrial ve ark., 2005, 

Guicciardi ve Gores 2009). Ölüm reseptörlerinin ligandları reseptörlerin 

oligomerizasyonuna yol açarak aktifleĢmelerine sebep olmaktadır. Reseptörlerin 

aktivasyonu, Ölüm Ġndükleyici Sinyal Kompleksi (DISC) adı verilen ve proteinlerden 

oluĢmuĢ bir kompleksin meydana gelmesine sebep olur. DISC, adaptör protein Fas 

iliĢkili ölüm alanını (FADD) ve TNFR-1 iliĢkili ölüm bölgesi proteinini (TRADD) 

barındırır. Bu ölüm bölgeleri prokaspaz-8‟i aktifleĢtirmektedir. DISC yapısında yer alan 
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prokaspaz 8‟in aktivasyonunu takiben, kaspaz 8 sırası ile kaspaz 3, 6 ve 7‟nin aktive 

olduğu kaspaz kaskatını harekete geçirir. Kaspaz 8‟in aktif hale gelmesi ayrıca Bid‟in 

aktive olmasına sebep olur. KırılmıĢ Bid (tBid) daha sonra mitokondriye geçerek 

sitokrom c, SMAC ve kalsiyum salınımını uyarır (ġekil 2.4.), (Elmore 2007, Solakoğlu 

2009, Dickens ve ark. 2012). 

 

  

 
 

  ġekil 2.4. Reseptör aracılı kaspaz aktivasyonu (Fulda ve Debatin 2006‟dan        

değiĢtirilerek alınmıĢtır). 

 

2.3.5. Ġntrinsik/Ġçsel yolak 

 

Mitokondriyal/içsel yolak, apoptozu baskılayan ve apoptozu indükleyen üyelere sahip 

olan Bcl-2/Bax gen ailesi ile düzenlenir ve uyarıldığında mitokondriden sitokrom-c 

salınımına sebep olur. Bunun sonucunda ise ölüm sinyali verilir (ġekil 2.5.). Ġçsel ve 

dıĢsal yolakların her ikisi de yapısal ve düzenleyici molekülleri kıran ve bunun 

sonucunda hücrenin ölümüne neden olan kaspaz adı verilen proteaz kaskadının 

aktivasyonunu içeren ortak bir yolda kesiĢirler (Ghobrial ve ark. 2005). Bcl-2 ve Bcl-

XL anti-apoptotik üyelerdir ve kaspazların öncü formlarını durdurarak veyahut 

apoptogenik faktörlerin mitokondriden salınmasının önüne geçerek hücrenin yaĢamasını 
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teĢvik ederken; pro-apoptotik olan Bid, Bad, Bim ve Bax gibi üyeler ise hücreyi 

apoptozise teĢvik ederler. Bax ve Bak proteinleri normal koĢullarda Bcl-2 tarafından 

inaktif bir halde tutulur. Apoptotik sinyal oluĢtuğunda Bcl-2 inaktifleĢirken, aktifleĢen 

Bak ve Bax mitokondri dıĢ zarında por oluĢumuna ve membran potansiyelinde değiĢime 

neden olur. Mitokondriyal yolda anahtar olay mitokondri dıĢ membran 

permeabilizasyonudur (MOMP) ve bunun neticesinde sitokrom c, mitokondri türevli 

kaspaz aktivatörü/IAP bağlayıcı protein Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, AIF ve 

endonükleaz D (EndoG) gibi mitokondri zar proteinleri sitozole salınır. Sitokrom c‟nin 

mitokondri iç zar yüzeyinden salınması ile sitoplazmik protein olan Apoptotik Proteaz 

Aktive Edici Faktör-1‟e (Apaf-1) bağlanarak aktive eder, Apaf-1/sitokrom c kompleksi 

ortamda dATP/ATP‟nin bulunması ile heptamerik bir yapıya oligomerize olur. Bu 

yapının meydana gelmesi, prokaspaz 9‟un Apaf-1 ile etkileĢimine olanak tanır ve 

apoptozom kompleksi oluĢur. Apoptozomun vazifesi baĢlatıcı kaspaz olan kaspaz 9‟u 

aktive ederek aktif kaspaz 9, kaspaz-3‟ü veya diğer efektör kazpazları aktifleĢtirerek 

kaspaz kaskadına aracılık eder. Aktif kaspaz 3, Rho iliĢkili sarmal oluĢturan kinaz I 

(ROCKI; “Rho-associated coiledcoil forming kinase I”), kaspazla aktive edilmiĢ DNaz 

inhibitörü (ICAD; “inhibitor of caspase-activated DNase”) poli (ADP-riboz) polimeraz 

(PARP, DNA tamir enzimi), fodrin, aktin ve lamin gibi hücresel substratları kırarak 

apoptotik morfolojinin oluĢumunu sağlar. Kaspaz aktive edici DNaz (CAD) normal 

hücrelerde ICAD‟üne bağlı ve inaktif halde bulunur ve aktif hale geçtiğinde kromatin 

yoğunlaĢmasına ve DNA‟nın nükleozomal alt birimler halinde fragmente olmasına 

sebep olur. Ayrıyeten kaspaz aktivitesini inhibe eden ve aktiviteleri Smac veya 

Omi/HtrA2 gibi fonksiyonel analoglar ile engellenmiĢ birçok apoptozis inhibitörleri 

(IAP) vardır. Ölen hücrelerde Smac ve Omi/HtrA2 (mitokondriyel proteinler, pro-

apoptotik proteinler) mitokondriden salındığında IAP‟lar inaktive olmaktadır. Böylece 

efektör kaspazların inhibisyonu engellenerek hücrelerin apoptozise gitmeleri 

sağlanmaktadır (Ulukaya 2001, Zhang ve ark. 2003, Riedl ve Salvesen 2007, Li ve 

Yuan 2008, AkĢit ve Bildik 2008, Duprez ve ark. 2009).  

 

Bu içsel ve dıĢsal yolak mekanizmaları kaspaz aracılığı apoptozisi göstermektedir. 

Ayrıca kaspazlardan bağımsız kaspaz aktivasyonunun gerçekleĢmediği bir apoptozis 

mekanizması da bulunmaktadır. Buna gore, AIF mitokondriden salınarak çekirdeğe 

geçmekte ve nükleazları aktive ederek DNA hasarına yol açmaktadır. AIF, granzyme B, 
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steroidler ile endonukleaz G kaspazlardan bağımsız bir Ģekilde apoptozise sebep 

olmaktadır (Ulukaya 2003, Dash 2007). 

      

 
 

 ġekil 2.5. Mitokondri/Sitokrom-C aracılı apoptozis oluĢturulması (Zimmermann ve               

     ark. 2001). 

 

2.3.6. Endoplazmik retikulum aracılı apoptozis 

 

Amiloid β nörotoksisitesine katkıda bulunan, kaspaz 12‟ye bağımlı Endoplazmik 

Retikulum aracılı apoptotik bir yolak tanımlanmıĢtır (Nakamura ve ark. 2000, Keane ve 

ark. 2001). Bu yolak mitokondrial/sitokrom-c ile ölüm reseptör bağlantılı apoptozisten 

değiĢik bir yol olup kaspaz 12, ER zarında lokalize halde bulunur ve ER aracılı 

apoptozisin gerçekleĢmesi için gerek duyduğu bir kaspazdır. Yapılan son çalıĢmalar 

göstermiĢtir ki Ca
++

seviyelerinin yükselmesi ve kalpainin endoplazmik retikulumu 

etkilemesi ile prokaspaz 12 aktive edilir ve aktifleĢen kaspaz 12 sitoplazmaya 

ilerleyerek kaspaz 9 ile etkileĢir ve sitozolik kaspaz kaskadını aktive eder (Rao ve ark. 

2001).  
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2.3.7. Hücre ölümünde gerçekleĢen morfolojik değiĢiklikler 

Apoptotik hücreler, hücre nükleusunun küçülmesi (piknoz), nüklear fragmentasyon, 

deformasyon ve komĢu hücreler ile temas kaybı ve benzeri tipik morfolojik özellikler ile 

tanımlanırlar. Kromatin kondanse olarak nükleer zarın altında konumlanır ve plazma 

zarı bleblenir. Hücre sitozol, kondanse kromatin ve organelleri içeren membranla çevrili 

yapılara (apoptotik cisimciklere) parçalanır. Apoptotik cisimcikler; parankimal hücreler, 

makrofajlar ya da neoplastik hücreler tarafından fagosite edilirerek dokuda herhangi bir 

inflamatuvar yanıt meydana gelmeden uzaklaĢtırılırlar. Bu morfolojik değiĢimler, 

apoptotik bir hücrede meydana çıkan karakteristik moleküler ve biyokimyasal olayların 

sonucudur. Sitoplazma ve organellerin Ģekil ile bütünlüğünü belirleyen bazı protein 

substratları ve DNA‟nın oligonükleozomal parçalanmasını sağlayan proteolitik 

enzimlerin aktivasyonu bu olaylardan öne çıkan olaylardandır. (Saraste ve Pulkki 2000, 

Gewis 2003, Kepp ve ark. 2011). Bir baĢka hücre ölüm Ģekli olan nekrozis ise 

yaralanmalar sonucu hücrelerin zarar görerek ĢiĢip, patlayarak ölmesi olarak tanımlanır. 

Apoptozis gibi programlı fizyolojik bir mekanizma olmadığı ayrıca kontrolsüz 

gerçekleĢtiği kabul görmektedir. Fakat nekrotik ölümde anahtar düzenleyiciler olan 

Reseptör EtkileĢim Protein (RIP; receptor interacting protein) kinazlar ve PARP‟ın keĢfi 

ile programlı nekrozis terimi kabul görmeye baĢlamıĢtır. Programlı nekrozisin 

potansiyel sinyal bileĢenleri olarak RIP kinazlar, poli (ADP-riboz) polimeraz-1 

(PARP1), kalpainler ve NADPH oxidazlar tanımlanmıĢtır. Hücre bu yol ile ölüme 

gittiğinde hücrenin zar bütünlüğü bozularak hücre içeriği dıĢarıya yayılır. KomĢu 

hücreler bu durumdan zarar görerek dokuda güçlü bir inflamatuvar cevap oluĢur 

(Golstein ve Kroemer 2007, Galluzzi ve Kroemer 2008, Ouyang ve ark. 2012). 

 2.3.8. Apoptoz ve nekroz arasındaki farklar 
 

Apoptoz ve nekroz arasındaki farklar maddeler halinde aĢağıda (ġekil 2.6.) 

verilmektedir.  

 Apoptoziste hücreler tek tek etkilenirken, nekrozda ise genellikle bileĢik 

hücre gruplarının etkilendiği gözlenir (Holdenrieder ve Stieber 2004).  

 Apoptozis fizyolojik ve fizyolojik olmayan uyaranlar ile baĢlarken, 

nekrozun ise fizyolojik olmayan uyaranlar ile baĢladığı bilinmektedir 

(Wyllie 1980, Lu ve ark. 2000).  
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 Apoptozis sonucu ölen bir hücrenin kromatini çekirdek zarının etrafında 

toplanır ve kromatin kondensasyonu gözlenirken, nekrozla ölen hücrenin 

kromatin yapısı normal hücrelerdeki kromatin yapısı ile hemen hemen 

benzerdir (Ulukaya 2010).  

 Apoptozis sonucunda hücre apoptotik cisimciklere ayrılır ancak 

membran bütünlüğü asla bozulmaz. Nekrozda ise membran bütünlüğü 

bozulur. Bundan dolayı nekrozda inflamatuar cevap gözlenirken, 

apoptozisde ise inflamatuar bir cevap gözlenmez (Spencer ve ark. 1996, 

Cummings ve ark. 1997, Yılmaz 2005). 

 Hücreler, hücre içi ATP seviyesine göre nekroz veya apoptoz sonucu 

ölürler. Ciddi olarak zarar görmüĢ hücrelerde, apoptozis için ihtiyaç 

duyulan enerji sağlanamadığı için hücre nekroz ile ölür (Chandra ve ark. 

2000).  

 Nekrozda hücrenin içine çok fazla sıvı girmesi neticesinde mitokondride 

ve sitoplazmada ĢiĢme gözlenirken, apoptozisde ise bu olayın tam tersi 

yaĢanır ve apoptotik hücrede büzülme ile nükleus yoğunlaĢması görülür 

(Ulukaya 2003).  

