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I 

 

ÖZET 

 

BAZI ALG ÖZÜTLERİNİN HAYATTA KALIŞ VE MTT METODU İLE 

ANTİKANSER ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI  

 

Bu çalışmada, Doğu Akdeniz kıyısında yer alan İskenderun Körfezi’nin Kale ve 

Konacık Bölgesinden iki farklı kahverengi alg (Sargassum sp. ve Cystoseira sp.) 

toplandı ve özütleri elde edildi.  Bu özütlerin Drosophila melanogaster'in hayatta kalışı 

üzerine etkileri ve insan kolon kanseri hücre hattı (DLD-1) üzerine antikanser etkileri 

çalışıldı.  

Hücre kültürü çalışmalarında alg özütlerinin 3 farklı dozu (25 µg/ml, 12.5 µg/ml, 

6.25 µg/ml) ayrı ayrı ve doksorubisin (10 µM) ile birlikte, DLD-1 hücre hattına 

uygulandı, antikarserojenik etkileri 3-(4,5-dimetil tiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolium 

bromid (MTT) testi ile incelendi. Pozitif kontrol olarak genotoksik ve karsinojenik 

etkileri bilinen ve birçok kanser hastalığının tedavisinde kullanılan kemoterapik 

ilaçlardan biri olan doksorubisin kullanıldı. 

Ayrıca, incelenen bitki özütlerinin 10 mg/ml olan dozu flare (flr3) ve çoklu kanat 

kılı (mwh) mutant işaret genlerini taşıyan 72 ± 4 saatlik transheterozigot Drosophila 

melanogaster larvalarına uygulandı. Kontrol grubunda hayatta kalış oranı %83 olarak 

bulundu. Her iki alg, kullanılan dozda (Sargassum sp. %88 ve Cystoseira sp.  %94) 

Drosopila melanogaster'in hayatta kalışını pozitif etkiledi. 

MTT testi sonuçlarına göre, her iki alg özütünün uygulanan dozlarda absorbans 

değerlerini artırdığı bulundu.  Elde edilen farklı konsantrasyonlardaki absorbans 

değerlerindeki artış aritmetik ortalamaları standart hataları ile birlikte MS Excel 

programında hesaplandı. Bu çalışmada grafik ve tablo halinde sunulan bulgular bu iki 

algin (Sargassum sp., Cystoseira sp.) gelecek için potansiyel terapötik kaynak 

olabileceğini işaret etmektedir. 
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ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF SURVIVAL AND ANTICANCER EFFECTS OF SOME 

ALGAE EXTRACTS BY MTT METHOD  

 

In this study, two different brown algae (Sargassum sp. and Cystoseira sp.) were 

collected from the Kale and Konacık Regions of the Iskenderun Gulf, located on the 

eastern Mediterranean coast and their extracts were obtained. The effects of these 

extracts on the survival of Drosophila melanogaster and anticancer effects on the 

human colon cancer cell line (DLD-1) were studied. 

In the cell culture studies, 3 different doses of algae extracts (25 μg / ml, 12.5 μg 

/ ml, 6.25 μg / ml) were applied to the DLD-1 cell line separately and with doxorubicin 

(10 μM), dimethyl thiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) test. 

Doxorubicin, is one of the chemotherapeutic drugs used for treatment of many types of 

cancer and genotoxic and carcinogenic effects are known, was used as positive control.  

In addition, the plant extracts were applied to 72 ± 4 h trans-heterozygous 

Drosophila melanogaster larvae carrying flare (flr3) and multiple wing hair (mwh) 

mutant marker genes. The survival rate in the control group was 83%. Both Brown 

algae (Sargassum sp. 88% and Cystoseira sp. 94%) also positively affected the survival 

of Drosopila melanogaster. 

MTT test results showed that both algal extracts increased absorbance values at 

the doses applied. The arithmetic averages of the absorbance values obtained at 

different concentrations were calculated in MS Excel program with standard errors. In 

this study, findings presented in graphical and tabular form indicate that these two algae 

(Sargassum sp., Cystoseira sp.) may be potential therapeutic sources for the future. 
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GİRİŞ 

 Algler, tek hücreli mikroalglerden çok hücreli makroalglere kadar çeşitlilik 

gösteren fotosentetik organizmalardır. Sitolojik, morfolojik, biyokimyasal özellikleri, 

üreme şekilleri ve hayat devirlerine göre farklılık gösterirler (Cirik ve Cirik, 2011; 

Bowen, 1966). Yapısal olarak mikroalg ve makroalg olarak iki gruba ayrılırlar. 

Mikroalgler Cyanophyta olarak bilinirken makroalgler kamçı taşımalarına ve 

pigmentasyonlarına göre; kahverengi (Phaeophyta), kırmızı (Rhadeophyta), yeşil 

(Chlorophyta), diyatomeler (Chrysophyta) ve kamçılı algler (Flagelleta) olarak 

sınıflandırılır (Gamal, 2010). 

 Teknoloji ve endüstrinin insan yaşam koşullarına getirdiği kolaylıklar yadsınamaz. 

Yeni yaşama biçimi, kadınların da iş hayatına katılması yeni beslenme alışkanlıklarını da 

beraberinde getirmiş, hazır ve hızlı gıdaların yaygınlaşması doğal hayattan ve doğal besin 

kaynaklarından gün geçtikçe uzaklaşılmasına neden olmuştur. Son yıllarda kitle iletişim 

araçlarının daha yaygın kullanılması ile bilgi ve bilinç düzeyinin artması tüketicileri gıda 

seçimi konusunda daha dikkatli davranmaya ve değerli doğal ürünleri tercih etmeye 

yöneltmiştir. 

 Uzakdoğu ülkelerinde yaygın olarak kullanılan denizel alglerin yaklaşık 160 

türünün insanlar tarafından besin olarak tüketildiği bilinmektedir. Birçok bilimsel çalışma 

deniz makro alglerinin zengin besin değerine dikkat çekmektedir. Protein, yağ ve suda 

çözünür lif içeriği yanı sıra beslenmemizde önemli olan demir, çinko, magnezyum ve 

potasyum gibi mineraller ve K, E, ribofilavin, niasin ve tiamin gibi vitaminler de 

içerdikleri bilinmektedir. 

 Sağlıklı beslenme kavramının gelişmesiyle birlikte doğal ürünlere olan talep her 

geçen gün artmaktadır. Tüketiciler işlenmiş ürünlerin bileşiminde katkı maddeleri de 

dâhil olmak üzere daha fazla doğal bileşenin yer almasını istemekte ve bu özelliği 

sağlayan ürünlere yönelmektedirler.  Bu bağlamda denizel makro alglerden elde edilen 

bazı doğal gıda boyalarının kullanılması konusunda ümit verici sonuçlar elde 

edilmektedir. Algler doğal renklendiricilerin üretiminde sürdürülebilir bir kaynak olarak 

kullanılabilecek niteliktedirler.  

 Flavonoidler ve karotenoidler gibi zengin biyoaktif içerikleri bilimsel çalışmalarla 

gösterilen algler bu bağlamda önem kazanmıştır. Önemli bir su ürünü olan alglerden tıp, 

ziraat ve kâğıt üretiminde faydalanılmakta olup; fikolloid endüstrisinde agar, karragen ve 
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aljinat üretiminde kullanılmaktadır (Kıran ve ark., 1980; Atay, 1984; McHugh, 2003). 

Bununla birlikte denizel makroalglerden elde edilen bazı bileşiklerin yaşlanma etkilerini 

geciktirici, antikanser, antikoagülan, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antioksidant, 

antiviral, antidiyabetik, anti Alzheimer, antitüberkülozis ve antifungal aktivitelerde 

kullanıldığı da bildirilmiştir (Hoseini ve ark., 2013; Mayer ve ark., 2017). 

 Günümüzde çevre koşulları, diyet ve sağlık arasındaki ilişki sıkça araştırılmakta ve 

yeni yaşama koşullarının bazı hastalıkların sıklığını artırdığına dair bir genel kanı 

oluşmuştur. Bu durum bilim dünyasını doğadan şifa kaynağı etken madde arayışlarına 

yönlendirmektedir. Bu bağlamda alglere olan ilgi artmıştır (Pal ve ark., 2014). Toplumda 

yaşlanma ile sıklığı artan kanser, obezite, kalp-damar hastalıkları ve organizmanın çevre 

sorunlarına karşı savunma mekanizmasında azalmaya neden olan faktörlere karşı 

doğadan fonksiyonel ve terapik etken madde kaynakları bulmaya dair çalışmalar artmıştır 

(Lee ve ark., 2013).  

