
ÖZET

Amaç: Bu çal›flman›n amac›, do¤al bir antrakinon türevi olan aloe emodin ve organoplatinler grubundan kemote-
ropatik bir ilaç olan cisplatinin ayr› ayr› ve birarada kullan›ld›klar›nda C6 glioma hücre soyu üzerine etkilerini iki
ve üç boyutlu tümör hücre kültür modelleri kullan›larak incelemekti.
Gereç ve yöntem: ‹ki boyutlu kültürlerde iki ilac›n ayr› ayr› ve birlikte kullan›mlar› 12, 24, 48, 72. saatlerde hem
hücre ço¤almas›, hem de hücre siklusu sentez faz› aç›s›ndan incelendi. Üç boyutlu hücre kültürü modelinde ise her
iki ilac›n ayr› ayr› ve kombine kullan›mlar› 72. saatte hücre siklusu sentez faz› ve hücre ince yap›s› aç›s›ndan de-
¤erlendirildi. 
Bulgular: Aloe emodin, iki boyutlu kültürde hücre ço¤almas›n› azalt›c› etki gösterdi ve hücre siklusu sentez faz›
iflaretlenmesinde azalma meydana getirdi (p<0,0125). Üç boyutlu kültürde de sentez faz›nda azalmaya yol açt›¤›
görüldü (p<0,0125). Sferoid morfolojisinde belirgin bir bozukluk tespit edilmedi. Cisplatin de iki boyutlu kültürde
hücre ço¤almas›n› azaltt› ve hücre siklusu sentez faz› iflaretlenmesinde daha belirgin azalma meydana getirdi
(p<0,0125). Üç boyutlu kültürde de sentez faz›nda daha etkin azalmaya yol açt›¤› görüldü (p<0,0125). Sferoidlerin
genel morfolojileri kontrol ve aloe emodin grubuna göre bozuktu. Kombinasyon grubunda iki ve üç boyutlu kül-
türlerde elde edilen bulgular cisplatin grubunda elde edilen bulgularla benzerdi. 
Sonuç: Aloe emodin ve cisplatin kombine uyguland›klar›nda C6 glioma hücreleri üzerine etkileri iki ve üç boyut-
lu kültür modellerinde incelendi¤inde hücre siklusunda sentez faz›ndaki hücrelerin say›s›nda azalmaya yol açarak
hücre proliferasyonunu azaltt›¤› ve hücre yap›s›nda bozulmaya yol açt›¤› gözlendi. Ancak aloe emodinin cisplati-
nin etkisini artt›r›c› ya da azalt›c› yönde bir etkisinin bulunmad›¤› da tespit edildi. 
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to examine the effects of aloe emodin, a natural anthraqinone derivate, and
cisplatin,  a chemotherapeutic drug from organoplatins group, on C6 glioma cell line with the use of two and three-
dimensional tumour cell culture models. 
Materials and methods: For this purpose, the drugs were administered both alone and in combination for 12, 24,
48, 72 hours and the effects on cell proliferation and the S-phase fraction were determined in two-dimensional cell
culture. In three-dimensional cell culture, the effects of two drugs used alone and in combination were studied at 72
h by determining the S-phase fraction and evaluating the ultrastructure of the cells. 
Results: Aloe emodin has reduced cell proliferation and S-phase fraction in two-dimensional cell culture
(p<0.0125). Aloe emodin has also reduced S-phase labeling in three-dimensional cell culture (p<0.0125). No sig-
nificant disruption has been detected in spheroid morphology. Cisplatin has reduced cell proliferation and S-phase
fraction in two-dimensional cell culture to a greater extent when compared to aloe emodin. Cisplatin also decreased
S-phase labeling index in three-dimensional cell culture significantly when compared to other groups. The overall
morphology of the spheroids was observed to be more strongly destroyed compared to aloe emodin and control
groups. The findings obtained by administrating the combination of both drugs in two and three-dimensional cul-
tures were similar to those of the cisplatin group. 
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G‹R‹fi