 Apoptozise uğrayan hücreler çevreye kemotaksik madde yaymazlar. 

Makrofajlar veya epitel hücreleri aracılığı ile fagosite edilirler. Ancak 

nekroza uğrayan hücreler çevreye kemotaksik madde yayarlar ve bu 

maddeler aracılığı ile nekroz hücreler makrofajlar tarafından fagositoza 

uğrarlar (Wyllie 1980, Lu ve ark. 2000).  

 Nekroz sırasında hücrenin DNA'sının rastgele sindirimi mevcuttur. 

Ancak apoptozisde DNA‟nın, intranükleozomal bölgelerinden 180-200 

baz çifti ya da bunun katları boyutunda DNA parçaları oluĢturacak 

Ģekilde parçalanması söz konusudur.  Agaroz jel elektroforezinde 

apoptozis icin karakteristik olan “ladder pattern” denen merdiven 

Ģeklinde kırılmalar gözlenir (Wyllie 1980, Ulukaya 2003). 
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 Apoptotik hücrede nekrozdan ayrı olarak normalde plazma zarının iç 

yüzünde bulunan fosfotidilserin zarın dıĢ yüzüne doğru transloke olur. 

Zar da meydana gelen bu değiĢiklik sayesinde apoptotik hücre 

makrofajlar ve komĢu hücreler tarafından tanınır ve fagosite edilmesi 

sağlanır (Ulukaya 2003).  

 

 
  

ġekil 2.6. Apoptoz ve Nekrozun Ģematik karĢılaĢtırılması (Anonim 2016). 

2.4. Flavonoidler 

 

Flavonoidler, polifenolik moleküllerin bir sınıfıdır ve hemen hemen her bitkide 

(yaprak, tohum, meyve, dal ve çiçek) bulunan pigment bileĢikleridir (ġekil 2.7.). 

Flavonoidler hücrede farklı birçok iĢlevde bulunmaktadır. Bu iĢlevler arasında 

fizyolojik düzenleyici, kimyasal haberci ve hücre döngüsünün inhibitörleri olarak 

görev alabilmeleri sayılabilir. Flavonoidlerin güçlü antioksidan etkisi dıĢında 

yaĢlanma, kanser, ateroskleroz, nörodejeneratif hastalıklar (alzheimer, parkinson), 

iskemik yaralanma, kardiyovasküler düzensizlikler ve inflamasyon gibi hastalıklarla 

bağlantılı oldukları belirlenmiĢtir (Sghaiera ve ark. 2011). Flavonoller, flavanonlar, 

flavonlar, kateĢinler, antosiyanidinler, isoflavonlar dihidroflavonoller ve kalkon'ları 

bulunduran ana flavonoid grubunda 4.000'den fazla farklı flavonoid tanımlanmıĢtır. 
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Besleyici bir özelliği bulunmayan bileĢikler olmaları nedeniyle vitaminlere 

benzetilirler (Cook ve Samman 1996). Kanserin önlenmesinde flavonoidler açısından 

zengin olan turunçgiller gibi doğal besinler ile beslenmenin önemli bir rolü 

olabileceği ileri sürülmektedir (Meiyanto ve ark. 2012). 

        

                       ġekil 2.7. Flavonoid yapısı (TaĢkın 2016). 

2.5. Kalkonlar 

 

Bitkilerde izo-flavonoid ve flavonoid biyosentezinde yer alan bir ara bileĢik olan 

kalkonlar, α, β-doymamıĢ karbonil ara zinciri ile bağlı iki aromatik halkadan meydana 

gelen 1, 3-difenil-2-propen-1-on yapısı anlamına gelmektedir (ġekil 2.8.), (Rybka ve 

ark. 2014). Sentetik ve doğal olarak oluĢturulabilen kalkonlar geniĢ biyolojik aktiviteye 

sahip bileĢiklerdir (Lunardi ve ark 2003). Yapılan çalıĢmalar kalkonların antioksidan, 

sitotoksik, antikanser, analjezik, antienflamatuvar, antimalarial, antianjinal, antialerjik, 

antihepatotoksik, antimikrobial ve antipretik etkilere sahip olduğunu göstermiĢtir (Kim 

ve ark. 2008, Mohamed ve ark. 2012). Kalkonların antikanser özellik göstermelerinin 

nedeninin ise tubüline bağlanmaları ve mikrotübül polimerizasyonunu engellemelerine 

bağlı olarak ortaya çıktığı düĢünülmektedir (Hijova 2006). 

 

 
                   

 ġekil 2.8. Kalkon yapısı (TaĢkın 2016). 
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2.6. Benzofuranlar 

 

Bir furan halkası ile benzen çekirdeğinin birleĢmesinden meydana gelen 

benzofuranların bir diğer ismi „kumaron‟dur (ġekil 2.9.). Benzofuranlar birçok 

uygulama alanına sahip olan bisiklik halkalı yapılardır (Kamal ve ark. 2011). 

Farmakolojik, toksik ve psikolojik özelliklere sahip olan benzofuran türevlerinin birçok 

doğal üründe var olduğu bilinirken, bu bileĢiklerden kimyasal tarım ilaçları, tıbbi ilaçlar, 

sedatifler, hipnotik, antiinflamatuar, optik parlatıcılar, antitümör ve kozmetik gibi 

birçok uygulama alanında faydalanılmaktadır (Kumar ve ark. 2006, Kamal ve ark. 

2011). Benzofuran türevleri sentetik ilaç ve kozmetik alanında geniĢ bir kullanıma 

sahipken, birçok doğal benzofuran farmakolojik, toksik ve fizyolojik özelliklere sahiptir 

(Bogdal ve Warzala 2000). Benzofuranların dikkat çeken en önemli özelliklerinden bir 

tanesi de anti kanser aktivite göstermesidir (Khan ve ark. 2005). 

 

  
 

  ġekil 2.9. Benzofuran halkası (TaĢkın 2016). 

 

2.7. Pirazolinler 

 

Pirazolin, komĢu iki azot atomu ile bir endosiklik çift bağ içeren beĢ üyeli heterosiklik 

bir halka olan bileĢiklerdir (Shaaban ve ark. 2012). Pirazolinler sahip oldukları 

endosiklik bağ sebebi ile siklik hidrazinler olarak düĢünülmektedirler (Alex ve Kumar 

2014). Doğada yaygın olarak bulunan pirazolinler vitaminlerin, pigmentlerin, 

alkaloitlerin, hayvan ve bitki hücre bileĢenlerinin yapısında yer almaktadırlar (Yusuf ve 

Jain 2014). Pirazolin türevlerinin antikanser, antimikobakteriyel, antimikrobiyal, 

antiamoebik, anti-inflamatuvar, antifungal, analjezik, antidepresan gibi çeĢitli biyolojik 

aktiviteler gösterdiği raporlanmıĢtır (Kumar ve ark. 2009). 
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Tez çalıĢmamızda kullanılan benzofuran sübstitüe kalkon türevleri CoĢkun ve ark. 

(2011) tarafından sentezleri ve karakterizasyonları gerçekleĢtirilmiĢ olup 2008 

senesinde 3-(Substitue Aryl)-1-(benzofuran-2- yl)-2-propenonlar ile 2-

hydroxybenzaldehid (Kompleks 1) (CoĢkun ve Ahmedzade 2008) ve 2011 yılında 3-

(Substitue Aryl)-1-(benzofuran-2- yl)-2-propenonlar ile 2-pirazolin (Kompleks 2) 

yayınlanmıĢtır (CoĢkun ve ark. 2011). Komplekslerin moleküler yapıları ġekil 2.10.‟da 

görülmektedir. 

                                                                                  

          
 

 

 

ġekil 2.10. Tezde kullanılan komplekslerin kimyasal yapıları A) Kompleks 1 ve B) 

Kompleks 2 (CoĢkun ve Ahmedzade 2008, CoĢkun ve ark. 2011). 

 

2.8. Hücre Canlılığı ve Sitotoksisite  

 

Çok hücreli organizmalara ait hücrelerin, laboratuvar koĢullarında özel tasarlanmıĢ 

kaplarda besin, ısı ve nem gibi ortam koĢullarının kontrol altında tutularak 

kontaminasyondan arındırılmıĢ Ģekilde büyütülmesi olayına hücre kültürü ismi 

verilmektedir (Zucco ve ark. 1998). Hücre kültürü; ilaç geliĢtirilmesi, kanser, aĢı 

çalıĢmaları, in vitro sitotoksisite çalıĢmaları alanlarında çok sık tercih edilen bir 

yöntemdir (Gilbert ve Boutros, 2016). Bir maddenin sitotoksik etkiye sahip olup 

olmadığının belirlenmesi amacıyla yapılan sitotoksisite araĢtırmaları, terim anlamı 

olarak hücre ölümüne neden olan anlamına gelmektedir. Sitotoksisite çalıĢmaları, 

uygulama kolaylığı, in vivo çalıĢmalardan elde edilen verilerle uyum göstermesinden 

dolayı hayvan deneylerine bir alternatif olarak doğmuĢtur (Riss ve Moravec, 2004). 

Sitotoksisite çalıĢmalarının önemli bir basamağı deneysel olarak biyolojik, kimyasal ve 

fiziksel faktörlere maruz bırakılan hücrelerin canlılıklarının belirlenmesidir (Niles ve 

A B 
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ark. 2007). Hücre canlılığının saptanabilmesi için çok sayıda farklı test mevcuttur. 

Uygulanan sitotoksisite çalıĢmasının tipi ne olursa olsun, çalıĢma sonunda canlı ve ölü 

hücre miktarının belirlenmesi oldukça önemlidir (Riss ve ark. 2006). Sitotoksisite 

testleri genellikle lüminesans ve kolorimetrik olan enzimatik yöntemlerdir (Crouch ve 

ark. 1993, Fan ve Wood 2007, Longo-Sorbello ve ark. 2006). İn vitro testlerin 

avantajları yanında dezavantajları da mevuttur. 

 

Avantajları: Moleküler düzeyde çalıĢma fırsatı sunmasının yanı sıra hücrelerde 

meydana gelen değiĢimler kantitatif ve kalitatif olarak saptanabilir. Hücrenin içinde 

bulunduğu mevcut ortam koĢulları değiĢtirilerek, hücrelerde meydana gelen 

değiĢiklikler gözlenebilir. Kullanılan hücre tipine göre hücrenin büyüme ve 

proliferasyon için ihtiyaç duyduğu koĢullar daha kolay ve daha hızlı bir Ģekilde 

belirlenir. Farklı hücre tiplerinde test edilen farklı kimyasal maddeler ile meydana 

gelebilecek toksik etkiler daha kısa zamanda ve daha az bir maliyet harcanarak 

incelenebilmektedir. 

 

Dezavantajları: Türler arası farklılıklardan dolayı, birtakım hayvan hücre kültürleri ile 

insan hücreleri benzer cevaplar vermeyebilir. Ġnsan hepatositleri gibi kimi kültürlerin 

bulunmasının zor olmasının yanı sıra maliyeti de yüksek olabilmektedir. Bazı hücre 

çeĢitleri klonal büyüme göstermedikleri için kültür ortamlarında kısa bir sürede 

canlılıklarını kaybedebilirler. Bu hücre kültürlerinin kronik toksisite çalıĢmalarında 

kullanılmaları olanaksızlaĢır. Bazı hücreler yavaĢ çoğalmasının yanı sıra kısa bir sürede 

fenotipik değiĢiklikler gösterebilirler. Tek bir test yöntemi için tek bir hücre 

kullanılması, in vitro testlerin in vivo test sonuçlarını doğru bir Ģekilde yansıtmasını 

zorlaĢtırır. 

 

Hücre kültüründe canlılığın tayin edilmesinde baĢvurulan sitotoksisite testlerinde, 

membranları bozulan hücrelerin içerisine alınan naftalin siyahı, tripan mavisi veya 

eritrosin gibi boya ve zar bütünlüğü bozulmamıĢ sağlam hücrelerin içerisine alınan 

diasetil florasan, nötral kırmızı gibi boyalar kullanılarak morfolojik olarak 

görüntülenebilir (Tuncer ve Demirci 2011, Niles ve ark. 2007). 
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2.9. Tez ÇalıĢmasında Kullanılan Hücre Soyları 

A549 Hücre Soyu: ilk kez 1972 yılında Giard ve ark. tarafından elde edilen bu hücre 

soyu, adenokarsinomik insan alveolar bazal epitelyal hücreleri olup, p53 pozitif 

epitelyal karakterli hücrelerdir. Kanserli akciğer doku kültürü Kafkasyalı 58 yaĢında 

olan bir erkek bireyden alınmıĢtır (Giard ve ark. 1973). A549 hücreleri tek tabakalı, 

yapıĢkan ve kültür flasklarında çoğaltılabilmektedir (O‟Brien ve ark. 1987). A549 

hücreleri elektrolitlerin ve suyun akciğer alveollerinden geçmesine izin vermektedir. 