 Birçok araştırma merkezi, yaşlanma sürecini yavaşlatan ve kansere neden olan 

hücresel değişikliğin önüne geçebilecek bileşenler üzerinde çalışmaktadır. Algler 

antioksidan ve antikanser özelliklere sahip yararlı pek çok biyoaktif maddenin önemli bir 

kaynağıdır (Gümüş, 2006). Oksijenli solunum yapan bütün canlı hücrelerde endojen ve 

ekzojen kaynaklı etmenlere bağlı olarak oksidasyon sonucu reaktif oksijen türleri (ROS) 

adı verilen moleküller oluşur ve bu moleküller başta hayati öneme sahip DNA dâhil hücre 

elemanlarından elektron çalarak eşlenir. Endojen faktörler, oksidasyon ve redüksiyon 

reaksiyonları sonucu oluşurken; sigara, otomobil egzozu, radyasyon, pestisitler, çevresel 

kirlilik, sağlıksız beslenme, tıbbi tedavi ve stres gibi etmenler ise ekzojen faktörler 

arasında gösterilmektedir (Fraga ve ark., 1990; Halliwell, 2000; Williams ve Jeffrey, 

2000; Siomek ve ark., 2006). Bu oluşan serbest radikaller bağışıklık sistemini zayıflatarak 

çeşitli hastalıklara yol açarlar ve erken yaşlanmaya katkıda bulunurlar. Antioksidanlar 

yardımıyla hücre koruyucu tedavi, dejeneratif hastalıklardan korunmada önemlidir. Pek 

çok araştırma antioksidanların serbest radikalleri nötralize ederek hücrelerin zarar 

görmesine engel olarak hücreler üzerinde antikansorejenik bir etki yarattığını 

göstermiştir.  

 Doğal metabolik yollarla oluşan bu serbest radikaller antioksidan sistemlerle 

ortadan kaldırılmaktadır. Antioksidanlar yardımıyla hücre koruyucu tedavi, dejeneratif 

hastalıklardan korunmada önemlidir. Ancak, reaktif oksijen türlerinin çeşitli nedenlerden 
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dolayı artması ve antioksidan mekanizmasının yetersiz kalması sonucu oksidatif stres 

meydana gelmektedir (Williams ve Jeffrey, 2000; Cooke ve ark., 2003). Çeşitli 

nedenlerden dolayı mitokondriyal DNA (mtDNA)’da da oksidatif hasar şekillendiği 

belirtilmektedir (Hofmann ve ark., 2003). 

 Pek çok araştırma antioksidanların serbest radikalleri nötralize ederek hücrelerin 

zarar görmesine engel olarak hücreler üzerinde antikansorejenik bir etki yarattığını 

göstermiştir (Lee ve Min, 2004). Birçok araştırma merkezi, yaşlanma sürecini yavaşlatan 

ve kansere neden olan hücresel değişikliğin önüne geçebilecek bileşenler üzerinde 

çalışmaktadır.  

 Bu çalışmanın amaçları: 

1- İki makro kahverengi alg olan Cystoseira sp. ve Sargassum sp. cinslerine ait 

özütlerin in vivo olarak Drosophila melanogaster’in hayatta kalışına etkisini 

araştırmak. 

2- Bu alg özütlerinin insan kolon kanser hücre hattında (DLD-1) in vitro olarak 

MTT testi ile antikanser etkilerini araştırmak. 

3- İleriki çalışmalarda bu makroalg özütlerinin fraksiyonlara ayrılarak hangi 

içeriğinin bu etkileri tetiklediğinin saptanmasının ilk ayağını oluşturmak. 
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1.1. Cystoseira sp. ile İlgili Genel Bilgiler  

 Karadeniz, Ege ve Akdeniz’de yaygın olarak bulunan ve 60’dan fazla türü bilinen 

bu algler alginik asitçe zengin olduklarından ekonomik değere sahiptir (Yayıntaş, 2001). 

Makroalglerin büyük çoğunluğu gıda olarak tüketilmektedir. Özellikle Uzakdoğu 

ülkelerinde sıkça tüketilen birçok alglerin besinsel analizleri yapıldığında içeriklerini 

karbonhidratların, proteinlerin ve yağ asitlerinin oluşturduğu ve birçok etken 

biyometabolite sahip oldukları belirlenmiştir.  

 Cystoseira sp. deniz yosunu taksonomisi aşağıdaki gibidir: 

Alem: Protista 

Sınıf: Phaeophyceae 

Tür: Fucales 

Aile: Cystoseiraceae  

Cins: Cystoseira sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.1.1. Cystoseira sp. (Turan, 2007) 
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1.2. Sargassum sp. ile İlgili Genel Bilgiler  

 Akdeniz, Ege Denizi, Marmara Denizi'nde yaklaşık olarak 8-30 m derinlerde 

yaşarlar. Tallusu 20- 40 cm yükseklikte, iyi gelişmiş bir eksen ve üzerinde karşılıklı 

dizilen mızraksı paralel kenarlı yapraklara sahiptir. Orta damar belirgindir. Küresel 

yapıdaki hava keseleri kısa sürgünlerin üst kısmında bulunur ve üzüm salkımı 

görünümündedir (Yurdakulol ve Cansaran, 2004). 

 Tıpta ve eczacılıkta ise sayılmayacak kadar kullanım alanı vardır. Antikoagülan, 

terapötik, laksatif ve bazı ağrı kesici (böbrek, mide ağrıları gibi) olarak birçok hastalığın 

tedavisinde alglerden yararlanılır (Turan, 2007). 

 Sargassum sp. deniz yosunu taksonomisi aşağıdaki gibidir: 

Alem: Protista 

Sınıf: Phaeophyceae 

Tür: Fucales 

Aile: Sargassaceae 

Cins: Sargassum sp.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.2.1. Sargassum sp. (Turan, 2007) 
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1.3.Doksorubisin  

Doksorubisin (14-hidroksi daunomisin, Adriamisin)’in öncül maddesi olan 

daunomisin (daunorubisin) 1960’lı yıllarda Streptomyces peucetius adlı bakteriden elde 

edilmiştir. Doksorubisinin dahil olduğu antrasiklinler akut lösemi ve lenfomalar, kemik 

ve yumuşak doku sarkomları, Wilms tümörü, nöroblastom ve hepatoblastom başta olmak 

üzere çocukluk çağı kanserlerinde yaygın olarak kullanılan kemoterapötik ilaçlardır 

(Holcenberg ve ark., 2002). Doksorubisin ilaca özgün kırmızı rengini veren parlak 

fluoresan tetrasiklik kromofor adriamisinon ile ona glikozidik bağ ile bağlanmış bir 

amino şeker olan daunosaminden oluşur. 14. karbonunda bir hidroksil grubu taşımasıyla 

daunorubisinden farklılık gösterir. Doksorubisin geniş çapta kullanılan bir kemoterapötik 

ilaç olmakla normal sağlıklı hücreler üzerinde de yan etkilerinin olduğu bilinmektedir. 

(Minotti ve ark., 2004). 

1.4. Karsinojenite 

 İnsanlar günlük hayatta birçok yolla genotoksik etkenlere maruz kalmaktadır. İnsan 

hücresi genetik materyal üzerinde meydana gelen mutasyonları, genotoksik etkiyi 

onarmak için çeşitli tamir mekanizmalarına sahiptir. Genetik materyalde onarılamayan 

mutasyonların birikimi ise kanser gelişimine neden olabilir. Bu nedenle organizmada 

genotoksik mutajen etkiye neden olan bir maddenin karsinojen etkiye de neden olabilmesi 

mümkündür. Kanser, dünyada olduğu gibi Türkiye'de de önemli bir halk sağlığı 

sorunudur ve toplumdaki sıklığı artmaktadır. Dünyada olduğu gibi Türkiye'de de önemli 

bir halk sağlığı sorunudur ve toplumdaki sıklığı artmaktadır.  