Kanser, kalp hastal›klar›ndan sonra tüm ölümlerin ikinci en
s›k sebebidir (19). Kanser tipine ve geliflim evresine ba¤l› ola-
rak cerrahi ç›kar›m, radyoterapi ve kemoterapi yöntemlerinin
ya tek bafllar›na ya da kombine kullan›m›yla tedavi edilmek-
tedir (17). Ancak hastalar›n bir k›sm› hastal›klar›n›n tedavisi
süresince çeflitli destekleyici ve alternatif tedavi yöntemlerini
kullanmaktad›rlar. Bunlar aras›nda enerji tedavileri, bitkisel
tedaviler, akupunktur, meditasyon gibi de¤iflik yöntemler var-
d›r. Bu yaklafl›mlardan bitkisel tedavilere gerek ülkemizde ge-
rekse dünyada oldukça s›k baflvurulmaktad›r (1,13). Di¤er
yandan do¤al yollarla elde edilen ilaçlar›n yan etkilerinin az
oldu¤u düflünülmekle birlikte bu ilaçlar›n klinik kullan›ma ge-
çirilmeden önce yararlar› oldu¤u kadar zararl› etkileri buluna-
bilece¤i gerçe¤inden hareketle, etkilerinin çok dikkatle araflt›-
r›lmas›n›n gereklili¤i ortadad›r. Tedavi seçiminde yarar› bili-
nen ve yan etkisi olmayan uygulamalar›n tercih edilmesi ge-
rekti¤i de aç›kt›r (14).  
Malign beyin tümörlerinin oluflumunun ve geliflmesinin anla-
fl›lmas›nda ve buna dayal› tedavilerin saptanmas›nda, in vivo
çal›flmalarda hayvan tümör modelleri vazgeçilmez kaynaklar-
d›r. Hayvan beyin tümörlerinin, insan beyin tümör modelleri
ile olan benzerlikleri, klinikte parametrelerin tan›mlanmas› ve
do¤ru tedavinin uygulanmas› aç›s›ndan oldukça yol gösterici-
dir (5). Primer beyin tümörlerinin %60 kadar›n› gliomalar
olufltururlar (4). Glioblastoma multiforme (GBM) neoplastik
hücrelerin merkezi sinir sistemine infiltrasyonu sonucu nöro-
lojik fonksiyon kayb›na ve sonunda da ölüme yol açan bir
kanserdir. C6 glioma hücreleri yüksek mitotik aktivite, nükle-
er pleomorfizm, tümör nekroz odaklar›, tümör içi kanama gi-
bi çeflitli malign glioblastoma karakteristiklerine sahip hücre-
ler olarak GBM araflt›rmalar›nda kullan›lmaktad›r. Wistar-
Furth s›çanlar›n N-N’ nitrozometilüre uygulanmas›yla olufltu-
rulan C6 glioma tümör hatt› ilaç etkileflimi çal›flmalar› için
tüm dünyada yayg›n olarak kullan›lmaktad›r (5).   
Bitkisel kaynakl› antrakinon türevi olan aloe emodinin anti-
kanser etkinli¤i çeflitli deneysel çal›flmalarla araflt›r›lm›flt›r
(9,10,11,16,18,21). Aloe emodinin bu etkisi çeflitli tümör hüc-
releri kullan›larak tek tabakal› kültür modellerinde araflt›r›ld›-
¤›nda antikanser özelli¤ini de¤iflik mekanizmalarla gerçeklefl-
tirdi¤i bildirilmifltir. C6 glioma hücreleri ile yap›lan bir in vit-
ro çal›flmada aloe emodinin apoptozis, otofaji ve astrositik
farkl›laflmaya yol açarak antitümör etki gösterdi¤i belirtilmek-
tedir (11). 
Kanser tedavisinde kombine ilaç kullan›m›nda amaç, tedavi-
nin baflar›s›n› art›rmak ve olas› ilaç yan etkilerini azaltmakt›r.
Bu çerçevede; aloe emodinin çeflitli antikanser ilaçlarla kom-
binasyon durumunda etkinli¤inin de¤iflip de¤iflmeyece¤i arafl-
t›r›lmaktad›r. Bu araflt›rmalardan birinde aloe emodinin cisp-
latin ile birlikte kullan›ld›¤›nda C6 glioma hücrelerinde cisp-
latinin toksik etkisini azaltt›¤› ifade edilmifltir (12). Di¤er bir