Yüksek seviyede lesitin ve doymuĢ yağ asidi sentezlemesinden dolayı, zar 

fosfolipidlerinin korunmasını sağlamaktadır. Böylece hücre direnç kazanmaktadır. 

(Giard ve ark. 1973). 

H1299 Hücre soyu: Lenf düğümünden türetilen insan küçük hücreli dıĢı bir akciğer 

karsinomu hücre dizisi olan H1299 hücre soyu araĢtırmalarında çok sıklıkla 

kullanılırken, bu hücre soyu NCI-H1299 veya CRL-5803 olarak da bilinir. H1299 hücre 

soyu p53 geni bulundurmamaları sebebiyle A549 kanser hücrelerinden farklılık gösterir 

(Anonim 1996, Anonim 2009). A549 ve H1299 akciğer hücre soyları Ģekil 2.11.‟de 

verilmiĢtir.  

                                                

ġekil 2.11. Deneyde kullanılan A549 ve H1299 akciğer kanseri hücre soylarının faz 

kontrast görüntüleri (Anonim 2019).  
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3.  MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal   

3.1.1. Kimyasal maddeler 

 

-Benzofuran sübstitüe kalkon türevleri, Fırat Üniversitesi Fen Fakültesi Kimya Bölümü 

-Fetal sığır serumu (FBS), Gibco 

-Penisilin-Streptomisin Solüsyonu (10.000 U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin), 

Gibco 

-Fosfat tuz tamponu (PBS), Gibco 

-Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium (DMEM), Gibco 

-Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Gibco 

-0.05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco 

-Dimetil sülfoksit (DMSO), Sigma 

-Triton X-100, Sigma 

-Adenozin 5'-trifosfat (ATP) Chemosensitivity Assay, Dcs Innovative Diagnostic 

Systeme, Hamburg, Almanya 

-Tripan mavisi (%0,5), Biological Industries 

-Hoechst 33342 62249, Thermo Fisher Scientific, ABD 

-Tris bazı  BioShop, Kanada 

- Trikloroasetik asit , Sigma, ABD 

-Sülforodamin B , Santa Cruz, ABD 

-Asetik asit 100063, Merck, Almanya 

 

3.1.2. Sarf malzemeler 

 

-25 cm
2
 ve 75 cm

2‟
lik flask, Sunub 

-6 kuyulu plate, Sunub 

-96 kuyulu flat plate, Sunub 

-96 kuyulu beyaz pleyt 3917, Corning, ABD 

-5 ml ve 10 ml hacimlerinde enjektörler, Set inject 

-10 µl‟lik pipet uçları, Expell 

-100 µl‟lik pipet uçları, Expell 

-200 µl‟lik pipet uçları, Expell 

-1000 µl‟lik pipet uçları, Expell 
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-10 ml hacimli serolojik pipet, Sunub 

-25 ml hacimli serolojik pipet, Sunub 

-Steril tek kullanımlık filtreler (0,2 mikron çapında), Non-pyrogenic 

-Steril santrifüj tüpleri (15 ml), Sunub 

-Steril santrifüj tüpleri (50 ml), Sunub 

-Thoma lamı, Marienfeld, Almanya 

-Kriyovial, Sarstedt, Almanya 

-2 ml‟lik cam pastör pipetler, ISOLAB, Almanya 

3.1.3. Cihazlar 

 

-Spektrofotometre EL800UV, BioTeK, USA 

-Saf su cihazı Direct-Q® 3 UV, Merck, Almanya 

-Hassas terazi, SHIMADZU AUW220D 

-Luminometre (FL×800 Mikroplate Floresans Okuyucu) 

-CO2 inkübatörü, Panasonic, Japonya 

-Buharlı sterilizatör (Otoklav), Nüve OT4060, Türkiye 

-Steril kabin, ESCO, Singapur 

-Multipipet cihazı, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya 

-Inverted mikroskop, EUROMEX, Hollanda 

-Aspiratör, Rocker 300, Tayvan 

-Kuru hava sterilizatörü, Elektro-mag M 420, Türkiye 

-Santrifüj, NF 800R, Türkiye 

-10 µl, 100 µl ve 1000 µl‟lik pipet seti, Orange Scientific 

-0,5-5 ml pipet, Brand 

-10 ml pipet, Eppendorf 

-5-50 µl Transferpipet, Thermo Scientific 

-Pipet boy, ISO fill 

-20-200 µl Transferpipet, Brand, Almanya 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Benzofuran sübstitüe kalkon türevlerinin (Kompleks 1 ve Kompleks 2 

bileĢikleri) hazırlanması 

 

Benzofuran sübstitüe kalkon türevleri olan Kompleks 1 ve Kompleks 2 kimyasallarının 

stok çözeltileri 25 mM olacak Ģekilde DMSO ile çözülmeleri sağlandı. Daha sonra 

çözünmüĢ benzofuran sübstitüe kalkon türevleri 0,5 ml‟lik tüplere 25‟er μl olmak üzere 

alikotlanarak -20 
o
C‟de muhafaza edildi. Gerekli seyreltmeler besiyeri ile yapılmıĢtır. 

3.3. Hücre Kültürü 

 

A549 ve H1299 insan akciğer kanseri hücre soyları kriyovialler içerisinde -80°C‟de ki 

dolaplarda muhafaza edildi.  

3.3.1. Hücre soylarının stoktan çıkartılması 

 

A549 ve H1299 hücre soylarını prolifere edebilmek amacı ile -80 
o
C de saklanan 

kriyovialler içerisinde ki hücre soyları sıcak su banyosunda hızlı bir Ģekilde çözüldü. 

A549 ve H1299 hücre süspansiyonları %1 penisilin-streptomisin, %10 FBS ve %1 L-

glutamin içeren 5 ml RPMI (“Roswell Park Memorial Institute Medium‟‟) besiyeri 

içerisine alındıktan sonra, falkon tüp içerisinde 800 rpm‟de 5 dk boyunca santrifüj 

edildikten sonra supernatant kısmı aspire edildi. Daha sonra hücre peleti üzerine 1 ml 

besiyeri eklenerek hücrelerin süspansiyon haline gelmesi sağlandı. Hücre süspansiyonu, 

4 ml besiyeri içeren 25 cm
2
‟lik

 
flasklara alınarak %5 CO2 içeren, 37 

o
C‟lik ortamda 

inkübe edildi. 

3.3.2. Hücre soylarının pasajlanması 

 

Deneylerde kullanılan hücre soyları, flask yüzeyini %80-90 oranında kapladıklarında 

yani konfulent olduklarında flask içerisinde bulunan besiyeri aspire edildi. Hücrelerin 

iyice serumdan arındırılması için, 25 cm
2

‟lik flask içerisine 2 ml 1X Fosfat Tuz Tampon 

Çözeltisi (PBS) (Gibco) ilave edilerek hücre yüzeylerinin nazikçe yıkanması sağlandı ve 

PBS ortamdan aspire edildi. Aspirasyon iĢleminden sonra flask yüzeyine yapıĢmıĢ olan 

hücrelerin yüzeyden uzaklaĢtırılması için 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) 

solüsyonu kullanıldı. Hücreler daha sonra 37 
o
C ve %5 CO2‟li özel Ģartlarda 4-5 dk 
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inkübasyona bırakıldı. Mikroskop ile hücrelerin flask yüzeyinden ayrılıp ayrılmadığı 

kontrol edildi. Hücrelerin tamamı yüzeyden ayrıldıktan sonra, tripsin oranının inhibe 

edilebilmesi amacıyla en az iki katı kadar besiyeri eklendi. Hücreleri yüzeyden 

ayırdıktan sonra hücre membranlarının Tripsin-EDTA‟dan zarar görmelerinin önüne 

geçilmiĢ oldu. 

 

Flask içerisindeki hücre süspansiyonu, içerisinde besiyeri bulunan (falkondaki toplam 

hacim tripsinin 10 katı olmalı) 15 ml‟lik falkon tüp içerisine alınarak 800 rpm‟de 5 dk 

santrifüj edildi ve daha sonra süpernatant aspire edildi. Hücre peleti 1 ml hücre 

besiyerinde çözündükten sonra 9 ml besiyeri eklendi ve 10 ml‟lik hücre süspansiyonu 

75 cm
2
‟lik flasklara alınarak 37 

o
C‟de, %5 CO2 içeren ortamda inkübasyona bırakıldı. 

Hücre pasajlama yöntemiyle hücreler istenilen sayıya ulaĢana kadar, hücrelerin 

proliferasyonu sağlandı. 

3.3.3. Hücre soylarının stoklanması 

 

Deneyde kullanılan hücreler flask yüzeyini kapladığında flask içerisindeki besiyeri 

aspirasyon iĢlemi ile ortamdan uzaklaĢtırıldı. Hücreler 1X PBS ile hafifçe yıkandıktan 

sonra PBS aspire edilerek ortamdan uzaklaĢtırıldı. Hücrelerin flask yüzeyinden 

ayrılmaları için %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) ilave edildi. Hücreler 37 
o
C ve %5 CO2‟li 

ortamda 5 dk boyunca inkübasyona bırakıldı. Mikroskop altında kontrol edilen flaskta 

hücrelerin yüzeyden ayrıldığı gözlenince, flaska tripsin oranını inhibe edilebilmesi 

amacı ile yaklaĢık iki katı besiyeri eklendi. Flask içerisindeki hücre süspansiyonu, 

besiyeri içeren 15 ml‟lik falkon tüp içerisine alındı. Ardından falkon tüp 800 rpm‟de 5 

dk boyunca santrifüj edildikten sonra süpernatant kısmı aspire edildi. Pelet üzerine her 

kriyovial için karanlık ortamda 1,5 ml dondurucu medium (5 ml DMSO + 5 ml FBS + 

40 ml DMEM) eklenerek hücre süspansiyonu kriyovialler içerisine alınarak -80 
o
C‟e 

kaldırıldı. 

3.3.4. Kullanılan besiyerinin hazırlanması 

 

A549 ve H1299 akciğer hücre soyları için kullanılan besiyeri ortamı için %10 Fetal 

Bovine Serum (Hyclone USA), %1 Penisilin-Streptomisin Solüsyonu (10.000 U/ml 

penisilin, 10 mg/ml streptomisin, Gibco) ve %1 L-glutamin (Gibco) içeren RPMI 1640 

(Hyclone USA) besiyeri solüsyonu kullanıldı. 
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3.3.5. Hemositometre ile hücrelerin sayımı 

 

Hücre sayımı için, tripsinizasyon iĢleminden sonra elde edilen hücre süspansiyonundan 

10 μl 0,5 ml‟lik tüpe alınarak üzerine eĢit miktarda %0,5 tripan mavisi (Biological 

Industries) eklenerek boya ile hücre süspansiyonunun iyice karıĢması sağlandı. 

Hemositometre distile su ile iyice temizlendi.  KarıĢımdan 10 μl thoma lamına alınarak 

mikroskopta beĢ alanda hücre sayımı gerçekleĢtirildi. Bulunan sayı sulandırma katsayısı 

ile çarpılarak 1 ml besiyeri içerisindeki hücre sayısı hesaplandı. 

3.4. SRB (Sulforhodamine B) Canlılık Metodu  

 

Sulforhodamine B metodu, triklorik asetik asit (TCA) ile fikse edilmiĢ aminoasitlere 

SRB boyasının (ġekil 3.1.) zayıf asidik ortam Ģartlarında bağlandıktan sonra zayıf bazik 

koĢullarda ayrıĢması ile meydana gelen pembe rengin absorbansının 560 ve 580 nm‟de 

ölçülmesine dayanan kolorimetrik bir hücre canlılık tayin testidir (Houghton ve ark. 

2007).  

 

Bu yöntem, Amerika‟da referans merkez olarak kabul edilen Ulusal Kanser 

Enstitüsünün (“National Cancer Institute”, NCI) de çalıĢtığı bir metod olduğundan 

dolayı anti-kanser ilaç çalıĢmalarında sıklıkla tercih edilmektedir. 