 Genotoksisite, gen ve kromozomların yapı ve sayısında toksik maddelerin etkisiyle 

meydana gelen değişiklikleri ifade eden bir terimdir. Organizmanın maruz kaldığı iç ve 

dış etkenler, yapısal ve sayısal olarak, kromozomlarda ya da genlerde mutasyonel 

değişikliklere neden olmaktadır. Genotoksik maddeler direkt olarak gen veya kromozoma 

etki edebilecekleri gibi DNA replikasyonu, hücre bölünmesi, DNA tamiri veya 

metabolizmal reaksiyonlarda değişikliğe neden olarak dolaylı şekilde genotoksisiteye 

neden olabilirler (Doak ve ark., 2012). 

  Bugüne kadar çeşitli fiziksel maddelerin (ışın, ısı, sıcaklık), kimyasalların, 

ilaçların, gıda katkı maddelerinin, kozmetiklerin genotoksik ve karsinojenik etkilerini 

belirlemek amacıyla farklı test sistemleri geliştirilmiş ve uygulanmıştır. Bu test 



7 

sistemlerinin her birinin diğerlerine göre avantaj ve dezavantajları bulunmaktadır. Birçok 

algin antioksidan içeriği ve anti-kanserojen etkileri üzerine çalışmalar önem 

kazanmaktadır. Bu çalışmada alg (Sargassum sp. ve Cystoseira sp.) özütlerinin 

Drosophila melanogaster’in hayatta kalışına etkisi ve ayrıca kolon kanser hücre hattı 

(DLD-1) üzerine etkisi MTT testi ile araştırıldı.  

1.5. Drosophila melanogaster İle İlgili Genel Bilgiler 

 Drosophila melanogaster diptera ordosundan 2n=8 kromozoma sahip holometabol 

bir böcektir. (Rothwell, 1993). Hayat döngüsü yumurta, larva, pupa ve ergin birey olarak 

4 evreye ayrılır (Ashburner ve Roote, 2000). 

 Drosophila melanogaster ilk olarak 1910 yılında Thomas Hunt Morgan tarafından 

deneysel genetik çalışmalarında kullanılmaya başlanmıştır (Kohler, 1994). Diğer 

ökaryotik deney hayvanlarına göre üretiminin daha kolay ve ucuz olması (Abrahamson 

ve Lewis, 1971), vücut yapısının küçük olması nedeniyle yetiştirilme ve deney 

uygulamaları sırasında geniş üretim alanına gereksinim duyulmaması, beslenme 

ihtiyacının pahalı olmayan kaynaklarla kolaylıkla giderilebilmesi, jenerasyon süresinin 

kısa olması (25 oC de 9-10 gün) ve çok sayıda döl vermesi, kromozom sayısının az olması, 

dev kromozoma sahip olması (Graf ve ark., 1992) gibi birçok nedenden dolayı 

günümüzde halen deneysel araştırmalarda kullanımı tercih edilmektedir. Ayrıca 

memeliler ve Drosophila melanogaster’deki biyolojik, fizyolojik ve nörolojik 

özelliklerin birçoğunun benzerlik göstermesi, insanlarda çeşitli hastalıklara neden olan 

genlerin yaklaşık %75’inin Drosophila melanogaster’in genomunda homolog olarak 

bulunması (Pandey ve Nicholas, 2011) nedenleri ile de Drosophila melanogaster ideal 

bir model organizmadır.  

 Tam başkalaşımın görüldüğü D. melanogaster’ in yaşam döngüsündeki evreler 

Şekil 1.5.1. ‘de verilmiştir. Bu evrelerin optimum sıcaklıktaki (25°C) süreleri aşağıdaki 

gibidir (Graf ve ark., 1992).  

 Embriyonik gelişim: 1 gün 

 Birinci larval evre (L1): 1 gün 

 İkinci larval evre (L2): 1 gün 

 Üçüncü larval evre (L3): 2 gün 

 Prepupa evresi : 4 saat 
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 Pupa evresi : 4.5 gün 

 Yetişkin evresi : 40-50 gün 

 Yumurtaların döllenmesi sonucu meydana gelen embriyogenezden yaklaşık olarak 

24 saaat sonra birinci evredeki larvalar yumurtadan çıkar. 4 gün süren gelişme dönemi 

boyunca larval dokuların çoğaltılması ile larvanın ağırlığı yaklaşık olarak 200 kat artar. 

Larval dokular metamorfoz sırasında yok edilir ve ergin bireyde görülmezler. İmajinal 

disk hücreleri ise metamofoz sırasında ergin bireydeki vücut kısımlarına dönüştürülmek 

üzere değişikliğe uğrarlar (Şekil 1.5.1.). 3. larval evrenin sonuna doğru larva beslenmeyi 

bırakır ve pupa oluşturmak üzere besiyerini terkedip kuru bir ortama geçer.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.5.1. Drosophila’nın hayat döngüsü (Anonymous, 2018). 

 

 Yaklaşık olarak 4 gün süren pupa evresi boyunca larvalar metamorfoza 

uğrayarak ergin bireylere dönüşürler. Pupa evresinin sonunda, yumurtlamadan yaklaşık 

olarak 9-10 gün sonra ergin bireyler ortaya çıkar. Dişi bireylerin vücut ağırlığı ve 

büyüklüğü erkek bireylere göre daha fazladır (Stocker ve Gallant, 2008). Erkek bireyler 

pupadan çıktıktan kısa bir süre sonra eşeysel olgunluğa erişirken, dişi bireyler ırka ve 

sıcaklığa bağlı olarak 6-12 saat sonra eşeysel olgunluğa erişirler. Pupadan çıkan dişi 
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bireyler eşeysel olgunluğa erişinceye kadar geçen bu süre içerisinde virjin olarak 

adlandırılırlar. Bireyler çiftleşmeye başladıktan sonra erkek bireylerden gelen spermler 

dişi bireylerdeki sperm keselerinde toplanır ve daha sonra bu spermler ile yumurtalar 

döllenir. Bu nedenle Drosophila’nın farklı ırkları arasında yapılan çaprazlarda dişi 

bireylerin virjin olması gerekmektedir (Graf ve ark., 1992). 

 Drosophila melanogaster genotoksisite (Sarıkaya ve Çakır, 2005), yaşlanma 

ve ömür uzunluğu çalışmaları (Sarıkaya ve ark., 2006; Peleg ve ark., 2016), 

nörodejenerasyon (Laurent ve ark., 2013; Yang ve ark., 2015), diyabet (Broughton ve 

ark., 2008; Haselton ve ark., 2010), kanser (Dar ve ark., 2012) kalp (Diop ve ark., 2015), 

renal (Zhang ve ark., 2013) hastalıkların moleküler mekanizmalarının anlaşılması, lipid 

(Katewa ve ark., 2012; Song ve ark., 2014), protein (Ferreira ve ark., 2014) 

metabolizmalarının incelenmesi gibi birçok araştırmada kullanılan bir model 

organizmadır. 

1.6. Hayatta Kalış Deneyinde kullanılan Drosophila Irklarının Özellikleri 

 Hayatta kalış deneyinde Drosophila melanogaster’in 3. kromozom üzerinde 0.3 

bölgesinde bulunan ve homozigot çekinik bir mutasyona sahip mwh (multiple wing hair,  

mwh/mwh) ve 3. kromozomda 38.8 bölgesinde bulunan, flr3 mutant (flare, flr3/TM3, 

Bds) genlerine sahip iki mutant ırkı kullanıldı (Graf ve ark., 1992). mwh geni. Drosophila 

melanogaster’in doğal ırklarında kanat hücrelerindeki her hücreden tek kıl çıkarken, mwh 

geni taşıyan bireylerde her bir kanat hücresinden 3 veya daha fazla kıl çıkar. flr3 fenotipte 

kanat kılları kısa, noktasal, kalın veya şekilsiz olmaktadır.  

 flr3 geni homozigot olduğunda lethal etki gösteren TM3 (third multiple 3) ve Bds 

(Beaded-serrate) genleri ile dengelenir (Graf ve ark., 1998). Mwh, flr3 ve Bds genlerinin 

3. kromozom üzerindeki yerleşimleri Şekil 1.5’ de gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

Şekil 1.6.1. Mwh, flr3 ve Bds genlerinin 3. kromozom üzerindeki yerleşimleri (Graf 

ve ark., 1984) 
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 flr3/TM3, Bds ve mwh/mwh genotipli bireylerin çaprazı sonucu transheterozigot 

(mwh/flr3) ve dengelenmiş heterozigot mwh/Bds bireylerde hayatta kalış deneyleri 

yapıldı (Graf ve ark., 1984).   