araflt›rmada ise Merkel hücreli kanser hücre soylar›nda aloe
emodin, doxorubicin ve 5-flourouracil gibi antikanser ilaçlar-
la birlikte kullan›ld›¤›nda, aloe emodinin bu ilaçlar›n özellik-
le düflük dozlar›ndaki antikanser etkinliklerini artt›rd›¤› göz-
lenmifltir (3).
Cisplatin klinikte genellikle ovaryum, testis ve idrar kesesi
kaynakl› kanserlerin tedavisinde kullan›lmakta olan platinum
grubu bir ilaçt›r. Cisplatin hücre içersine girerek DNA ile zin-
cir içi ve zincirler aras› köprüler kurarak kovalent ba¤lar ya-
par. Çeflitli deneysel çal›flmalarda da cisplatinin C6 glioma
hücrelerinde hücre siklus duraklamas›na ve apoptozise  yol
açt›¤›  gösterilmifltir (7,15).     
Antikanser etki mekanizmas› araflt›r›lan aloe emodinin C6 gli-
oma hücreleri veya di¤er hücre soylar› ile yap›lan çal›flmalar-
da genellikle iki boyutlu kültür modelleri kullan›lm›flt›r. Aloe
emodinin üç boyutlu tümör sferoidlerinde etkisinin araflt›r›ld›-
¤› çal›flmalara rastlamad›k. Oysa ki; gerek aloe emodinin tek
bafl›na kullan›m›nda gerekse cisplatin ile kombine edildi¤inde
oluflturaca¤› antitümör etkiyi, in vivo modellere yak›n olan tü-
mör sferoidlerinde de¤erlendirmek klinik kullan›ma geçifli
kolaylaflt›racakt›r.
Çal›flmada, do¤al bir antrakinon türevi olan aloe emodin ile
cisplatinin ayr› ayr› ve birlikte kullan›ld›klar›nda C6 tümör
hücreleri üzerine etkilerinin, hem iki boyutlu hem de üç bo-
yutlu kültürlerde incelenmesi amaçland›. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Hücre kültürü koflullar› ve kullan›lan ilaçlar
Bu araflt›rmada Amerikan Hayvan Hücre Kültür Koleksiyonu
(ATCC) hücre bankas›ndan sa¤lanan s›çan C6 glioma
(ECACC no:558807) hücre soyu kullan›ld›. C6 hücreleri için
besi ortam›,  inaktive edilmifl %10 FCS, 0,2mM glutamin, 100
IU/ml penisilin ve 100 _g/ml streptomisin içeren DMEM-F12
medyumu (Dulbecco’nun Modifiye Edilmifl Eagle Medyu-
mu, besleyici kar›fl›m F12 Ham Medyumu) dur. Hücreler bu
besi ortam›n› içeren 25cm_ ve 75cm_’lik flasklarda, iç ortam›
%5 CO2, %95 nem içeren ve 37°C olan inkübatör (Sanyo)
içinde tutularak ve haftada 2 kez rutin pasaj yap›larak üretildi.
Aloe emodin (A 7687 25 mg, Sigma)  saf Dimethilsulfoxide
(DMSO, D2650, Sigma,) içerisinde haz›rland›. Cisplatin (
Ebewe 10mg ) ise  steril  serum fizyolojik ile dilüe edildi.

Deney protokolleri
Çal›flman›n ilk aflamas›nda, 6 kuyucuklu kültür kaplar›n›n her
bir kuyucu¤una %100 canl›   500 000 C6 hücresi 5 ml
DMEM-F12 medyumu içinde ekildi. Aloe emodinin 10, 20 ve
40 µM dozlarda, cisplatin ise 0.1, 1 ve 10 µg/ml dozlarda uy-
guland›. Kontrol gruplar›na ise herhangi bir ilaç uygulamas›
yap›lmad›. Aloe emodin ve cisplatinin etkin dozlar›n›n belir-
lenmesi için 12, 24, 48 ve 72. saatler sonunda  zamana ve do-
za ba¤l› proliferasyon de¤erleri belirlendi. 