 

                    
                    

ġekil 3.1. Sulforhodamine B‟nin kimyasal yapısı (Polat ve ark. 2011). 

 

SRB testi için, Kompleks 1 ve Kompleks 2, 1,56-100 µM konsantrasyonlarındaki doz 

aralıkların da 3 tekrarlı ve 100 µl olacak Ģekilde 96 kuyulu hücre kültür kaplarına 
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uygulandı. A549, H1299 ve BEAS-2B hücreleri sayılarak 100 µl besiyeri içerisinde 

5×10
3
 h/kuyu olacak Ģekilde kuyulara eklendi. Daha sonra hücreler, 24, 48 ve 72 saat 37 

0
C, %5 CO2‟li ortamda inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon süresi sonunda, 96-kuyulu 

pleytin her bir kuyusuna (son hacim 200 μl iken) 50 μl %50‟lik TCA (w/v) eklendi ve 

+4
0
 C‟de 1 saat fikse (sabitlenme) edildi. Sonrasında, 96-kuyulu pleyt 5 kez distile su ile 

yıkandı ve pleytin kuruması beklendi. Pleyt kuruduktan sonra her bir kuyuya 50 μl SRB 

(%1 asetik asit v/v içerisinde %0,4 olacak Ģekilde hazırlandı) boyası eklendi ve yarım 

saat inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonunda 96 kuyulu pleyt 5 kez %1 asetik asitle 

(v/v) ile yıkandı. Hücrelere bağlanan boyayı çözmek amacıyla 96-kuyulu pleytin her bir 

kuyusuna 100 μl, 10 mM Tris Bazı ilave edildi ve 564 nm‟de absorbans okuması 

yapıldı. 

3.5. ATP (adenozin trifosfat) Canlılık Metodu 

 

ATP (Adenozin trifosfat) biyolojik sistemlerde enerji kaynağı olarak iĢlev yapan bir 

moleküdür. Metabolik olarak bütün canlı hücrelerde bulunur (Crouch ve ark. 1993). 

Hücre ölümünün gerçekleĢmesinden itibaren, hücre ATP sentez kabiliyetini kaybeder ve 

endojen ATPazlar var olan ATP‟yi hızlı bir biçimde yıkıma uğratırlar. Bundan dolayı 

intrasellüler ATP içeriği, hücre canlılığının ana göstergesi olarak belirtilmiĢ ve canlılık 

belirleme yöntemleri arasında kendisine yer bulmuĢtur. ATP biyolüminesans metodu, 

multipleytlerde yapılan canlılık testleri arasında en hassas, hızlı ve güvenilir yöntem 

olarak bilinmektedir (Lomakina ve ark. 2015, Riss ve ark. 2006). ATP biyolüminesans 

metodu prensip olarak, ateĢ böceklerinde görülen biyolüminesans tepkimesinin taklit 

edilmesine dayanır. Lusiferaz ile lusiferaz enziminin substratı olan lusiferin, bu metotta 

belirteç olarak kullanılır ve hücrelerde bulunan ATP vasıtasıyla lüminesans oluĢumu 

elde edilir (Fan ve Wood 2007, Riss ve Moravec 2006). Monomerik bir enzim olan 

lusiferaz 61 kDa ağırlığındadır. Lusiferin ve ATP‟yi birbirine bağlayan lusiferaz enzimi, 

lusiferil-AMP ara ürününün meydana gelmesini sağlar. Mg
+2 

iyonları varlığında 

lusiferil-AMP ara ürünü, oksijen ile tepkimeye girer ve oksitlenirek eksite enerji 

seviyesinde ki oksilusiferin bileĢiğine dönüĢür (ġekil 3.2.). Oksilusiferin ise kararlı 

enerji düzeyine ulaĢtığında fazla olan enerjisini foton olarak saçarak sarı ve yeĢil renkte 

ıĢık meydana getirir. Bu ıĢık 560 nm dalga boyunda maksimum seviyede absorbans 

gösterir (Fan ve Wood 2007, Lomakina ve ark. 2015). 
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ġekil 3.2. ATP ve Mg
+2 

iyonları varlığında lüsiferin substratı ile lüsiferaz enziminin 

oksilüsiferine katalizlenerek luminesans sinyal (ıĢık) oluĢturması (Anonim 2013). 

 

ATP testi için, Kompleks 1 ve Kompleks 2, 1,56-100 µM konsantrasyonlarında 3 

tekrarlı ve 100 µl olacak Ģekilde 96 kuyulu hücre kültür kaplarına uygulandı. A549 ve 

H1299 hücreleri sayılarak 100 µl besiyeri içerisinde 5×10
3
 hücre olacak Ģekilde 

kuyulara ilave edildi. Hücreler daha sonra, 48 ve 72 saat 37 
0
C, %5 CO2‟li ortamda 

inkübasyona bırakıldı. Negatif kontrol (maksimum canlılık, tedavi edilmemiĢ hücre 

kontrolü) için 200 μl besiyeri içerisine 5×10
3
 hücre ekildi. Ġnkübasyonun ardından her 

kuyudan 150 μl atılarak kuyulara 50 μl “5X hücre lizis tamponu” eklendi ve hücre 

içerisindeki ATP‟nin hücre dıĢına çıkması sağlandı. Oda sıcaklığında 20 dakikalık 

bekleme süresi sonunda, kuyu içerisindeki karıĢımdan 50 μl alınarak, beyaz renkli 96-

kuyulu pleytlere aktarıldı. Aktarılan hacmin üzerine, 50 μl lusiferin-lusiferaz karıĢımı 

pipetlendi. Ardından luminometre cihazında biyoluminesans ölçümü yapıldı. Bu Ģekilde 

benzofuran sübstitüe kalkon türevleri ile muamele edilen ile edilmeyen hücrelerin 

değerleri baz alınarak sitotoksik/sitostatik etkileri hakkında bilgi edinildi.  

% Canlılık aĢağıdaki formüle göre hesaplandı: 

 

 (%) Canlılık hesabı = [100 × (BileĢik ile tedavi edilen hücre absorbansı – kör 

ortalama)/ (Kontrol hücre absorbansı – kör ortalama)] olarak hesaplanmaktadır.   
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3.6. Hoechst 33342, Propidiyum Ġyodür (PI) ile Ġkili Boyama Yöntemi 

 

DNA‟ya bağlanabilme yeteneğine sahip olan floresan boyalar sayesinde hücrenin 

kromatini dolayısı ile çekirdeği (nükleusu) görünür hale gelir. DNA'ya bağlanabilen 

Hoechst 33342, hücre membranından nüfuz edebilen bir boyadır. Canlı veya ölü 

(apoptotik/ nekrotik) hücrelerin nükeuslarını boyamak amacıyla kullanılır. Hoechst 

boyama metodu, kimyasal ajanlarla muamele edilmiĢ hücrelerin ölüm Ģekilleri hakkında 

nükleus morfolojisine bakılarak fikir sahibi olunmasına olanak sunmaktadır. Apoptotik 

hücrelerde; nükleusun normal hücrelere nazaran daha küçük olması beklenirken, 

nekrotik hücrelerde ise nükleusun normal hücrelere oranla daha büyük olması ayrıca 

daha az boya alması beklenir. PI yalnızca hasarlı hücre zarlarından geçebilen, geç 

apoptotik/sekonder nekrotik ya da primer nekrotik olan bütün ölü hücreleri boyayabilme 

özelliğine sahip bir floresan nükleik asit boyasıdır. Primer nekrozis (hücre hacminin 

artması ancak fragmente veya piknotik çekirdeklerin gözlenmemesi) toksik koĢullar 

(hipertermi, iskemi, hipoksi gibi) altında meydana gelen klasik bir ölüm Ģekliyken, 

sekonder nekrozis ise apoptozisin geç safhasıdır ve piknotik nükleus ile karakterizedir. 

Apoptozise giden hücrelerin hücre kültürü ortamında membranları sağlam (erken 

apoptoziste) olmasına karĢın daha sonra ki dönemlerde geç apoptozis/sekonder nekrozis 

geliĢmesiyle hücrelerin membran bütünlükleri bozulmaktadır. Sekonder nekroz 

meydana gelene kadar hücreler PI gibi non-vital boyalar ile boyanacak olurlarsa 

apoptozis baĢlamıĢ olsa bile membran intakt olduğu için bu boyalarla boyanamazlar. 

Yani Hoechst pozitif ve PI negatif boyanmaktadır. Sekonder nekroz meydana geldikten 

sonra ise hücreler membran bütünlüklerini kaybederler ve non-vital boyalar ile 

boyanmaya baĢlarlar, dolayısıyla da PI pozitif ve Hoechst pozitif boyanmaktadırlar 

(Ulukaya ve ark. 2011). 

Ġkili boyama metodu için; A549 ve H1299 hücre soyları sayılarak 96 kuyulu hücre 

kültür kaplarında 100 µl içerisinde 5×10
3
 hücre olacak Ģekilde (3 tekrarlı) ekim yapıldı 

ve 1,56-100 µM benzofuran sübstitüe kalkon türevleri 100 µl içerisinde olacak Ģekilde 

kuyulara ilave edildi. Negatif kontrol (kör) kuyularına 100 µl taze besiyeri eklendi. 

Hücreler daha sonra 48 ve 72 saat boyunca 37 °C‟de %5 CO2‟li ortamda inkübasyona 

bırakıldı. Benzofuran sübstitüe kalkon türevlerinin uygulanmasını takiben, kuyulardan 

besiyeri uzaklaĢtırıldı ve hücrelerin üzerine PBS içerisinde konsantrasyonları 1 mg/ml 

PI, 5 mg/ml Hoechst 33342 olacak Ģekilde hazırlanan ikili boyama çözeltisinden 30μl 
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pipetlenerek, karanlıkta 20 dakika boyunca 37 °C‟de inkübasyona bırakıldı. Süreç 

sonunda bileĢiklerin hücrelerde neden olduğu ölüm Ģekli floresan mikroskop altında 

incelenerek değerlendirilmeler de bulunuldu. 

3.7. Yara ĠyileĢmesi  

 

Yara iyileĢmesi metodu için, A549 ve H1299 akciğer hücre soyları her bir kuyucukta 

5x10
5
 hücre olacak Ģekilde 6 kuyulu pleytlere (2 tekrarlı) ekildi. Ertesi gün %90 doluluk 

oranına ulaĢan kuyularda, bir yatay ve bir dikey olacak Ģekilde 10 μl mikropipet ucu ile 

yaralar oluĢturuldu. Yara oluĢturulurken yüzeyden kalkan hücreler, 1X PBS ile 

ortamdan uzaklaĢtırıldı. Kontrol grubuna hücre soylarına uyumlu olarak besiyerleri 1ml 

eklenirken, A549 hücreleri için Kompleksler 25 ve 50 μM dozlarında pipetlenirken 

H1299 hücreleri için 12,5 ve 25 μM dozlarında pipetlendi. Hemen ardından, yara 

oluĢturulmuĢ hücrelerin 0. saat görüntüleri invert mikroskop altında çekilerek, pleytt 

37
o
C‟de %5‟lik CO2‟li inkübatöre kaldırıldı. Yara iyileĢmesinin takibi 0, 5, 10, 15. ve 

20. saatlerde hücre görüntüleri invert mikroskop altında alınarak yapıldı. 

3.8. Ġstatistiksel Analiz 

 

ÇalıĢmamızda istatistiksel analiz sonuçlarının tümü GraphPad Prism 6 bilgisayar 

programı kullanılarak yapılmıĢtır. Yüzde (%) canlılık değerleri ise tek yönlü varyans 

analizi (ANOVA) kullanılarak hesaplanırken, en az 2 tekrarlı yapılan analizlerin 

sonuçları ortalama ve standart sapmayla birlikte verilmiĢtir. Ġstatistiksel analizde 

anlamlı veriler p<0,05, p<0,01 ve p<0,001 değerlerine göre belirlenirken, IC50 ve IC70 

değerleri ise Microsoft Excel yazılımı kullanılarak hesaplanmıĢtır. 
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4. BULGULAR 

4.1. SRB Canlılık Testi Bulguları 

 

Kompleks 1 ve Kompleks 2‟nin doz ve zamana bağlı olarak sitotoksik aktivitesini insan 

akciğer kanseri hücre soylarında (A549, H1299) ve sağlıklı insan akciğer hücre soyunda 

(BEAS-2B) belirleyebilmek amacı ile SRB canlılık testi uygulanmıĢtır. A549 ve H1299 

hücre soylarına 24, 48 ve 72 saat boyunca Kompleks 1 ve Kompleks 2 uygulanırken, 

BEAS-2B hücre soyuna ise 24 ve 48 saat süresince Kompleks 1 ve Kompleks 2 

uygulandı.  