1.7. MTT Testi 

 İlk olarak Mosmann (1983) tarafından tanımlanan 3-(4,5-dimetil tiyazol-2-

yl)-2,5-difenil tetrazolium bromide (MTT) testi canlı hücrelerin metabolik aktivitelerinin 

ölçümü esasına dayanan kolorimetik bir yöntemdir. MTT boyası içerisindeki sarı renkteki 

suda çözülebilen tetrazolyum tuzu, canlı hücrelerin içine girdikten sonra meydana gelen 

enzimatik reaksiyonlar ile mor renkte ve kristal formdaki formazana indirgenir. 

Reaksiyon sonucu meydana gelen formazan hücre zarından geçemediği için canlı hücre 

içerisinde birikir (Fotakis ve Timbrell, 2006). Gerçekleşen reaksiyon sonucu ortamdaki 

canlı hücrelerin sayısı ile orantılı olarak renk değişimi meydana gelir. Bu yöntemde 

üzerinde değişik sayılarda kuyucuk bulunan plakalara ekimi yapılan hücreler belirli süre 

ile etkisi belirlenmek istenen madde ile muamele edilir. MTT çözeltisinin uygulanması 

sonucu oluşan formazan kristalleri suda çözünür hale getirildikten sonra kuyucuklardaki 

optik yoğunluk spektrofotometre ile saptanır. Spektrofotometrede okunan değerin (O. D) 

büyüklüğü kullanılan MTT çözeltisinin yoğunluğu, inkübasyon süresi, canlı hücrelerin 

sayısı ve bu hücrelerin metabolik aktiviteleri gibi birçok faktöre bağlıdır (Riss ve ark., 

2015). 

 MTT yönteminde kullanılan tetrazolyum tuzunun formazana indirgenme 

mekanizması tam olarak açıklığa kavuşturulamamıştır. Daha önceleri indirgenme 

reaksiyonunun mitokondriyal enzimlerce gerçekleştirildiği düşünülse de daha sonra 

yapılan çalışmalarda bu reaksiyonun mitokondri dışında NADH ve NADPH enzimleri 

aracılığıyla da meydana gelebileceği belirtilmiştir (Riss ve ark., 2015; Fotakis ve 

Timbrell, 2006). MTT testi birçok farklı maddenin sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde 

başarı ile kullanılmıştır (Khedmat ve ark., 2014; Eren ve Özata, 2014; Lee ve ark., 2013). 

 Bu çalışmada alglerden elde edilen özütlerin Drosophila melanogaster’in hayatta 

kalışı üzerine etkisi in vivo olarak ve ayrıca insan kolon kanser hücre hattı (DLD-1) 

üzerine antikarsinojenik etkisi in vitro olarak MTT yöntemi ile araştırıldı.  
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 Antioksidanlar, atmosferik oksijen veya serbest radikaller adı verilen reaktif oksijen 

türlerinin etkisi altında oluşan ve DNA dahil olmak üzere hücrenin yapısal moleküllerine 

zarar veren, oksidasyon işlemlerini geciktiren veya inhibe edebilen bileşiklerdir. 

Günümüzün şehir yaşantısı, çevre sorunları, tempolu iş hayatı, stres gibi faktörler 

nedeniyle özellikle ileri yaşlarda veya belli hastalıkların iyileşmesinde hücreleri koruyan 

antioksidan takviyelere ihtiyaç vardır.  Bu durum algler gibi doğal kaynaklardan elde 

edilen antioksidanları besin takviyeleri veya farmasötik ürünler olarak hayatımıza dahil 

etmektedir.  

 Antioksidanların hayatta kalış ve ömür uzunluğu üzerinde olumlu etkisinin 

olduğuna dair model hayvanlar ile yapılmış çalışmalar mevcuttur (Yakajima ve ark., 

2008; Norzagaray-Valenzuela ve ark., 2017). Bu bağlamda, karotenoidler, flavonoidler, 

fenolik bileşikler ve biyoaktif moleküller gibi organizmadaki serbest radikallerin 

saldırısına karşı savunma mekanizmasına dahil olan doğal ve sürdürülebilir antioksidan 

kaynakları elde etmede alglerin önemi artmaktadır.  Flavonoidlerin serbest radikalleri 

(ROS) yok edici, antioksidan ve anti-inflamatuar etkiye sahip olduğu Sander ve ark., 

(2011) tarafından bildirilmiştir. 

 DNA’da mutajenite ile kanserojenite arasında %80 oranından fazla korelasyon 

olduğu belirtilmektedir (Andrews ve ark., 1978). Antioksidanlar, süperoksit dismutaz, 

katalaz, glutatyon peroksidaz gibi vücudun kendi ürettiği bileşikler olabileceği gibi 

vitaminler, karotenoidler, flavonoidler, antosiyaninler, bazı mineral bileşikleri gibi doğal 

besin kaynaklarından alınarak türetilebilen veya sentetik bileşikler de olabilir.  Bu 

nedenle, son yıllarda, özellikle insan vücudundaki serbest radikallerin zararlı etkilerini 

önleme kapasitesine sahip olan alglerden doğal antioksidanlara olan ilgi artmaktadır. 

Örneğin, alglerin karotenoid, fenolik asit, fukoksantin içeriği ve yağ asidi profili, Foo ve 

arkadaşları (2017) tarafından biyoaktivite değerlendirmesi yapılarak incelendi. Bilim 

Dünyasında hayatta kalış ve ömür uzunluğuna pozitif etkisi konusunda değerli sonuçlar 

alınan alglerin doğal antioksidan içeriği hakkında birçok yayın bulunmaktadır (Farasat ve 

ark., 2013; Marudhupandi ve ark., 2014; Nursid ve ark., 2017). 

 Kanser, dünyada olduğu gibi Türkiye'de de önemli bir halk sağlığı sorunudur ve 

toplumdaki sıklığı artmaktadır (Anonim, 2012). Karsinojenite, kontrolsüz bir biçimde 
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hızla çoğalma eğiliminde olan anormal hücre artışını kapsayan hastalığa sebep olabilecek 

kümenin meydana gelmesindeki artış ve çoğalmasıdır (Anonymous, 2018). 

 Dünyanın birçok ülkesinde olduğu gibi, Türkiye'de de önemli bir halk sağlığı 

sorunu olan kansere bağlı ölüm oranı gittikçe artıyor. Birçok kanser türü olmasına karşın, 

hepsinin hücre bölünmesi kontrolü kaybı olan ortak bir hücresel mekanizmasının olduğu 

bilinmektedir.  Normalde kontrolü kaybeden veya hasarı onaramayan hücreler apoptosise 

girer. Apoptoz, bir hücrenin kendi yıkımını yönlendirmesini sağlayan programlanmış 

hücre ölümü olarak adlandırılır. Apoptoz, memeli gelişiminde ve ardından doku 

homeostazında ve karsinogenezide önemli bir faktördür. Bazı alg türlerinin 

antikanserojenik etkileri olduğu anlayışı, gelecekte önemini daha da artırmıştır.  

 Genotoksisite, gen ve kromozomların yapı ve sayısında toksik maddelerin etkisiyle 

meydana gelen değişiklikleri ifade eden bir terimdir. Organizmanın maruz kaldığı iç ve 

dış etkenler, yapısal ve sayısal olarak, kromozomlarda ya da genlerde mutasyonel 

değişikliklere neden olmaktadır. Genotoksik maddeler direkt olarak gen veya kromozoma 

etki edebilecekleri gibi DNA replikasyonu, hücre bölünmesi, DNA tamiri veya 

metabolizmal reaksiyonlarda değişikliğe neden olarak dolaylı şekilde genotoksisiteye 

neden olabilirler (Doak ve ark., 2012). İnsanlar günlük hayatta birçok yolla genotoksik 

etkenlere maruz kalmaktadır. İnsan hücresi genetik materyal üzerinde meydana gelen 

mutasyonları onarmak için çeşitli tamir mekanizmalarına sahiptir. Genetik materyalde 

onarılamayan mutasyonların birikimi ise kanser gelişimine neden olabilir. Bu nedenle 

organizmada genotoksik mutajen etkiye neden olan bir maddenin karsinojen etkiye de 

neden olabilmesi mümkündür.  