The effects of aloe emodin and cisplatin on glioma cell line

Conclusion: In conclusion, the combination of aloe emodin and cisplatin decreases cell proliferation and S-phase
fraction and causes disruption of the morphology of C6 glioma cells in two- and three-dimensional cell culture mo-
dels, but no aggravation or alleviation of the effects of cisplatin can be observed by aloe emodin treatment. 
Key words: Aloe emodin, cisplatin, C6 glioma, spheroid, cell culture
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Çal›flman›n ikinci aflamas›nda kontrol, aloe emodin, cisp-
latin ve kombinasyon  grubu (Aloe emodin + cisplatin )
olmak üzere 4 grup oluflturuldu. Aloe emodinin etkin do-
zu olarak 20 µM/ml , cisplatinin etkin dozu olarak ise 1
µg/ml kullan›ld›. Tüm gruplarda 12, 24, 48 ve 72. saatler
sonunda zamana ve doza ba¤l›  hücre proliferasyon oran-
lar› tespit edildi.

‹mmunohistokimyasal Yöntemler
Kontrol ve deney gruplar›na ait hücrelerin BrdU ile iflaretlen-
me indekslerinin tespiti amac›yla, her bir grup için 24 kuyu-
cuklu kültür kaplar›na kuyucuk bafl›na 40 000 canl› C6 hücre-
si lamel üzerine ekildi. Aloe emodin, cisplatinin ve kombinas-
yon gruplar›na ilaçlar›n etkin dozlar› uygulan›rken kontrol
grubuna herhangi bir uygulama yap›lmad›. 24, 48 ve 72. saat-
lerin sonunda, tüm gruplardaki hücreler 1 saat süreyle BrdU
ile muamele edildi. Daha sonra hücreler  %70 etanolde 0
oC’de 30 dk da tespit edilerek immünohistokimyasal prosedür
için haz›rland›.
Üç boyutlu kültür modelinde ise, her bir grup için agarla kap-
lanm›fl 6 kuyucuklu kültür kaplar›n›n her bir kuyucu¤una 5 ml
medyum içerisinde 1.000.000 canl› C6 hücresi ekildi. Hücre-
ler rutin bak›mlar› yap›lmak kayd›yla nemli %5 CO2 hava ka-
r›fl›ml› ortamda 37oC’de 7 gün süreyle sferoid oluflumu için
bekletildi. Deney grubu sferoidlerine etkin dozlarda ilaçlar uy-
gulan›rken kontrol grubu sferoidlerine ise herhangi bir ilaç uy-
gulamas› yap›lmad›. 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda tüm grup-
lardaki sferoidler  1 saat süreyle  BrdU ile muamele edildikten
sonra  %10 formaldehitte tespit edildi. Rutin takip ifllemlerin-
den sonra parafinde blokland›.
‹ki boyutlu ve üç boyutlu kültürlerde immünohistokimyasal
boyamada primer antikor olarak, NCL-BrdU (mouse, monoc-
lonal), sekonder antikor olarak ise Biotinylated Goat Anti-
Mouse kullan›ld›. Preperatlar ›fl›k mikroskopunda (Olympus
CX21) de¤erlendirilerek sentez faz›ndaki hücrelerin BrdU ile
iflaretlenme oranlar› belirlendi.

Elektron mikroskopik yöntem
Kontrol ve deney gruplar›ndaki sferoidler  %1.5 gluteraldehit-
te 30 dk 4oC de  bekletilerek tespit edildi.Daha sonra  OsO4
te  60 dk 4oC  postfiksasyon yap›ld›. %1 uranil asetatta 15 dk
tutulduktan sonra rutin takip yap›larak Epon 812 ile bloklan-
d›. ‹nce kesitler kurflun sitrat ve uranil asetatla kontrastlamas›
yap›larak  transmisyon elektron mikroskobunda (JEOL 1011,
Japan) incelendi.