 

BEAS-2B sağlıklı akciğer hücrelerine uygulanan Kompleks 1 ve Kompleks 2‟nin 

canlılık yüzdeleri ġekil 4.1.‟de verilmiĢtir. Kompleks 1‟in 24 saatte hücre canlılığı 

üzerine herhangi bir etkisinin olmadığı gözlenirken, 48 saatte ise sadece 50 ve 100 μM 

dozlarında (yüksek konsantrasyonlarda) istatistiksel olarak hücre canlılığında kontrole 

göre anlamlı bir azalma gözlendi (p<0,001, ġekil 4.1.). Kompleks 2 de 24 saatte 50 ve 

100 μM dozlarında hücre canlılığında azalmalar gözlenirken, 48 saate ise 25, 50 ve 100 

μM dozlarında azalma gözlenmiĢ ancak bu azalmaların %50‟nin altına düĢmediği 

belirlenmiĢtir (p<0,001, ġekil 4.1.). 
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ġekil 4.1. Benzofuran sübstitüe kalkon türevileri (Kompleks 1 ve Kompleks 2) ile 

muamele edilen BEAS-2B hücresinin 24 ve 48 saat sonrası SRB testine göre yüzde 

canlılık grafikleri. Her bir veri noktası 3 bağımsız kuyunun ortalamasını göstermektedir. 

***Aynı doz içinde hücre soyları karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlılığı 

(p<0,001) ifade etmektedir. 

 

Kompleks 1‟in A549 hücreleri üzerine etkisi değerlendirildiğinde; 24 saatte 1,56 μM ve 

üzerindeki dozlarda, 48 ve 72. saatlerinde ise 25 μM ve üzerindeki dozlardan itibaren 

istatistiksel olarak hücre canlılığında kontrole göre anlamlı bir azalmaya neden olduğu 

saptanmıĢtır (p<0,001, ġekil 4.2.). Kompleks 1‟in 24 saatte uygulanan tüm dozlarda 

hücre canlılığını %20 inhibe ettiği belirlendi. 48 saat sonrasında ise Kompleks 1‟in 
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sitotoksik aktivitesinin arttığı ve 25 μM ve üzeri dozlarda hücre canlılığını %50‟nin 

altına düĢürdüğü gözlendi. Uygulama süresi uzadığında Kompleks 1‟in 72 saat 

sonrasında çok daha etkili olduğu ve 50 ve 100 μM konsantrasyonlarında hücre 

canlılığını sırasıyla %85 ve %80 inhibe ettiği gözlendi.  

 

H1299 hücrelerinde Kompleks 1‟in 24 saatte 1,56 μM ve üzerindeki dozlarda, 48 ve 72 

saatlerinde ise 6,25 μM dozundan itibaren hücre canlılıklarında kontrole göre 

istatistiksel olarak anlamlı azalmalara sebep olduğu gözlenmiĢtir (p<0,001, ġekil 4.2.). 

Kompleks 1‟in 48 saat sonunda 25 µM dozundan itibaren hücre canlılığını %40‟ın 

altına düĢürdüğü 72 saat sonunda ise 25, 50, 100 µM dozlarında sırasıyla hücre 

canlılığını %70, %75 ve %80 inhibe ettiği gözlendi. Bu sonuçlar Kompleks 1‟in A549 

ve H1299 akciğer hücrelerinde zamana ve doza bağlı olarak hücre canlılığını azalttığını 

göstermektedir (ġekil 4.2.). 
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ġekil 4.2. Kompleks 1 ile muamele edilen A549 ve H1299 hücre soylarının 24, 48 ve 72 

saat sonrası SRB testine göre yüzde canlılık grafikleri. Her bir veri noktası 3 bağımsız 

kuyunun ortalamasını göstermektedir. ***Aynı doz içinde hücre soyları 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlılığı (p<0.001) ifade etmektedir. 
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Kompleks 2‟nin, A549 hücre soyu üzerindeki etkisi değerlendirildiğinde; 24 saatte 1,56 

μM ve üzeri dozlarında, 48 ve 72 saatlerinde ise 25 μM ve üzerindeki dozlarda 

istatistiksel olarak hücre canlılığında kontrole göre anlamlı azalmalar saptandı (p<0,001, 

ġekil 4.3.). Kompleks 2‟nin 24 saat sonunda 25 µM dozunda hücrelerin %20‟sini inhibe 

ettiği gözlendi. 48 saat sonunda 50 µM dozunda hücre canlılığını %55 azalttığı 

saptanırken 72 saat sonunda 50 ve 100 µM dozlarında sırasıyla yaklaĢık %60 ve %80 

kadarını inhibe ettiği gözlendi.  

 

H1299 hücrelerinde ise Kompleks 2‟ nin 24 saatte 25 μM ve üzerindeki dozlarda, 48 ve 

72 saatlerinde ise 12,5 μM doz ve üzerindeki dozlarda istatistiksel olarak hücre 

canlılığında kontrole oranla anlamlı azalmalar gözlendi (p<0,001, ġekil 4.3.).  

Alınan bu sonuçlara göre Kompleks 2‟ nin A549 ve H1299 akciğer hücrelerinde zamana 

ve doza bağlı olarak hücre canlılığını önemli bir Ģekilde azaltığı görülmüĢtür (ġekil 

4.3.). 
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ġekil 4.3. Kompleks 2 ile muamele edilen A549 ve H1299 hücre soylarının 24, 48 ve 72 

saat sonrası SRB testine göre yüzde canlılık grafikleri. Her bir veri noktası 3 bağımsız 

kuyunun ortalamasını göstermektedir. ***Aynı doz içinde hücre soyları 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlılığı (p<0.001) ifade etmektedir. 

 

SRB canlılık test sonuçlarına göre hesaplanan IC50 ve IC70 (IC50: Hücrelerin %50‟sini 

öldüren doz, IC70: Hücrelerin %70‟ini öldüren doz) değerleri sitotoksik verilerin 

değerlendirilmesinde önemli olan parametrelerdendir. IC50 değeri kontrol hücrelerine 

kıyasla kompleksler ile hücrelerin %50‟sini öldüren konsantrasyonken, IC70 ise kontrol 

hücrelerine kıyasla kompleksler ile hücrelerin %70‟sini öldüren konsantrasyon 

değerlerini hesaplamak için kullanıldı. 
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Konsantrasyon ve zamana bağlı olarak Kompleks 1 ve 2‟nin, akciğer (A549, H1299 ve 

BEAS-2B) hücre soylarında ki etkisi hesaplanan IC50 ve IC70 değerleri Çizelge 4.1‟de 

verilmiĢtir. 

 

IC50 değerleri incelendiğinde, en düĢük IC50 değeri Kompleks 1 için H1299 hücrelerinde 

gözlenmiĢtir. H1299 için IC50 değerleri 24, 48 ve 72 saat için sırası ile 84,04 μM, 21,11 

μM ve 14,45 μM olarak gözlenirken aynı zaman sürelerinde A549 için bu değerler 

86,52 μM, 27,66 μM ve 17,07 μM olarak hesaplanmıĢtır (Çizelge 4.1.). 

 

Kompleks 2‟in IC50 değerleri incelendiğinde ise en düĢük IC50 değeri 24 saat için A549 

hücre soyunda 83,44 μM olarak gözlenirken aynı sürede H1299 için bu değer 87,01 μM 

olarak hesaplanmıĢtır. Ancak 48 ve 72 saatler de ise H199 hücreleri üzerinde daha 

etlikili olduğu gözlenmiĢtir. 48 ve 72 saat için IC50 değerleri H1299 hücreleri için 21,87 

ve 15,26 μM olarak saptanırken, aynı sürelerde A549 hücreleri için bu değerler 43,23 ve 

23,44 μM olarak hesaplandı (Çizelge 4.1.). IC70 değerleri incelendiğinde, Kompleks 1 

için (A549)  24, 48 ve 72 saat için sırası ile 40,20 μM,  17,05 μM ve 10,83 μM olarak 

gözlenirken aynı zaman sürelerinde H1299 için bu değerler 49,5 μM, 12,81 μM ve 

10,09 μM olarak hesaplanmıĢtır (Çizelge 4.1.). Kompleks 2 için IC70 değerleri 

incelendiğinde ise A549 hücre soyunda 48 ve 72 saat için 21,88 ve 11,23 μM olarak 

gözlenirken, aynı sürede H1299 için bu değer 12,99 ve 5,67 μM olarak hesaplanmıĢtır 

(Çizelge 4.1.).  

 

Çizelge 4.1. BEAS-2B, A549 ve H1299 hücre soylarının SRB canlılık testine göre 

hesaplanan IC50 ve IC70 değerleri. 
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4.2. ATP Canlılık Testi Bulguları 

 

Kompleks 1 ve Kompleks 2‟nin doz ve zamana bağlı olarak A549 ve H1299 hücre 

soyları üzerindeki sitotoksik etkisini belirlemek için SRB‟den farklı olarak daha hassas 

olan ATP canlılık testi de uygulandı. A549 ve H1299 hücre soylarına 48 ve 72 saat ile 

Kompleks 1 ve Kompleks 2 uygulandığında alınan sonuçlar ġekil 4.4. ve ġekil 4.5.‟ te 

verildi.  

 

Kompleks 1‟in A549 akciğer kanseri üzerine olan etkisi değerlendirildiğinde, 48 saatte 

1,56 μM ve daha üst dozlarında; 72 saatte ise 6,25 μM ve üzerindeki dozlarında 

istatistiksel olarak hücre canlılığında kontrole göre anlamlı bir azalma gözlendi 

(p<0,001, ġekil 4.4.). Kompleks 1, 48 saat sonunda 50 ve 100 µM dozlarında hücrelerin 

%50, %80; 72 saat sonunda ise %70, %85‟ini inhibe ettiği gözlendi. H1299 

hücrelerinde ise 48 ve 72 saatlerinde 6,25 μM ve üzerinde ki dozlarda hücre canlılığını 

kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde azalttığı belirlendi (p<0,001, ġekil 

4.4.). Kompleks 1, 48 saat sonunda 50 ve 100 µM dozlarında hücrelerin %50, %75; 72 

saat sonunda aynı dozlarda ise sırasıyla %70, %90‟ını inhibe ettiği gözlendi.  
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ġekil 4.4. Kompleks 1 ile 48 ve 72 saaat süreyle muamele edilen A549 ve H1299 hücre 

soylarının ATP canlılık testi sonucuna göre yüzde canlılık grafikleri. Her bir veri 

noktası 3 bağımsız deneyin ortalamasını temsil etmektedir. ***Aynı zaman periyodu 

içinde kontrole göre farklı dozlar karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlılığı 

(p<0,001) ifade etmektedir. 

 

Kompleks 2‟nin A549 akciğer kanseri üzerinde ki etkisi değerlendirildiğinde, 48 ve 72 

saatlik uygulamalar sonrasında 6,25 μM ve üzerindeki dozlarda istatistiksel olarak hücre 

canlılığında kontrole oranla anlamlı bir azalma olduğu gözlendi (p<0,001, ġekil 4.5.). 

Kompleks 2, 48 saat sonunda 50 ve 100 µM dozlarında hücrelerin yaklaĢık olarak %70, 

%25; 72 saat sonunda ise %80, %90 inhibe ettiği gözlendi.  
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H1299 hücrelerinde ise, Kompleks 2‟nin hücre canlılığını 48 saatte 6,25 μM dozlarında; 

72 saatte ise 1,56 μM ve üzerindeki dozlarda istatistiksel olarak kontrole göre anlamlı 

bir oranda hücre canlılığının inhibe olduğu saptandı (p<0,001, ġekil 4.5.). Kompleks 2, 

48 saat sonunda 50 ve 100 µM dozlarında hücrelerin yaklaĢık olarak %70, %80, 72 saat 

sonunda ise %80, %90‟ını inhibe ettiği gözlendi.  