 Bugüne kadar çeşitli fiziksel maddelerin (ışın, ısı, sıcaklık), kimyasalların, ilaçların, 

gıda katkı maddelerinin, kozmetiklerin genotoksik ve karsinojenik etkilerini belirlemek 

amacıyla farklı test sistemleri geliştirilmiş ve uygulanmıştır. Bu test sistemlerinin 

herbirinin diğerlerine göre avantaj ve dezavantajları bulunmaktadır. Bu çalışmada alg 

(Sargassum sp. ve Cystoseira sp.) özütlerinin Drosophila melanogaster’in hayatta 

kalışına etkisi ve ayrıca kolon kanser hücre hattı (DLD-1) üzerine etkisi MTT testi ile 

araştırıldı. 

 Alglerin gıda ve terapötik ilaçların ham maddesi olarak anti kanserojenik etkileri 

üzerine çalışmalar bulunmaktadır. Bu nedenle son yıllarda algal suşlarının anti-

kanserojen etkileri üzerine çalışmalar önem kazanmaktadır. Örneğin, Kim ve ark. (2010) 
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kahverengi yosunlarda bulunan fukoidanın insan kolon kanseri hücrelerinin apoptozu 

oluşturduğunu bildirmiştir. Huang ve ark., (2005) deniz yosunlarının (Colpomenia 

sinuosa, Halimeda discoidae ve Galaxaura oblongata) ekstraktlarının insan hepatomu ve 

lösemi hücreleri üzerindeki antitümör etkisini incelediler ve sonuçları reaktif oksijen 

türlerinin apoptotik sinyal yolağında önemli bir arabulucu olduğu ve yosun 

ekstraktlarının, insan lösemi hücrelerinde reaktif oksijen türlerinin üretilmesi yoluyla 

apoptozu indüklediği şeklinde yorumlandılar. 

 Araştırmalar, kanserin genetik ve çevresel faktörlerden kaynaklanabileceğini 

gösteriyor. Genetik mirasımızı değiştiremeyebiliriz ancak beslenme, yaşam tarzı ve 

tedavi yöntemleri ile kendimizi bu hastalıktan korumak mümkün olabilir. Özellikle bazı 

kahverengi yosunların içeriğindeki antioksidantların, sağlıklı beslenme ve uzun ömür için 

değerli olduğu bulunmuştur (Drum, 2013). Yosunların antioksidan bileşenlerinin anti-

kanser etkileri üzerine birçok çalışma bulunmaktadır. Örneğin, kahverengi yosun, 

Sargassum polycystum’dan izole edilen fukoidanın antioksidan ve anti-kanser etkisi, 

Palanisamy ve arkadaşları (Palasinamy ve ark., 2017) tarafından araştırılmış ve sonuçlar 

Sargassum polycystum'dan izole edilen fukoidanın güçlü antioksidan ve antikanser 

özelliklere sahip olduğunu göstermiştir. 

 Hava ile kurutulmuş 46 farklı deniz antitümör aktivitesi açısından incelenmiş ve 

Ehrlich karsinomasına karşı pozitif etki tespit edilmiştir. Kahverengi ve kırmızı alglerden 

elde edilen birkaç glikolipid ve fosfolipid fraksiyonu da Meth-A fibrosarkoma karşı etkili 

bulunmuştur (Kwon ve ark., 2007). Yosun ekstraklarının son zamanlarda antioksidan ve 

anti-tümör aktiviteleri olduğu bulunmuştur. Deniz alglerinin sıcak suda çözünen bir 

polisakariti ve   yosunun doğal bir bileşeni olan Fucoidan, önemli apoptotik moleküller i 

hedef alarak çeşitli kanser türlerine karşı anti kanser aktivitesine de sahiptir (Kwak ve 

ark., 2012; Atashrazm ve ark., 2015). Astaksantinin, antioksidan aktivite yönünden 

önemli potansiyele sahip kırmızı bir karotenoid pigment olduğu bilinir. Diğer örnek, 

deniz yosunlarından türetilen doğal bir madde olan fukoidan, immüno-modülatör ve 

sitotoksik aktivitelerdir ve potansiyel bir anti-kanser ajanı olarak araştırılmıştır 

(Atashrazm ve ark., 2015; Atashrazm ve ark., 2016). 

 Alglerin kanser üzerindeki koruyucu etkilerini gösteren birçok bilimsel çalışma 

bulunmaktadır. Örneğin, kahverengi yosun Sargassum duplicatum'dan izole edilen 

laminarin ve fukoidan, in vitro kolon kanseri hücrelerinin koloni oluşumuna karşı 
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bulunmuştur (Usoltseva ve ark., 2017). Gonzalez-Ballesteros ve ark., (2017), kahverengi 

makroalglerin, altın nanopartiküllerin elde edilmesinde elde edilen ekstraktların kolon 

rektal kanser tedavisinde önemli bir potansiyele sahip olduğunu bildirmiştir. Fucoidan, 

deniz kahverengisi yosunlardan ekstrakte edilen sülfatlanmış bir polisakarit, anti-kanser 

de dahil olmak üzere geniş biyoaktiflik yelpazesine sahiptir. Padina sp'den fukoidanın 

potansiyel seçici sitotoksisite gösterdiği ve bir anti-kanser bileşiği geliştirilmesi için umut 

verici olduğu bildirilmiştir (Isnansetyo ve ark., 2017). Alglerin antikanser etkilerini 

araştırılması yönünde halen yoğun çalışmalar devam etmektedir. 

 Phlorotanninler, deniz kahverengi alglerden elde edilen eşsiz bileşikler olarak 

tanımlanmıştır. Florotanninler, kahverengi yosun tarafından ikincil metabolitler olarak 

üretilirler ve hücre çeperlerinin farklı bileşenleri ile kompleks oluştururlar. 

Florotanninler, alglerin fizyolojik bütünlüğü için gerekli olup, kimyasal savunma, 

besleyici madde görevi ve UV radyasyonundaki değişimlere yanıt olarak oluşan oksidatif 

hasara karşı koruma, diğer organizmalarla veya abiyotik çevre ile olan etkileşimler gibi 

birtakım önemli ikincil rolleri içeren hücre duvarının ayrılmaz bileşenleri olduğu rapor 

edilmektedir (Tierney ve ark., 20113; Steevensz ve ark., 2012) 

 Yüksek antioksidan potansiyelleri olan S. fusiforme'den gelen klorotannin 

ekstraksiyonu ve zenginleştirilmesi için bir prosedür geliştirilen bir çalışmada yeni 

keşfedilen bazı carmalol türevlerini içeren Eckol tipi klorotanninlerin, Sargassum 

türlerinde ilk defa saptandığı rapor edilmiştir (Li ve ark., 2017).  

 Praiboon ve arkadaşları (2017) tarafından adriamisin'e dirençli bir insan küçük 

hücreli akciğer karsinom hücre hattına (GLC4 / Adr) karşı mevsimsel toplanan 

Sargassum oligocystum'un beslenme bileşenlerini ve anti-proliferatif etkinliğini 

araştırmıştır.  Anti-proliferatif etkinlik konusunda ekstraktlardaki E vitamini (α-

tokoferol) ile pozitif bir korelasyon olduğu belirtilmiştir. Toplam fenolik veya 

fukoksantin içeriği ile anti-proliferatif etkinlik arasında net bir korelasyon bulunmazken 

bu algin   gelecekte fonksiyonel gıda veya kanser tedavileri için alternatif bir kaynak olma 

potansiyeline sahip olduğuna dikkat çekilmiştir. 