‹statiktiksel Analiz
Yap›lan deneylerden elde edilen verileri de¤erlendirmede
SPSS 11.0 istatistik program› kullan›ld›. Ölçüm de¤erleri
homojen da¤›l›m göstermedi¤i için non-parametrik test-
lerde çal›fl›ld›. Gruplar aras› fark›n anlaml›l›¤›n› de¤er-
lendirmede Kruskal-Wallis Varyans analizi testi kullan›l-
d›. Anlaml›l›k s›n›r› p< 0,05 olarak kabul edildi. Anlaml›
bulunan varyans analizi sonuçlar› Post-hoc testlerden
Bonferroni ile sorguland›. Bonferroni çal›fl›rken anlaml›-
l›k s›n›r› (4 grup bulundu¤u için) p< 0,0125 olarak hesap-
land›.

BULGULAR

Aloe emodinin 10µM dozu tüm saatlerde kontrol grubundaki
hücre say›s›na göre çok az miktarda azalmaya yol açmas›na
karfl›n, 20µM ve 40 µM dozlar› tüm saatlerde kontrole göre
hücre say›s›nda anlaml› bir azalma meydana getirdi
(p<0,0125). Ancak aloe emodinin 20 µM ile 40 µM dozlar›
aras›nda 48 ve 72. saatlerde anlaml› bir fark gözlenmemesi
dolay›s›yla etkin doz olarak 20µM dozu seçildi.                       
Cisplatinin 0,1 µg/ml dozu kontrol grubu ile k›yasland›¤›nda
12. saatte bir de¤iflme yaratmazken 24, 48 ve 72. saatlerde
hücre say›s›n›n kontrole göre anlaml› bir azalma gösterdi¤i, 1
µg/ml ve 10 µg/ml dozlar›n›n ise tüm saatlerde kontrol ve  0,1
µg/mL doz uygulanan gruba göre hücre say›s›nda anlaml› bir
azalma yaratt›¤› belirlendi (p<0,0125).                 1 µg/mL ve
10 µg/mL dozlar› aras›nda 48. ve 72. saatlerde anlaml› bir fark
gözlenmedi¤inden etkin doz olarak 1 µg/ml doz seçildi.           
‹ki boyutlu hücre kültür modelinde yap›lan kontrol, aloe emo-
din, cisplatin ve kombinasyon gruplar›na ait hücre proliferas-
yon de¤erlendirmeleri fiekil 1’de gösterilmektedir. Kontrol
grubuna göre  aloe emodin (20 µM) ve cisplatinin (1 µg/mL)
birlikte kullan›ld›¤› kombinasyon grubunda  tüm saatlerde
hücre say›s› anlaml› bir flekilde azald› (p<0,0125) (Resim 1a
ve b).  Ancak bu grup ile tek bafllar›na uygulanan aloe emodin
ve cisplatin gruplar› k›yasland›¤›nda ve tüm saatlerde hücre
proliferasyonu de¤erlendirildi¤inde anlaml› bir fark gözlen-
medi (p>0,0125). Aloe emodin  ile kombinasyon grubu ara-
s›nda fark sadece 24. saatte anlaml›yd› (p<0,0125).

‹mmunohistokimyasal Bulgular
‹ki boyutlu kültür modelinde BrdU ile iflaretlenen hücrelerde
yap›lan de¤erlendirmede kontrol gurubuna ait çok say›da sen-
tez faz›nda hücre izlenirken aloemodin, cisplatin ve kombi-
nasyon gruplar›nda immun iflaretlenme çok azd› (Resim 2a, b,
c ve d). Buna göre, BrdU ile iflaretlenme indeksi kontrol gru-
bunda 72. saatte %41 iken aloe emodin grubunda %5,9, cisp-
latin grubunda %4,9, kombinasyon grubunda  ise %1,2 olarak
belirlendi (fiekil 2). Kontrol grubunda iflaretlenme oran› 48.
saatte %57 ile en yüksek de¤er olarak tespit edildi. Tüm de-
ney gruplar›nda BrdU ile iflaretlenmifl preparatlar  kontrol ile
k›yasland›¤›nda  tüm saatlerde sentez faz› inhibisyonu görül-

Resim 1. ‹ki boyutlu kültürde; a) Kontrol grubunda çok

say›da ve normal morfolojiye sahip C6 glioma hücreleri. b)

Kombinasyon grubunda çok az say›da ve dejenerasyon

gösteren C6 glioma hücreleri.