                                       

 

ġekil 4.5. Kompleks 2 ile 48 ve 72 saaat süreyle muamele edilen A549 ve H1299 hücre 

soylarının ATP canlılık testi sonucuna göre yüzde canlılık grafikleri. Her bir veri 

noktası 3 bağımsız deneyin ortalamasını temsil etmektedir. ***Aynı zaman periyodu 

içinde kontrole göre farklı dozlar karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlılığı 

(p<0,001) ifade etmektedir. 
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ATP canlılık testi sonuçlarına dayanarak sitotoksik verilerin değerlendirilmesinde IC50 

ve IC70 değerleri hesaplandı ve Çizelge 4.2.‟de doza ve zamana bağlı olarak Kompleks 1 

ve Kompleks 2‟nin akciğer kanseri (A549 ve H1299) hücre soyları üzerindeki değerleri 

gösterilmiĢtir.  

 

IC50 değerleri incelendiğinde, en düĢük IC50 değeri Kompleks 1 için 48 saatte 19,33 μM 

ve 72 saatte ise 11,59 μM olarak H1299 hücre soyunda gözlenirken, A549 hücre 

soyunda ise 48 ve 72 saat sonunda bu değerler sırasıyla 19,65 μM ve 13,21 μM olarak 

hesaplandı (Çizelge 4.2.). 

 

Kompleks 2 için IC50 değerleri hesaplandığında, 48 saatte en düĢük IC50 değeri H1299 

hücre soyunda 17,60 μM iken 72 saatte ise bu değer 12,36 μM olduğu hesaplanmıĢtır. 

A549 hücre soyu için ise 48 ve 72 saat IC50 değerleri sırası ile 18,08 μM ve 14,19 μM 

olarak hesaplanmıĢtır (Çizelge 4.2.). Kompleks 1 ve Kompleks 2 ajanlarının H1299 

hücre soyu üzerinde SRB‟de olduğu gibi A549 hücre soyuna oranla daha etkili olduğu 

belirlendi. 

 

Çizelge 4.2. A549 ve H1299 hücre soylarının ATP canlılık metoduna göre hesaplanan 

IC50 ve IC70 değerleri. 
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Benzofuran sübstitüe kalkon türevleri olan Kompleks 1 ve Kompleks 2‟nin doz ve 

zamana bağlı olarak sitotoksik etkisi insan akciğer kanseri A549 ve H1299 hücre 

soylarında SRB ve ATP canlılık testleri ile belirlenmiĢ ve alınan sonuçlar birbiri ile 

örtüĢmüĢtür. Ayrıca alınan sonuçlarda ATP verileri ile hesaplanan IC50 değerlerinin 

SRB‟den daha düĢük olduğu görülmektedir.  

 

3.3. Faz/Kontrast Mikroskop ile Morfolojik Görüntü Bulguları 

  

Benzofuran sübstitüe kalkon türevleri olan Kompleks 1 ve Kompleks 2 bileĢiklerinin, 

doz (1,56-100 μM) ve zamana (48 ve 72 saat) bağlı olarak A549 ve H1299 hücreleri 

üzerinde yaptığı morfolojik değiĢiklikler faz/kontrast mikroskop görüntüleri çekilerek 

değerlendirildi. 48 saatlik (ġekil 4.6.) ve 72 saatlik veriler (ġekil 4.7.) ile elde edilen 

faz/kontrast mikroskop görüntüleri hücrelerin kullanılan komplekslerin dozuna bağlı 

olarak flask zemininden ayrıldığını göstermektedir. Bu durum ise hücrelerin öldüğüne 

iĢaret etmektedir.  

 

Kalkon türevleri olan Kompleks 1 ve Kompleks 2‟ye maruz kalan A549 ve H1299 

hücrelerinde 12,5-100 μM konsantrasyonlarında, küçülme, tomurcuklanmalar (hücresel 

blebler), hücre yuvarlaklaĢması ve apoptotik cisimciklerin oluĢumu gibi morfolojik 

değiĢimler ile birlikte hücrelerin yüzer hale gelmesi hücrelerin ölü olduğunu 

göstermektedir. Konsantrasyon arttıkça hücrelerin birbirinden ayrıldığı, morfolojilerinin 

küçüldüğü ve hücre sayılarının azaldığı gözlendi. Faz/kontrast mikroskop görüntüleri 

Kompleks 1 ve Kompleks 2 benzofuran sübstitüe kalkon türevlerinin, A549 ve H1299 

hücre soyları üzerinde sitotoksik etki yaptığı morfolojik olarak da gözlemlendi (ġekil 

4.6. ve ġekil 4.7.).  
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ġekil 4.6. A549 ve H1299 hücrelerinde Kompleks 1 ve Kompleks 2 ile 48 saatlik 

muamele sonrasında ki faz/kontrast mikroskop görüntüleri. Oklar piknotik hücreleri 

göstermektedir.  
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ġekil 4.7. A549 ve H1299 hücrelerinde Kompleks 1 ve Kompleks 2 ile 72 saatlik 

muamele sonrasında ki faz/kontrast mikroskop görüntüleri. Oklar piknotik hücreleri 

göstermektedir.  

 

4.4. Hoechst 33342, Propidium Ġyodür (PI) ile Ġkili Boyama Yöntemi Bulguları 

Sitotoksisite sonuçlarımızda Kompleks 1 ve Kompleks 2 bileĢiklerinin hücreler 

üzerinde etkili olduğu belirlendikten sonra bu etkiden sorumlu olan mekanizmanın 

aydınlatılması amacıyla floresan boyama yöntemi kullanıldı. Bu yöntemde kullanılan 

Hoechst 33342 boyası, dsDNA‟ya bağlandığında mavi floresan görüntüsü meydana 

getiren bir nükleik asit boyasıdır. PI ise yalnızca membran hasarlı hücrelere girebilen ve 
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bu sayede tüm ölü hücreleri (geç apoptotik/sekonder nekrotik ya da primer nekrotik) 

boyayabilen kırmızı floresan görüntüsü oluĢturan bir nükleik asit boyasıdır. Nükleus 

morfolojisi; apoptotik hücrelerde normal hücrelere oranla daha küçük olması aranırken, 

nekrotik hücrelerde ise nükleusun daha az boya alması ve daha büyük olması beklendi. 

Bu amaçla A549 ve H199 hücre soylarına Kompleks 1 ve Kompleks 2 bileĢikleri 1,56-

100 μM konsantrasyonları aralığında 48 ve 72 saat boyunca uygulandı. Uygulama süresi 

sonunda hücreler ikili boyama yöntemi uygulanarak floresan mikroskop görüntüleri 

üzerinden değerlendirmeler yapıldı.  

 

Kompleks 1 ve Kompleks 2‟nin 48 saat uygulaması sonrasında A549 hücre soylarında 

6,25-100 μM dozlarına bağlı olarak hücre yoğunluğunun kontrole oranla azaldığı 

gözlendi (ġekil 4.8.). Kompleks 1 ve Kompleks 2‟nin Hoechst 33342 (mavi) boyama 

sonuçları değerlendirildiğinde doz artıĢına paralel bir Ģekilde hücrelerde genellikle 

piknozis ve ayrıca bazı hücrelerde nükleer fragmentasyon gözlendi. PI (kırmızı) 

boyaması sonucunda her iki kompleks için de 100 μM dozunda yüksek bir oranda 

pozitif görüntü gözlendi. Hücre canlılığında görülen azalma, nükleotik 

fragmantasyonlar ve kromatin kondansasyonu ile birlikte PI pozitif görünmesi 

sonucunda sekonder apoptoz oluĢtuğu bulunmuĢtur. 
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ġekil 4.8. A549 hücresinin Kompleks 1 ve Kompleks 2 bileĢikleri ile 48 saatlik 

muamele sonrasındaki floresan mikroskop görüntüleri. Oklar piknotik hücreleri 

göstermektedir. 

 

H1299 hücre soylarında, Kompleks 1 ve Kompleks 2‟ nin 48 saat Hoechst 33342 (mavi) 

floresan boyama sonuçlarına göre hücre canlılığında doza bağlı bir Ģekilde kontrole 

kıyasla azalmaların meydana geldiği gözlendi (ġekil 4.9.). Her iki komplekste de 

Hoechst 33342 boyaması sonucunda hücrelerde 12,5- 100 μM dozlarında hücrelerin 

küçüldüğü saptanırken 50 ve 100 μM dozlarında piknotik nükleusların varlığı 

gözlenmiĢtir. Hücrelerde Kompleks 1 için 12,5 μM dozundan itibaren PI pozitifliği 

gözlense de, hücrelerde 50 ve 100 μM dozlarında her iki kompleks içinde daha yoğun 

bir PI pozitifliği gözlendi (ġekil 4.9.). 
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ġekil 4.9. H1299 hücresinin Kompleks 1 ve Kompleks 2 bileĢikleri ile 48 saatlik 

muamelesi sonrasındaki floresan mikroskop görüntüleri. Oklar piknotik hücreleri 

göstermektedir.  

 

A549 hücre soyu Kompleks 1 ve Kompleks 2 kalkon türevleri ile 72 saat uygulaması 

sonrasında yapılan floresan boyama sonuçları değerlendirildiğinde; hücre yoğunluğunun 

doza bağlı bir Ģekilde kontrole göre azaldığı gözlendi (ġekil 4.10.). PI ve Hoechst 33342 

floresan boyama sonuçları hücre canlılık test sonuçlarımızı doğruladı. Hoechst 33342 

boyamasında, hücrelerde Kompleks 1 ve Kompleks 2‟nin 25-100 μM doz aralıklarında 

hücrelerde küçülmeler meydana gelirken, her iki komplekste de 25 μM dozundan 

itibaren PI pozitifliği mevcuttur (ġekil 4.10.). 
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ġekil 4.10. A549 hücresinin Kompleks 1 ve Kompleks 2 bileĢikleri ile 72 saatlik 

muamele sonrasındaki floresan mikroskop görüntüleri. Oklar piknotik hücreleri 

göstermektedir. 

 

H1299 akciğer hücre soyunda Kompleks 1 ve Kompleks 2 kalkon türevlerinin 72 saat 

uygulaması sonrasında yapılan floresan boyaması sonucunda doza bağlı olarak kontrole 

göre hücre yoğunluklarında doza paralel olarak azalmalar gözlendi. Kompleks 1‟in 50 

μM dozunda PI pozitifliği daha yoğun olsa da her iki Komplekste de 25 μM dozundan 

itibaren PI pozitifliği gözlenmiĢtir (ġekil 4.11.). 
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ġekil 4.11. H1299 hücresinin Kompleks 1 ve Kompleks 2 bileĢikleri ile 72 saatlik 

muamele sonrasındaki floresan mikroskop görüntüleri. Oklar piknotik hücreleri 

göstermektedir. 

 

4.5. Yara ĠyileĢmesi (Migrasyon Yeteneği) Bulguları  

 

A549 ve H1299 akciğer hücre soyları üzerinde Kompleks 1 ve Kompleks 2 kalkon 

türevlerinin göç etme yeteneği ve hızı üzerindeki etkisi için migrasyon analizi yapıldı.  

Yara iyileĢmesi testinde A549 hücre soylarında benzofuran sübstitüe kalkon türevlerinin 

25-50 μM dozlarında uygulanması sonrasında hücre görüntüleri alındı. 
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A549 hücre soyu Kompleks 1‟in uygulandığı ilk an olan 0. saatten itibaren belirli 

periyotlarda devamlı gözlenerek tedavi uygulanmamıĢ olan kontrol grubunda yara 

iyileĢmesi tamamen gerçekleĢinceye kadar fotoğraflama iĢlemi devam etti. 

 

Ġncelenen hücre görüntülerinde, kontrol grubunda 10. saat itbariyle yaranın kapanmaya 

baĢladığı görüldü. Ancak 25 ve 50 μM dozlarında ise Kompleks 1‟in uygulandığı 

hücrelerde herhangi bir değiĢiklik tespit edilmedi (ġekil 4.12.). 

 

 
 

ġekil 4.12. Kompleks 1 uygulanan A549 akciğer hücre soyunun migrasyon yeteneği. 
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Kompleks 2 uygulanan A549 hücre soyu incelendiğinde, tedavi uygulanmamıĢ olan 

kontrol grubunda yara iyileĢmesi 10.saat itibariyle yaranın kapanmaya baĢladığı 

gözlenirken, 25 ve 50 μM dozlarında ise herhangi bir değiĢiklik tespit edilmedi (ġekil 

4.13.). 