 Toksik maddelerin etkisiyle meydana gelen değişiklikleri ifade eden genotoksisite 

organizmanın maruz kaldığı iç ve dış etkenler, kromozomlarda ya da genlerde meydana 

gelen mutasyonel değişikliklerin araştırılması ile ortaya çıkarılır. Genotoksik maddeler 

direkt olarak kromozom veya DNA’yı etkileyebileceği gibi, metabolizmal reaksiyonlarda 
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da değişikliğe neden olarak dolaylı şekilde genotoksik olabilir (Doak ve ark., 2012). 

Hücre genetik materyalinde oluşan bazı bu tip olumsuz gelişmeler eğer hücrede mevcut 

olam çeşitli tamir mekanizmalarından uygun olan ile tamir edilemezlerse kanser 

gelişimine neden olabilirler. Uzmanlar bu onarılamayan mutasyon birikiminin ileri 

yaşlarda kanser gelişimine neden olabildiğini ifade etmektedir ve organizmada 

genotoksik mutajen etkiye neden olan bir maddeninbu birikimle ileride karsinojen etkiye 

de neden olabileceği ifade edilmektedir (Atlı Şekeroğlu ve Şekeroğlu, 2011). Genotoksik 

ve karsinojenik etkilerin belirlenmesi için canlılar üzerinde yapılan testlerin her birinin 

diğerlerine göre avantaj ve dezavantajları bulunmaktadır (Alakwaa, 2018; Han ve ark., 

2018; Mosesso ve Cinelli, 2018; Piberger ve ark., 2018). Dünyada olduğu gibi Türkiye'de 

de önemli bir halk sağlığı sorunudur ve toplumdaki sıklığı artmaktadır (Anonim, 2012). 

Karsinojenite, kontrolsüz bir biçimde hızla çoğalma eğiliminde olan anormal hücre 

artışını kapsayan hastalığa sebep olabilecek kümenin meydana gelmesindeki artış ve 

çoğalmasıdır (Anonymous, 2018). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Örnekleme İstasyonları 

Bu çalışmada kullanılan alg örnekleri (Sargassum sp. ve Cystoseira sp.) 2015 yılı 

ağustos ayında Doğu Akdeniz kıyısında yer alan İskenderun Körfezi’nin Kale ve Konacık 

bölgelerinden dalarak toplanmıştır. 

 

 

Şekil 3.1.1.1. İskenderun Körfezi’nin Kale ve Konacık Bölgeleri 
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3.1.2. Alg Örnekleri 

Bu çalışmada kullanılan alg örnekleri (Sargassum ssp. ve Cystoseira sp.) 2015 yılı 

ağustos ayında Doğu Akdeniz kıyısında yer alan İskenderun Körfezi’nin Kale ve Konacık 

bölgelerinden dalarak toplanmıştır. 

3.1.3. Doksorubisin 

Hücre kültürü uygulamalarında pozitif kontrol olarak doksorubisin (Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, Texas, USA) kullanıldı.  Hücre kültürü uygulamalarında DLD-1 

hücrelerine uygulamak üzere doksorubisin karanlık ortamda RPMI besiyerinde 

çözüldükten sonra kullanılmıştır. 

3.1.4. Kullanılan Cihazlar 

Hücre kültürü çalışmalarında biyogüvenlik kabini (Esco, Class II Biological Safety 

Cabinet), hassas terazi (Mettler Toledo Ms New Classic), hücre sayım cihazı (InVitrogen 

Countess), ışık mikroskobu (Leica DMIL LED), invert mikroskop (Leica DMI6000 B), 

inkübatör (Binder), mikroplak okuyucu (Biotek PowerWave XS2), otomatik pipet 

(Pipetman, Gilson), santrifüj (Hettich Zentrifugen Rotina 380R), vorteks (Heidolp Reax 

Top) kullanılmıştır. 

3.1.5. Kullanılan Kimyasallar 

Hücre kültürü çalışmalarında RPMI besiyeri (Biological Industries), serum 

(Biological Industries), tripsin-EDTA (Biological Industries), penisilin ve streptomisin 

antibiyotikleri (Biological Industries), MTT boyası (Roche), PBS (Amresco), DMSO 

(Merck), ribonükleaz A (Serva), propidium iyodür (Serva), Hoechst boyası (Serva) 

kullanılmıştır. 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Alg Ekstraktlarının Hazırlanması 

Toplanan ve ayıklanan makroalgler etüvde kurutulduktan ayrı ayrı porselen 

havanda toz haline gelinceye kadar ezildi. Öğütülen alglerin etanol çözücüsünde (w:v; 

1:10), yatay çalkalayıcıda (Kuhner ISF1-XC) (125 rpm) oda sıcaklığında 24 saat süreyle 
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ekstraksiyonu yapıldı. Ekstraksiyon filtre edildikten sonra rotary evaporatör (Bucchi 

Rotavapor R-210) aracılığıyla etanol uzaklaştırıldı. Elde edilen ekstraktlar denemelerde 

kullanılıncaya kadar +4°C’de amber rengi şişelerde muhafaza edildi. 

3.2.2. Hayatta Kalış Deneyleri 

3.2.2.1. Drosophila Stokları 

Çalışmada kullanılan Drosophila melanogaster’in sık kanat kıllılığı (multiple wing 

hair, mwh/mwh) ve düzensiz kanat kıllılığı (flare, flr3/ In (3LR), TM3 Bd) genlerine sahip 

iki mutant ırkı Zürih Üniversitesi Toksikoloji Enstitüsü’nden temin edildi.  

3.2.2.2. Uygulamada kullanılan kimyasallar 

Bu çalışmada toksik etkisi daha önceden bilinen ve kemoterapide kullanılan 

doksorubisin ve su, kontrol deneylerinde kullanılmıştır. Ayrıca hazır Drosophila besiyeri 

ve doku kültürü için materyal ve metod bölümünde adı geçen kimyasallar kullanılmıştır. 

3.2.2.3. Uygulama 

Stoklar ve deney sistemleri 25oC ve %40-60 bağıl neme ayarlanmış etüvlerde 

tutuldu ve standart Drosophila besiyeri (Instant Drosophila Medium, Carolina Biological 

Supply Company, Burlington, N.C.) kullanıldı. Mutant soylardan 5 günlük mwh virjin 

dişilerle, aynı yaştaki flr3 erkeklerinin çaprazlanmasından 3 gün sonra 4’er saat aralıklarla 

toplanan yumurtalardan trans-heterozigot üçüncü dönem larvalar elde edildi. Standart 

besi ortamından alınarak yıkanan larvalar 100’erli gruplar halinde 1,5 g besi ortamı 5 ml 

belirlenen dozdaki kimyasal ile ıslatılarak ortama gömüldü (Graf ve ark., 1989). Kimyasal 

içeren standart besi ortamına alınan larvalar gelişmelerini tamamlamaya bırakıldı. 

Pupadan çıkan ergin bireyler hafif eterle bayıltılarak diseksiyon mikroskobu altında 

cinsiyet ve fenotiplerine göre ayırt edilmiştir. Her doz uygulaması üç kez tekrarlandı ve 

bu tekrar gruplarından alınan sonuçların farklılığının önemi χ2 testi yapılarak kontrol 

edildi. Pupadan çıkan birey sayıları tespit edilmiştir (Graf ve ark., 1984). 

3.2.2.4. Laboratuar Koşulları 

Stoklar ve deney grupları 25 ± 1 ºC ve %40-60’lık bağıl nem ortamında özel iklim 

dolaplarında muamele edildi ve sinekler standart besi ortamı ile beslendi. 
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3.2.3. Hücre Kültürü Çalışmaları (MTT Testi) ve Hücre Hatları 

Doksorubisinin ve alg ekstraktlarının antikarsinojenik etkileri ayrı ayrı ve birlikte 

uygulamalarla insan kolon kanseri hücre hattı (DLD-1)’nda MTT yöntemi ile 

değerlendirildi. Hücre kültürü çalışmalarında kullanılacak doksorubisin dozu Tai ve ark., 

(2013) tarafından yapılan çalışmaya göre uygulandı. 