(Not: Bu çal›flmadaki tüm resimler 72 saatlik kültürlerden

çekilmifltir.)



dü. Aloemodin ve cisplatin gruplar›nda iflaretlenme yüzdeleri
aras›ndaki fark  24. ve 48. saatlerde anlaml›yd› (p<0,0125) fa-
kat 72. saatte  anlaml› de¤ildi (p>0,0125). Cisplatin  grubun-
da, tüm saatlerde önemli ölçüde ve anlaml› derecede S faz› in-
hibisyonu mevcuttu (p<0,0125). Kombinasyon grubunda ifla-
retlenme oran› kontrol ve aloe emodin grubuna göre tüm saat-
lerde anlaml› bir flekilde azalm›flt› (p<0,0125). Kombinasyon

grubu cisplatin grubu ile k›yasland›¤›nda ise anlaml› bir fark-
l›l›k bulunmad› (p>0,0125).
Üç boyutlu hücre kültür modelinde BrdU ile iflaretlenme so-
nuçlar› fiekil 3’de görülmektedir.  BrdU ile iflaretlenme indek-
si %17,5 olarak bulunan kontrol grubuna ait sferoidlerde,  sen-
tez faz›ndaki hücreler  ço¤unlukla sferoidin periferindeydi
(Resim 3a). Aloe emodin grubunda iflaretlenme indeksi %9,2
olup kontrol grubuna göre daha azd› (p<0,0125) (Resim 3b).
Cisplatin grubunda iflaretlenme indeksi %5.8 olup hem kont-
rol hem de aloe emodin grubuna göre daha azalm›flt› (Resim
3c). Kombinasyon grubunda ise iflaretlenme indeksi %5,4 idi
(Resim 3d). Kombinasyon grubu aloe emodin grubu ile k›yas-
land›¤›nda fark anlaml› bulundu (p<0,0125). Ancak cisplatin
grubu ile k›yasland›¤›nda minimal düzeyde daha az iflaretlen-
meye yol açt› fakat fark anlaml› de¤ildi (p>0,0125).

Elektron mikroskopik bulgular
Kontrol grubu sferoidlerde hücreler birbirleriyle bütünlük
içersindeydi (Resim 4a). Hücreler düzgün s›n›rl› ve ökroma-
tik nukleusa, iyi geliflmifl nukleolusa sahipti. Sitoplazmalar›
çok say›da serbest ribozom, granüllü endoplazma retikulumu
ve düzgün kristalara sahip mitokondriyonlar içeriyordu. Özel-
likle sferoidin periferinde bulunan hücreler sitoplazmik orga-
neller aç›s›ndan zengindiler, sferoidin yüzeyine do¤ru uzanan
düzgün flekilli sitoplazmik uzant›lar sergiliyorlard›. Bu hücre-
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Resim 2. ‹ki boyutlu kültürde; a) Kontrol grubu: BrdU ile iflaretli çok say›da C6 glioma hücresi. Bar

uzunlu¤u: 25 µm.   b) Aloe emodin grubu:  BrdU ile iflaretli  az say›daki  C6 glioma hücreleri. Bar uzun-

lu¤u: Küçük resim 12,5 µm, büyük resim 25 µm. c ve d) Cisplatin ve Kombinasyon gruplar›:  Her iki

gruptada C6 glioma  hücrelerinin BrdU ile iflaretlenmedi¤i  gözlenmekte. Bar uzunlu¤u: 12,5 µm.

Resim 3. Üç boyutlu kültürlerde; a) Kontrol grubunda tümör sferoidlerinin periferik k›s›mlar›nda yer-

leflik çok say›da BrdU ile iflaretli sentez faz›ndaki C6 glioma hücreleri. Bar uzunlu¤u: 25 µm. b) Aloemo-

din grubunda sentez faz›ndaki iflaretli C6 glioma hücreleri oldukça az say›da. Bar uzunlu¤u: Küçük re-

sim 12,5 µm, büyük resim 25 µm   c) Cisplatin grubunda iflaretli hücre say›s› çok daha azalm›fl olarak iz-

lenmekte. Bar uzunlu¤u: 25 µm. d) Kombinasyon grubunda ise aloemodin ve cisplatinin tek bafl›na kul-

lan›ld›¤› gruplara benzer flekilde az say›da iflaretli hücre izlenmekte. Bar uzunlu¤u: 25 µm.