 

 
 

ġekil 4.13. Kompleks 2 uygulanan A549 akciğer hücre soyunun migrasyon yeteneği. 
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H1299 hücre soylarında benzofuran sübstitüe kalkon türevlerinin 12,5-25 μM 

dozlarında uygulanması sonrasında hücre görüntüleri alındı. Ġncelenen hücre 

görüntülerinde, kontrol grubunda 10. saatin sonunda yaranın belirgin bir Ģekilde 

kapanmaya baĢladığı gözlendi. Ancak 12,5 μM dozu uygulanan hücrelerde 15. saatte 

yara hafif kapanırken 25 μM dozunda bir değiĢiklik olmadı (ġekil 4.14.). 

 

 
 

ġekil 4.14. Kompleks 1 uygulanan H1299 akciğer hücre soyunun migrasyon yeteneği. 
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Ġncelenen hücre görüntülerinde, kontrol grubunda 15. saat sürecinde yaranın kapanmaya 

baĢladığı gözlendi.12,5 ve 25 μM dozu uygulanan hücrelerde bir değiĢiklik olmadı 

(ġekil 4.15.). 

 

 
 

ġekil 4.15. Kompleks 2 uygulanan H1299 akciğer hücre soyunun migrasyon yeteneği. 
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TARTIġMA VE SONUÇ 

 

Kardiovasküler hastalıklardan sonra dünya genelinde ikinci büyük hastalık olarak 

kanser gelmektedir. Dünya sağlık örgütü, 2025 yılına kadar 19 milyona ulaĢacağını 

düĢündüğü kanserin, 2030 senesine kadar 22 milyona, 2035 yılına gelindiğinde ise 24 

milyona ulaĢacağını öngörmektedir (Anonim 2015d).  

 

Her yıl milyonlarca insan önemli bir sağlık problemi olan kanserden dolayı hayatını 

kaybetmektedir. Kanser hücreleri, ilaç tedavilerine direnç geliĢtirebilmenin yanı sıra 

bağıĢıklık sisteminden kaçma yeteneğine sahiptir. Bunun yanı sıra kanser hücreleri 

birçok faktör sayesinde beslenmeleri ile kontrolsüz proliferasyonlarını sağlayarak 

tedavilerin nihai amacına ulaĢmasını engellemektedir. Kanser tedavisinde moleküler 

hedeflere yönelik geliĢtirilmiĢ ilaçlar ve birçok kemoterapötik ilaç kullanılmaktadır. 

Lakin bu ilaçlar hala beklenilen oranda tedaviye cevap verememektedir. Bundan dolayı 

bilimsel tedavilerin yanı sıra, geleneksel tedavi yöntemlerinde kullanılan bitkisel ya da 

diğer doğal kaynaklı ürünlerin kullanılması da kanser tedavisinde giderek önem 

kazanmaktadır (Sezgin, 2010). Genellikle hücre proliferasyon inhibitörü olarak anılan 

flavonoid bileĢikleri, yapılan birçok çalıĢma verilerine göre kanser hücreleri üzerinde 

antiproliferatif etki göstermiĢtir. Yapılan epidemiyolojik çalıĢmalar, flavonoid 

bileĢikleri içeren diyetler ile beslenmenin, kansere yakalanma riskini düĢürdüğüne 

yönelik önemli sonuçların varlığını göstermektedir (Rossi ve ark 2012, Sghaiera ve ark 

2011). Flavonoidlerin, kanser hücreleri üzerindeki antiproliferatif etkileri farklı 

mekanizmalar ile anlatılmıĢtır. Bu bileĢikler hücre döngüsünün durdurması, apopitozisi 

indüklemesi yönüyle oldukça dikkat çekmektedir (Choi 2007, Sghaiera ve ark. 2011). 

Yapılan araĢtırmalarda antikarsinojen özellikleri ile oldukça dikkat çeken 

flavonoidlerin, kanser kök hücrelerini elemine etmesine dair çalıĢmaların literatürlere 

girmesi ile beraber bu bileĢiklerin yeni antikanser ajan olabileceği görüĢü önem 

kazanmaktadır (Sak ve Everaus 2015).  
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Yapılan literatür çalıĢmaları göz önünde bulundurularak bu tez çalıĢmasında, Fırat 

Üniversitesi Fen Fakültesi Kimya Bölümünde sentezlenen ve karakterizasyonları 

yapılan, benzofuran sübstitüe kalkon türevlerinin (Kompleks 1 ve Kompleks 2) 

sitotoksik etkileri insan akciğer kanser (A549 ve H1299) ve sağlıklı akciğer (BEAS- 

2B) hücrelerinde araĢtırılmıĢtır. 

 

Sharma ve ark. 2013 yılında bir grup β-iyonon türevli kalkon türevlerinin prostat (PC-

3), meme (MCF-7), nöroblastom (IMR-32), serviks (Hela) ve karaciğer (Hep) hücreleri 

üzerinde ki sitotoksik aktivitesini değerlendirmiĢtir. Kalkon türevlerinin farklı hücre 

soyları üzerinde sitotoksik aktiviteler gösterdiğini bildirmiĢlerdir (Sharma ve ark. 2013). 

Yapılan bir baĢka çalıĢmada ise, Hussaini ve ark. (2016) 1, 2, 3- triazol bağlı pirazolin 

ve kalkon türevleri ile ilgili yaptığı çalıĢmada insan karaciğer (HepG2) ve prostat 

(DU145) kanseri hücre soyları üzerinde yaptığı çalıĢmada pirazolin ve kalkon 

türevlerinin her iki hücre soyu üzerinde yüksek sitotoksik etkiye sahip oldukarını 

belirtmiĢlerdir (Hussaini ve ark. 2016). Nakhjavania ve arkadaĢının yaptığı çalıĢmada 

ise COX-1 ve/veya COX-2 seçiciliğine sahip olan 1,3-diarilprop-2-en-1-on yapısında ki 

birden fazla kalkon türevi sentezlenmiĢ ve bu kalkon türevlerinin A549, HepG2 ve 

MCF-7 gibi farklı hücre soylarında 72, 96 ve 168 saat sonunda sitotoksik etki 

gösterdiğini rapor etmiĢlerdir (Nakhjavania ve ark. 2014). Nakhjavania ve ark. 

yaptıkları bu çalıĢmada A549 kanser hücreleri için kalkon türevlerinin IC50 değeri 23.47 

μM olurken, bizim kalkon türevlerimiz 72 saat sonucunda A549 kanser hücrelerinde 

Kompleks 1 için IC50 değeri 17,07 μM ve Kompleks 2 için ise bu değer 23,44 μM olarak 

hesaplanmıĢtır. Bu sonuçlara göre aynı hücre soyu ve aynı süre sonunda kullanmıĢ 

olduğumuz kalkon kompleksleri daha etkili sonuçlar vermiĢtir. Jovanovic ve ark. 

Rutenyum(II) kalkon komplekslerinin insan serviks (HeLa), melanom (FemX), meme 

(MDA-MB-231) ve akciğer (A549) kanser hücrelerinde anti kanser aktiviteye sahip 

olduklarını belirtmiĢlerdir. A549 hücrelerinde Rutenyum(II) kalkon komplekslerinin 48 

saat sonrasında IC50 değerlerini Kompleks 1 için IC50>100 μM ve Kompleks 2 için ise 

41.80 μM olarak belirlemiĢlerdir (Jovanovic ve ark. 2016). Tez çalıĢmamızda 

kullandığımız komplekslerimiz ise aynı zaman ve aynı hücre soyu için Kompleks 1 için 

IC50 değeri 27,66 μM ve Kompleks 2 için ise 43,23 μM olarak hesaplanmıĢtır. Kalkon 

komplekslerimizin literatürde benzer komplekslere oranla daha yüksek bir sitotoksik 

aktiviteye sahip olduğu görülmektedir. Benzer Ģekilde Tseng ve ark. 3-
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fenilkinolinilkolikon türevleri sentezleyerek antiproliferatif aktivitelerini XTT metodu 

ile değerlendirmiĢlerdir (Tseng ve ark. 2013). Kullandıkları birçok kalkon bileĢiği 

H1299 kanser hücrelerinde A549 kanser hücrelerine göre çok daha etkili sonuçlar 

vererek bizim de yapmıĢ olduğumuz sitotoksisite sonuçlarını desteklemektedir. 

 

Özdemir ve ark. yeni antikanser ve antimikrobiyal ajanlar geliĢtirmek üzere 2-asetil-1-

metilpirrolün 5- (aril) furfural türevleri ile yeni pirol bazlı kalkonlar tasarlayarak 

sentezini gerçekleĢtirmiĢlerdir ve MTT yöntemi ile bu bileĢiklerin A549 insan akciğer, 

HepG2 insan hepatoselüler, C6 sıçan gliomu ve NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast 

hücre soyları üzerindeki sitotoksik etkilerini değerlendirmiĢlerdir. Bu kalkon 

türevlerinden BileĢik 1 yani 1- (1-metil-1 H-pirol-2-il) -3- (5- (4-nitrofenil) furan-2-il) 

prop-2-en-1-on ajanının, A549 kanser hücreleri için IC50 değeri 0.3 μg/mL ile IC50 

değeri 19 μg/mL olan cisplatinden daha seçici antikanser aktivitesi göstererek güçlü bir 

antikanser ajan özelliği göstermiĢtir (Özdemir ve ark. 2017).  

Ġdeal antikanser ajanların sağlıklı hücrelere karĢı sitotoksik etkinlikleri sınırlıdır ve 

kanser hücrelerine seçici davranması beklenirken sağlıklı hücrelere ise zarar vermemesi 

istenir (Mao ve ark. 2016, Zhou ve ark. 2016). Bundan dolayı çalıĢmamızda bu kalkon 

türevlerinin seçiciliğini BEAS-2B sağlıklı akciğer hücre soylarına karĢı etkilerini de test 

ettik. Kalkon türevi Kompleks 1‟in BEAS-2B sağlıklı hücreler üzerinde 24 saat SRB 

canlılık metoduna göre hücre canlılığı üzerinde herhangi bir etkisi gözlenmedi. 48 saatte 

ise 50 ve 100 μM gibi yüksek dozlarda hücre canlılığında istatistiksel bir azalmaya 

neden olduğu belirlendi (p<0,001). Kompleks 2 ise 24 saatte 50 ve 100 μM, 48 saatte 

ise 25, 50 ve 100 μM gibi yüksek konsantrasyonlarında istatistiksel olarak hücre 

canlılığı üzerinde kontrole oranla anlamlı bir azalmaya sebep olduğu gözlendi 

(p<0,001). Komplekslerin sağlıklı hücrelerde 25 μM ve daha düĢük dozlarda ise hücre 

canlılığını azaltmadıkları gözlenirken kanser hücrelerinde bu dozlarda da etkili olduğu 

belirlenmiĢtir. Bu yüzden bu komplekslerin kanser tedavisinde kullanılabilecek birer 

ajan olabilme potansiyelleri oldukça yüksektir. Konsantrasyon ve zamana bağlı olarak 

Kompleks 1 ve 2‟nin A549,  H1299 ve BEAS-2B hücre soylarındaki etkisi hesaplanan 

IC50 değerleri Çizelge 4.1‟de verilmiĢtir. Bu değerlere göre BEAS-2B her iki kompleks 

için de IC50 değeri 24 saat sonunda 100 μM‟dan daha büyük bulunurken bu değer 

Kompleks 1 için A549 ve H1299 hücrelerinde sırasıyla 86,52 ve 84,04 μM olarak; 

Kompleks 2 için ise 83,44 ve 87,01 μM olarak gözlemlendi. 48 saat inkübasyon sonrası 
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BEAS-2B için IC50 değeri 64,93 μM  A549 ve H1299 için (Kompleks1) 27,66 ve 21,11 

μM olarak saptanırken; Kompleks 2 için BEAS-2B için IC50 değeri 64,93 μM  A549 ve 

H1299 hücre soyu için 43,23 ve 21,87 μM olarak gözlemlendi. Bu sonuçlara göre 

BEAS-2B sağlıklı akciğer hücre soyları üzerinde Kompleks 1 ve 2 bileĢiği 48 saatte 

yüksek dozlarda hücre canlılığında çok az bir istatistiksel azalmaya neden olduğu 

belirlendi.  