3.2.4. Hücrelerin Üretilmesi ve Ekim İşlemi 

Sıvı nitrojen tankında depolanan DLD-1 hücre hattı ekim yapılmak üzere çözülüp, 

hücreler falkon tüpe aktarıldıktan sonra üzerlerine 1 ml hücre medyumu (%89 RPMI, 

%10 Fetal Bovine Serum, %1 Antibiyotik) eklenmiştir. 3000 rpm’de 1 dakika santrifüj 

işleminden sonra süpernatant kısmı atılmış, tüpte kalan hücrelerin üzerine her bir flask 

için 3,5 ml medyum ilave edilip homojenize hale getirildikten sonra flasklara ekim 

yapılmıştır. Ekimi yapılan hücreler 37°C’de 2 gün süre ile inkübasyona tabi tutulmuştur. 

Hücrelerin sayımı otomatik hücre sayım cihazı ile yapılmıştır.  

İnkübasyon süresi sonunda flasklardaki medyum atılıp, her flaska 0,5 ml Tripsin-

EDTA çözeltisi eklenmiştir. Hücrelerin flasktan kalkması için 3-4 dakika inkübasyona 

tabi tutulmuştur. Hücreler tamamiyle kalktıktan sonra enzim aktivitesini durdurması için 

hücrelerin üzerine 1 ml medyum eklenmiştir. Enzim ve medyum karışımı falkon tüplere 

aktarılıp, 3000 rpm’de 1 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatant atıldıktan sonra, tüpte 

kalan hücrelerin üzerine 1 ml medyum eklenip hücre sayımı yapılmıştır. 48 kuyucuklu 

plağa her kuyucukta 20x103 hücre olacak şekilde ekim yapılmıştır. Hücrelerin plaklara 

tutunması için 24 saat beklenmiştir.  

24 saatin sonunda plaklardaki medyum boşaltıldıktan sonra bitki ekstraktlarının 3 

farklı dozu (25, 12.5, 6.25 µg/ml) ayrı ayrı ve doksorubisinle (10 µM) kombine olarak 

uygulanmıştır. Ayrıca sadece besiyeri uygulanan negatif kontrol ve sadece doksorubisin 

uygulanan pozitif kontrol denemeleri yapılmıştır. Her kuyucuğa toplam hacim 150 µl 

olacak şekilde test maddesi eklenmiştir. 

24 saatlik inkübasyon süresi sonunda plaklardaki medyumlar boşaltılıp tüm 

kuyucuklara 100’er µl içinde fenol red olmayan medyum ve 25 µl MTT solüsyonu 

eklenip 3,5 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda 100 µl MTT çözücüsü (4 mM 

HCl, 0.1% Nondet P-40 (NP40), izopropanol) eklenip, 15 dakika süre ile inkübasyon 
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sonrasında, farklı bir plağa aktarılıp, mikroplak okuyucuda 590 nm dalga boyunda okuma 

yapılmıştır. Referans dalga boyu 620 nm alınmıştır. 

3.2.5. İstatistik Analizleri 

Farklı konsantrasyonlardaki absorbans değerleri aritmetik ortalamaları standart 

hataları ile birlikte MS Excel programında hesaplanmıştır. Bu hesaplamalar grafik ve 

tablo halinde sunulmuştur  
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA 

4.1. Hayatta Kalış Deneylerinden Elde Edilen Bulgular  

Diğer canlılarda olduğu gibi böceklerde de dış faktörlerden olan besin şartlarının 

hayatta kalma ve ömür uzunluğuna etkisinin olduğu bilinmektedir. Algler zengin 

biyokimyasal içerikleri nedeniyle gıda, tıp, tarım, hayvancılık ve endüstriyel alanlarda 

hammadde kaynağı olarak kullanılmaktadır (Çakır ve Sarıkaya, 2004). Bu çalışmada 

standart Drosophila besi yerine Sargassum sp., ve Cystoseira sp. özütlerinin farklı 

konsantrasyonları ilave edilmiş ve Drosophila’nın hayatta kalma üzerine etkileri 

belirlenmiştir. Drosophila melenogaster’in multiple wing hair., (mwh / mwh) ve flare., 

(flr / In (3LR), TM3 Bd) mutant çaprazından elde edilen transheterozigot larvalara adı 

geçen iki algin farklı konsantrasyonları dört kez uygulanmış ve sonuçlar birbirleriyle 

karşılaştırılmıştır. Ayrıca su ile kontrol deneyleri yapılmış. Deneylerden elde edilen 

hayatta kalma sonuçları Şekil 4.1.1.’de gösterilmiştir. 

Sargassum sp. ve Cystoseira sp. özütlerinin Drosophila melanogaster larvalarının 

hayatta kalışları üzerine etkileri ile ilgili sonuçlara göre, test edilen her iki kahverengi 

algden elde edilen özütlerin her birinin kontrol grubuna göre, larvaların hayatta kalış 

oranlarını pozitif yönde etkilediği görülmüştür. Su kontrol grubunda hayatta kalış oranı 

%83 olarak bulunmuştur. Test edilen 2 algde de hayatta kalış oranı su kontrol grubuna 

göre bir artış göstermiştir. Alg gruplarının su kontrole göre hayatta kalış oranlarındaki 

artışa bakıldığında Sargassum sp. en az artış gösterirken (%88), Cystoseira sp. (%94) en 

fazla artış gösteren grup olarak değerlendirilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.1.1. Sargassum sp., ve Cystoseira sp. özütlerinin Drosophila melanogaster 

larvalarının hayatta kalışları üzerine etkileri. 

 



22 

 Peng ve ark., (2011) 5mg/ml yaban mersini ekstraktını Drosophila melanogaster' e 

uygulayarak yaptıkları çalışmada hayatta kalma oranının %50 oranında arttığını tespit 

etmişlerdir. Mahtab ve ark., (2008) 2mg/ml Rosa damascena' nın yetişkin Drosophila 

melanogaster'e uygulamaları sonucunda mortalite oranını erkek bireylerde %23 ve dişi 

bireylerde %22 azalttığını bildirmişlerdir. Çalışmamız önceki çalışmalar ile parelellik 

göstermektedir. 

4.2. MTT Testinden Elde Edilen Bulgular 

 Canlı hücrelerin metabolik aktivitelerinin ölçümü esasına dayanan kolorimetik bir 

yöntem olan MTT testi ile Sargassum ssp., ve Cystoseira sp. özütlerinin farklı dozlarının 

DLD-1 (insan kolon kanseri) hücre hattı üzerindeki etkileri incelenmiştir. Alg özütlerinin 

DLD-1 hücre hattı üzerindeki etkilerinin değerlendirilmesi için özütler ayrı ayrı 25 µg/ml, 

12,5 µg/ml ve 6,25 µg/ml dozlarında 24 saat süre ile hücrelere uygulanmıştır. Ayrıca 

özütün her bir dozu, 10 µM doksorubisin (Dxr) ile kombine olarak hücre hattına 

uygulanmıştır. Negatif kontrol olarak hücre hattına sadece besiyeri, pozitif kontrol olarak 

sadece doksorubisin (10 µM) uygulanmıştır. Yapılan uygulamalardan sonra mikroplak 

okuyucudan elde edilen optik dansite (OD) değerlerine göre yapılan absorbans 

değerlendirme sonuçları Tablo 4.2.1. ve Şekil 4.2.1’de verilmiştir. 

Çizelge 4.2.1. Sargassum sp., ve Cystoseira sp. özütlerinin DLD-1 (insan kolon 

kanseri) hücre hattı üzerindeki farklı doz uygulamalarından elde edilen absorbans 

değerleri. 
  

Alg Özüt Konsantrasyonları Ortalama Standart Hata 

Dox 

İlavesiz 

Kontrol 0,33 0,01 

Sargassum sp. 25 0,45 0,02 

12,5 0,51 0,10 

6,25 0,33 0,03 

Cystoseira sp. 25 0,51 0,01 

12,5 0,44 0,07 

6,25 0,36 0,07 

Dox İlaveli Kontrol 0,18 0,02 

Sargassum sp. 25 0,37 0,11 

12,5 0,34 0,03 

6,25 0,25 0,05 

Cystoseira sp. 25 0,34 0,01 

12,5 0,20 0,03 

6,25 0,20 0,05 
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Şekil 4.2.1. Sargassum sp., ve Cystoseira sp. özütlerinin DLD-1 (insan kolon kanseri) 

hücre hattı üzerindeki farklı doz uygulamalarından elde edilen absorbans değerlerinin 

karşılaştırılması. 