fiekil 1. Proliferasyon deneyi grafi¤i



ler içerisinde mitoz göreceli olarak daha s›k  izlenmekteydi.
Hücre ölümü ve apoptozis nadiren  ve daha çok sferoidin iç
bölgelerine yak›n olarak gözlendi.
Aloe emodin uygulanan gruptaki  sferoidlerde  sferoid bütün-
lü¤ünün genel olarak korundu¤u görüldü (Resim 4b). Sfero-
idlerde hücreler aras› aç›kl›k göreceli olarak normaldi. Sfero-
idlerin d›fl k›sm›ndaki hücrelerde sitoplazmik uzant›lar›n yer
yer azald›¤› izlenirken  merkezine yak›n bölgelerde nekrotik
ve apoptotik hücrelere daha s›k rastland›.
Cisplatin uygulanan grupta sferoid morfolojisi oldukça bo-
zuktu (Resim 4c). Sferoidi oluflturan hücreler aras›ndaki me-
safeler artm›flt›. Kontrol ve aloe emodin gruplar›na k›yasla
nekroz ve apoptozisin daha s›k oldu¤u ve sferoid periferinde-
ki hücrelerin sitoplazmik uzant›lar›n›n daha azald›¤› dikkati
çekti. Hücrelerin sitoplazmik içerikleri daha fakirdi.
Kombinasyon grubunda genel sferoid morfolojisi cisplatin
grubuna benzer olarak bozuktu (Resim 4d). Sferoidi oluflturan
hücrelerde hücreler aras› mesafenin aç›lm›fl oldu¤u ve ayn› za-
manda apoptotik hücrelerin artt›¤› gözlemlendi. Sferoid peri-
ferindeki hücrelerde sitoplazmik uzant›lar›n azald›¤› görülür-
ken sferoidin iç k›s›mlar›nda normalden daha uzun sitoplaz-
mik uzant›lara sahip  hücreler mevcuttu. Bu uzant›lar hücre-
den hücreye uzanmakta ve içersinde hücre organelleri içer-
mekteydi. Mitoz yapan hücre say›s› kontrol grubuna göre da-
ha azd›.

TARTIfiMA

Aloe emodin  10, 20 ve 40µM dozlarda uygulanarak C6 gli-
oma hücreleri üzerinde yap›lan bir çal›flmada, aloe emodinin
apoptozis ve otofajiye yol açarak gliomalara karfl› etkili oldu-
¤u ifade edilmifltir (11).  Çal›flmam›zda Mijatovic ve arkadafl-
lar›n›n bu bulgular›na paralel olarak aloe emodinin hücre ölü-
müne sebep oldu¤unu iki boyutlu kültürlerde say›sal olarak
belirledik. C6 hücrelerine 20 ve 40 µM dozlarda aloe emodin
uyguland›¤›nda 24, 48 ve 72. saatlerde kontrole göre hücre sa-
y›s›nda anlaml› bir azalma meydana geldi (p<0,0125). Aloe
emodinin 20 ve 40 µM dozlar› aras›nda 48 ve 72. saatlerde an-
laml› bir fark gözlenmedi (p>0,0125). Bu nedenle 20 µM do-