 

ATP canlılık metodu SRB hücre canlılık metodu sonuçlarımızı doğrulamak amacı ile 

gerçekleĢtirildi. ATP canlılık metodu, metabolik aktiviteyi yani hücre içi ATP miktarını 

ölçmeye dayanan bir yöntemken, SRB metodu ise hücre içi protein miktarının ölçümüne 

dayanan iki farklı sitotoksisite testidir. Ayrıca SRB protein bağlayabilen anyonik bir 

boya olmasından dolayı SRB yönteminde bağlanan boya miktarı hücre kütlesi olarak 

kullanılabilir. ATP testinde hücre canlılığının, SRB metoduna göre çok daha düĢmesinin 

sebebi SRB yönteminde hücreler ölmeye baĢlamıĢ olsalar da hücresel proteinlerin 

yapılarında bozulmanın baĢlamamasından kaynaklanmaktadır. Bu farklılık kullanılan 

ilacın etki mekanizmasına bağlı olarak değiĢmektedir (Ulukaya ve ark. 2008). ATP 

canlılık metoduna göre kalkon türevi olan Kompleks 1 ve Kompleks 2, 48 ve 72 saatleri 

sonunda doza bağlı olarak A549 ve H1299 hücre soylarında hücre canlılığını %50‟nin 

altına düĢürdüğü gözlenmiĢtir (p<0,001). ATP ve SRB testleri ile komplekslerin anti 

proliferatif etkileri doğrulanmıĢ olmaktadır. ATP sonuçlarına göre IC50 değerleri 

hesaplandığında, her iki kompleksimizin de antikanser etkiye sahip olduğu 

gösterilmiĢtir. Wani ve ark. 2016 yılında kinazolinon kalkon türevinin kolon kanseri 

HCT-116 hücreleri üzerindeki etkisini araĢtırmıĢ ve 6, 12, 24, 48 saatleri sonunda IC50 

değerleri sırası ile 600, 140, 26 ve 16 µM olarak hesaplanırken bu kalkon türevinin 

mitokondriyal bağımlı apoptozisi indüklediğini bildirmiĢlerdir (Wani ve ark. 2016). Bir 

baĢka çalıĢmada ise 11 (2′-hidroksi-4′-alkoksi kalkon) kalkon türevinin PC-3, HF-6 

(kolon), CaSki (servikal karsinom) ve MCF-7 insan kanser hücre soyları üzerindeki 

antiproliferatif aktiviteleri incelenmiĢ ve IC50 değerleri prostat (PC-3) hücre soyu 

dıĢında IC50 değerleri 50 μM‟dan daha yüksek çıktığı bildirilmiĢtir (Marquina ve ark. 

2019). CoĢkun ve ark. tarafından yapılan bir baĢka çalıĢmada, farklı yapıya sahip olan 

10 adet kalkon türevinin sitotoksik etkisi akciğer (A549), meme (MCF-7) ve PC-3 

kanseri hücre soyları üzerinde değerlendirilmiĢir. Aril-1-(7-etoksi-1-benzofuran-2-il)-2-
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propenon kalkon türevinin A549, MCF-7 ve PC-3 kanser hücrelerinde 72 saat IC50 

değerleri 9 µM, 2 µM ve 10 µM olarak hesaplanmıĢ ve bu hücreler üzerinde inhibe edici 

etkiye sahip olduğunu göstermiĢlerdir (CoĢkun ve ark. 2017). Aynı süre sonunda A549 

hücrelerinde bizim komplekslerimiz için bu değerler Kompleks 1 için 13,21 µM ve 

Kompleks 2 için ise 14,19 µM olarak hesaplanmıĢtır. CoĢkun ve ark. test etmiĢ 

oldukları kompleksler aynı süre zarfında ve aynı hücre soyunda bizim komplekslerimiz 

gibi güçlü bir antikanser aktivite gösterdiğini söyleyebiliriz. Bu yüzden bu 

komplekslerin kanser tedavisinde kullanılabilecek birer ajan olabilme potansiyelleri 

oldukça yüksektir. 

 

Faz/kontrast mikroskop görüntüleri tezde kullanılan benzofuran sübstitüe kalkon türevi 

komplekslerinin doza paralel bir Ģekilde hücreler üzerinde küçülmeler, yuvarlaklaĢmalar 

ve apoptotik cisimciklerin meydana gelmesi gibi morfolojik değiĢikliklerle hücrelerin 

ölü olduğunu göstermiĢtir. EĢ zamanlı olarak 48 saat sonunda Hoechst 33342 ve PI 

boyaması gerçekleĢtirilen hücrelerde (ġekil 4.8.) A549 hücre soyunda kontrol grubuna 

kıyasla 100 μM dozunda Komplek 1 ve Kompleks 2 uygulanan dozlarda doza ve 

zamana bağlı olarak hücre canlılığı yüksek oranda azalmıĢ apoptotik cisimcikler ve 

piknotik hücreler gözlenmiĢtir. Bu dozda nükleotik fragmantasyonlar ve kromatin 

kondansasyonu ile birlikte yoğun bir PI pozitifliğinin gözlenmesi, hücrelerin geç 

apoptoz=sekonder nekroz sonucu öldürdüğünü göstermektedir. H1299 hücrelerinde 48 

saat PI boyamasında ise her iki kalkon türevli kompleksin 100 ve 50 μM dozlarında 

yoğun bir PI pozitifliği gözlenirken ölüm modunun sekonder nekroz olabileceği 25 μM 

dozunda ise hücrelerin ölüm modunun PI boyanın negatif olması ile primer veya erken 

apoptoz olduğu söylenebilir (ġekil 4.9.). 72 saat floresans boyama sonuçlarına göre 

(ġekil 4.10.) her iki komplekste de 25 μM dozunda A549 hücrelerinin PI ile tamamen 

boyanamamasından dolayı hücre ölüm modunun apoptozis olabileceği buna karĢın 50 

ve 100 μM dozlarının PI pozitif boyanması bu dozlarda A549 hücre soyunun geç 

apoptoz/sekonder nekrozis yoluyla öldüğünü göstermektedir. H1299 hücre soyunda ise 

50 ve 100 μM dozunda PI pozitif boyanması hücre ölüm modunun geç 

apoptoz=sekonder nekroz olabileceğine iĢaret etmektedir. 12,5 ve 25 μM dozlarında ise 

hücre ölüm modunun apoptoz olduğunu söylenebilir (ġekil 4.11.). Faz/kontrast 

mikroskop sonuçları, hücrelerin (A549, H1299) ölüm modunun apoptozisden daha çok 
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sekonder nekrozis=geç apoptoz olduğunu göstermektedir. Alınan sonuçlar Kompleks 1 

ve Kompleks 2 kalkon türevlerinin hücrelerde apoptozisi indükleyerek hücre canlılık 

analizlerimizi desteklemiĢtir. Abou-Zied ve ark. yaptığı bir çalıĢmada, farklı 20 

ksantin/kalkon türevli bileĢiklerini PANC-1 (insan pankreas kanseri) hücre soyu 

üzerindeki sitotoksik aktivitelerini değerlendirmiĢlerdir. Bu bileĢiklerin IC50 değerleri 

ise 0.90 ile 1.41 μM arasında değiĢirken, en güçlü bileĢik 11‟in IC50 değeri 0.3 μM‟dır. 

Bu bileĢiğin hücre döngüsü üzerindeki etkisi, apoptotik ve sitotoksik etkisi kapsamlı bir 

Ģekilde incelenmiĢ ve sonuç olarak 1,3-dimetil ksantin‟in (bileĢik 11) apoptozisi 

indüklediği ortaya konmuĢtur (Abou-Zied ve ark. 2019). Bir baĢka çalıĢmada ise Donga 

ve ark. aromatik bir keton olan kalkonun insan hepatik ve akciğer kanseri hücreleri 

üzeindeki çalıĢmasında bu kalkonun apoptozisi indüklediğini, kanser hücresi göçünü 

inhibe ettiğini bildirmiĢtir. (Donga ve ark. 2018). Pirazolin ve kalkon türevleri ile ilgili 

yapılan bir baĢka çalıĢmada ise, insan karaciğer (HepG2)  ve prostat (DU145) kanser 

hücre soyları üzerinde pirazolin ve kalkon türevlerinin aktivitesi incelenmiĢtir. Her iki 

hücre soyu üzerinde yüksek sitotoksik etkiye sahip olan bu türevlerin ayrıca kaspaz 3 ve 

kaspaz 9‟u aktifleĢtirerek apoptozu tetiklediği bildirilmiĢtir (Hüssaini ve ark. 2016). 

 

Kanser hücrelerinin bulunduğu bölgeden vücudun farklı doku ve organlarına yayılması 

(metastaz), kanser sonucu meydana gelen ölümlerin %90 gibi yüksek bir oranından 

sorumludur. Bu olay damar oluĢumu (anjiojenez), yayılma (invazyon) ve göç etme 

(migrasyon) gibi birbirleri ile bağlantılı çok basamaklı kompleks olaylar zinciri ile 

meydana gelmektedir (Hanahan ve Weinberg 2000, Poste ve Fidler 1980). Xu ve ark. 

2015 yılında yaptıkları bir çalıĢmada kalkon türevleri olan L2H17 ajanının CT26.WT 

(fare kolon kanser hücre soyu) hücrelerinde, hücre invazyonunu ve migrasyonununu 

inhibe ettiğini göstermiĢlerdir (Xu ve ark. 2015). Bir baĢka çalıĢmada Juan ve ark. 4-

Maleamik Asit ve 4-Maleamid Peptid kalkon türevlerinin LNCaP ve PC-3 prostat 

kanser hücre soylarında hücre canlılığını, doz ve zamana paralel olarak azalttığını ve 

migrasyonun önlenmesinde bu kalkon türevlerinin etkinliğini ortaya koymuĢlardır (Juan 

ve ark. 2010). Benzofuran sübstitüe kalkon türevi olan Kompleks 1 ve Kompleks 2‟nin 

hücre migrasyonu üzerindeki inhibitör etkisini değerlendiebilmek amacı ile tez 

çalıĢmamızda A549 ve H1299 hücre soyları kullanıldı. A549 hücre soyu Kompleks 1‟in 

uygulandığı hücre görüntülerinde, kontrol grubunda 10. saat itbariyle yaranın 

kapanmaya baĢladığı görüldü. Ancak 25 ve 50 μM dozlarında ise Kompleks 1‟in 
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uygulandığı hücrelerde herhangi bir değiĢiklik tespit edilmedi. Kompleks 2 uygulanan 

A549 hücre soyu incelendiğinde, tedavi uygulanmamıĢ olan kontrol grubunda yara 

iyileĢmesi 10. saat itibariyle yaranın kapanmaya baĢladığı gözlenirken, 25 ve 50μM 

dozlarında ise herhangi bir değiĢikli tespit edilmedi. 

 

H1299 hücre soylarında benzofuran sübstitüe kalkon türevlerinin 12,5-25 μM 

dozlarında uygulanması sonrasında hücre görüntüleri incelendiğinde kontrol grubunda 

10. saatin sonunda yaranın belirgin bir Ģekilde kapanmaya baĢladığı gözlendi. Ancak 

12,5 μM dozu uygulanan hücrelerde 15. saatte yara hafif kapanırken 25 μM dozunda bir 

değiĢiklik olmadı. Sonuç olarak benzofuran sübstitüe kalkon türevlerinin bu hücre 

soyları üzerinde anti migrasyon aktiviteye sahip olduğunu göstermektedir.  

 

İn vitro tez çalıĢmamızdaki sonuçlar, sentez ve karekterizasyonu yapılmıĢ olan 

benzofuran sübstitüe kalkon türevleri olan Kompleks 1 ve Kompleks 2 bileĢiklerinin, 

A549 ve H1299 insan akciğer kanseri hücre soylarında sitotoksik aktiviteye sahip 

olduğunu göstermiĢtir. Faz/kontrast mikroskop sonuçları, hücrelerin (A549, H1299) 

ölüm modunun apoptozisden daha çok sekonder nekrozis=geç apoptoz olduğunu 

gösterirken, yapılan yara iyileĢmesi testi sonuçları ise benzofuran sübstitüe kalkon 

türevlerinin bu hücre soyları üzerinde anti migrasyon aktiviteye sahip olduğunu 

göstermiĢtir. Elde edilen bu umut vaad edici sonuçlarla benzofuran sübstitüe kalkon 

türevlerinin ileri analizlerle (pre-klinik ve klinik) etkisinin değerlendirilmesi gerektiği 

sonucuna varılmıĢtır. 
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