 Suyun kontrol olarak kullanıldığı kuyucuklarda absorbans değer ortalaması 0,33 ve 

kemoterapide kulanılan doksorubisinin kontrol olarak kullanıldığı kuyucuklarda ise 

absorbans değer ortalaması 0,18 bulunmuştur.  

 Sargassum sp., özütünün 25 µg/ml, 12,5 µg/ml ve 6,25 µg/ml dozlarının 24 saat 

süre ile hücrelere uygulanmasında absorbans değerleri sıra ile 0,45, 0,51 ve 0,33 

bulunmuştur. Cystoseira sp özütünün 25 µg/ml, 12,5 µg/ml ve 6,25 µg/ml dozlarında ise 

bu değerler sıra ile 0,51, 0,44 ve 0,36 bulunmuştur.  

 Sargassum sp., özütünün 25 µg/ml, 12,5 µg/ml ve 6,25 µg/ml dozlarının 24 saat 

süre ile hücrelere doksorubisin ile uygulanmasında absorbans değerleri sıra ile 0,37, 0,34 

ve 0,25 bulunmuştur. Cystoseira sp özütünün 25 µg/ml, 12,5 µg/ml ve 6,25 µg/ml 

dozlarında ise bu değerler sıra ile 0,34, 0,20 ve 0,20 bulunmuştur. 

 Alg özütlerinin MTT test sonuçlarına göre genel alg özütlerinin su kontrole göre 

absorban değerlerini artırdığını, fakat doksorubisin ile birlikte uygulamalarda bütün 

dozlarda absorbans değerlerinde bir düşme olduğu görülmüştür. Bunun nedeni 

doksorubisinin sitotoksik etkisidir. Fakat alg özütlerinin de kullanımı ile bu negatif 

etkinin azaldığı görülmektedir. Bu sonuçlar bu konuda yapılan benzer çalışmaların 

sonuçları ile paralellik göstermektedir. Bunun nedeni olarak da kahverengi alglerin 
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içeriğinde bulunan fukoidan benzeri antioksidan ve diğer bioaktif bileşiklerin varlığı 

olarak yorumlanmıştır. 
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5. SONUÇLAR ve ÖNERİ  

 Bu çalışmada, iki kahverengi makro alg olan Cystoseira sp. ve Sargassum sp. 

cinslerine ait özütlerin in vivo olarak Drosophila melanogaster’in hayatta kalışına etkileri 

ve bu alg özütlerinin insan kolon kanser hücre hattında (DLD-1) in vitro olarak MTT testi 

ile antikanser etkilerini araştırmak hedeflenmiştir.  

 Algal özütlerin içinde insan sağlığı için olumlu etkileri olduğu bilinen flavonoid, 

karotenoid, fenolik bileşikler, yağ asitleri gibi bileşenler olduğu ve farklı sanayi 

alanlarında fonksiyonel biyoaktifler olarak kullanıldığı bilinmektedir (Arıca ve ark., 

2017). İnsanların günlük hayatta karşılaştıkları çeşitli genotoksinlere karşı biyoaktif doğal 

katkı maddeleri içeren bitkilerin sahip oldukları potansiyelden yararlanılabilir.  

 Günümüzde içerdikleri bileşenler ve bu bileşenlerin sağlık üzerindeki olumlu 

etkileri yapılan araştırmalarla ortaya çıkarılan alglerin, iyileştirici etkileri üzerine birçok 

çalışma bulunmaktadır. Algler flavonoid ve karotenoid gibi zengin antioksidan 

özellikteki içerikleri nedeniyle çevre kirliliğinin arttığı günümüzde alternatif besin 

kaynağı ve etken madde potansiyeli olma açısından da önem kazanmıştır. Modern 

yaşamın getirdiği olumsuz etkilerin hücreler bazında oluşturduğu hasarların antioksidan 

besin katkıları ile tölere edilerek erken yaşlanmaya neden olan metabolizmal hastalıkların 

azaltılabileceği fikri kabul görmektedir. Bu bağlamda alglerin hayatta kalma, hücredeki 

serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi ve anti kanser etkileri gibi potansiyellerinin 

araştırılması benzeri çalışmalar, sucul kaynaklardan alglerin önemini artırmaktadır.  

 Bu çalışmada iki kahverengi alg (Sargassum sp., ve Cystoseira sp.) özütünün insan 

kolon kanseri hücre hattı (DLD-1) üzerindeki etkileri incelenmiştir. Canlı hücrelerin 

metabolik aktivitelerinin ölçümü esasına dayanan ve kolorimetik bir yöntem olan MTT 

testi ile Sargassum sp., ve Cystoseira sp. özütlerinin farklı dozlarının DLD-1 hücre hattı 

üzerindeki etkileri ile ilgili genel sonuçlar, her iki alg özütünün de absorbansı artırdığı 

yönündedir. Bilindiği gibi Spektrofotometrede okunan absorbans değerinin (O.D) 

büyüklüğü kullanılan MTT çözeltisinin yoğunluğu, inkübasyon süresi, canlı hücrelerin 

sayısı ve bu hücrelerin metabolik aktiviteleri gibi birçok faktöre bağlıdır (Fotakis ve 

Timbrell, 2006; Riss ve ark., 2015). Bu çalışmada denemeler bu bilgiler göz önünde 

bulundurularak yapılmıştır. Bu durumda alg özütlerinin ilavesi ile görülen absorbansdaki 

artış canlı hücre sayısının artışı olarak değerlendirilebilir.  
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 Çeşitli kanser türlerinin tedavisinde kemoterapik bir ilaç olarak kullanılan 

doksorubisinin diğer sağlıklı hücreler üzerinde de yan etkisinin olduğu bilinir. Bu 

çalışmada incelenen iki kahverengi alg özütünün doksorubisinin DLD-1 hücre hattı 

üzerinde oluşturduğu sitotoksik etkiye katkısı incelenmiştir. Bu çalışma sonuçları, her iki 

alg özütünün de genel olarak doksorubisinin DLD-1 hücre hattı üzerinde olumsuz etkisini 

azaltıcı yönde etki yaptığını göstermiştir.  

 Hücrenin fizyolojik bütünlüğünde hücreyi UV radyasyonu gibi  dış ortamın 

zararlılarına karşı koruyan ve  bazı kahverengi deniz alglerinden elde edilen eşsiz 

bileşiklerden olan phlorotanninler (Tierney ve ark., 20113; Steevensz ve ark., 2012), 

polisakkaritler ve yosunun doğal bir bileşeni olan fucoidanlar veya astaksantin, gibi 

antioksidan aktivite yönünden  önemli potansiyele sahip (Kwak ve ark., 2012; Atashrazm 

ve ark., 2015) bileşenlerin antioksidan ve antikanser etkisi konusundaki çalışmalardan 

ümit verici sonuçlar alınmıştır. Sargassum polycystum’dan izole edilen fukoidanın 

antioksidan ve anti-kanser etkisi, Palanisamy ve arkadaşları (Palasinamy ve ark., 2017) 

ve bazı diğer bilim adamları (Praiboon ve ark., 2017; Li ve ark., 2017) tarafından 

araştırılmış ve güçlü bir antioksidan olan fukoidanın antioksidan ve antikanser özelliklere 

sahip olduğunu rapor edilmiştir.  

 Bu çalışma sonuçları, araştırmak üzere seçilen bu iki kahverengi algin 

Drosophila’da in vivo olarak hayatta kalış üzerine olumlu etkisinin olduğunu 

göstermiştir. Ayrıca MTT testinden elde edilen sonuçlar da bu alg özütlerinin hücreleri 

kontrol olarak kullanılan sitotoksik bir madde olan doksorubisinin etkisinden koruduğu 

ve canlılığı da olumlu yönde etkilediği şeklinde değerlendirilebilir. Genetik yapımızı 

değiştiremeyiz, fakat antioksidan ve bioaktif madde yönünden zengin yeni 

alternatiflerden faydalanarak, gelecekte kanser gibi hücresel genotoksik etkenlerle oluşan 

sağlık sorunlarını azaltabiliriz.  
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