zu istatistiksel olarak anlaml› bir flekilde hücre ço¤almas›n› %
50 oran›nda inhibe eden etkin doz olarak belirledik. ‹ki boyut-
lu kültürlerde 72. saatte kontrol grubunda BrdU ile iflaretlen-
me oran› % 41 iken, aloe emodin grubunda % 5,9 olarak bu-
lundu. 
Cisplatin kuvvetli antitümoral etkiye sahip bir ilaç olarak be-
yin tümörlerinde s›kl›kla kullan›l›r (15). Cisplatinin iki boyut-
lu C6 hücreleri üzerine etkilerinin bildirildi¤i farkl› bir çal›fl-
mada ise ilaç 0,2-10 µg/ml dozda kullan›lm›fl 24-72. saatler-
deki etkileri incelenmifl,  10 µg/ml l›k dozunun  %  90 oran›n-
da apoptozise yol açt›¤› belirtilmifltir. 1,5 µg/ml dozda  ise 72
saat sonra apoptozise yol açt›¤› bildirilmifltir. Bizim yapt›¤›-
m›z deneyde de cisplatin 72 saat sonunda tüm dozlarda hücre
say›s›n› azaltt› (p<0,05). Ancak 1 µg/ml ve 10 µg/ml lik doz-
lar›n 48. ve 72. saatlerde hücrelerde meydana getirdi¤i hücre
ölümü aras›nda anlaml› fark bulunmad›. Bu nedenle cisplati-
nin etkin dozu olarak 1 µg/ml belirlendi. 1 µg/ml  dozda uygu-
lad›¤›m›z ilaç hücre morfolojisini de belirgin bir flekilde de¤ifl-
tirerek hücrelerde dejenerasyona yol açt›, bu  durum özellikle
elektron mikroskobik olarak. belirgin olarak gözlendi (Resim
4c). 
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Resim 4. Üç boyutlu kültürlerde tümör sferoidlerinin elektron mikroskopik görünümleri. a) Normal

morfolojiye sahip C6 glioma hücreleri. Sferoidin periferisinde yer alan hücrelerde uzun sitoplazmik ç›-

k›nt›lar izlenmekte. Hücreler aras› ba¤lant›lar normal görünümde. X 5000 b) Aloemodin grubu: Hücre-

lerin morfolojilerinde major bir dejenerasyon izlenmiyor. Genel olarak kontrol grubuna benzer görü-

nüm hakim. X 5000 c) Cisplatin grubunda sferoid morfolojisi oldukça bozulmufl, hücreler aras› ba¤lan-

t›lar yaln›zca en periferik k›s›mlarda izlenirken hemen iç k›s›mlarda dejenere hücreler mevcut. X 4000

d) Kombinasyon grubu: Sferodi oluflturan C6 glioma hücreleri cisplatin grubundakilere benzer olarak

izlenmekte. X 3000

fiekil 2.  ‹ki boyutlu hücre kültür modelinde C6 glioma

hücrelerinin BrdU ile iflaretlenme grafi¤i



Klinik kullan›m› yayg›n  antikanser ilaçlarla aloe emodinin
etkileflimleri ve bunlar›n kombinasyonlar›n›n antitümör et-
kinli¤i de¤ifltirip de¤ifltirmedi¤i  çeflitli deneysel çal›flma-
larla araflt›r›lmaktad›r. Bu çal›flmalardan birinde aloe emo-
dinin cisplatin ile etkileflimi ve birlikte kullan›m›n›n  etki-
leri,  s›çan C6 glioma hücre soyunda araflt›r›lm›flt›r (12).
Araflt›rmada C6 hücrelerine aloe emodinin  20 ve 40 µM l›k
dozlar› uygulanm›fl ve 20 µM olan doz etkili bulunmufltur.
Antikanser etkisi bilinen cisplatinin  1,25,  2,5,  5, 20 ve
40µM dozlar›n›n, hücre say›s›nda doza ba¤›ml› olarak azal-
maya neden oldu¤u bildirilmifltir. Ayn› çal›flmada, iki ilac›n
kombine uygulamalar›nda, aloe emodinin cisplatinin yol
açt›¤› toksik etkiyi ilk 24 saatte azaltt›¤› belirtilmektedir.
Aloe emodinin  yapt›¤› bu etki cisplatinin tümör hücrelerin-
de tetikledi¤i ERK _  (P44/P42 MAP kinaz) aktivasyonu
ba¤›ml› etkisini azaltmas›ndan oldu¤u iddia edilmektedir.
Ancak di¤er yandan aloe emodinin yol açt›¤› bu etkinin ay-
n› zamanda cisplatinin normal dokular üzerinde oluflturabi-
lece¤i istenmeyen toksik etkileri azaltabilece¤i sonucuna
var›lm›flt›r. Bu çal›flman›n sonuçlar› ile bizim bulgular›m›z
karfl›laflt›r›ld›¤›nda paralellik bulunmad›. fiöyle ki, bizim
çal›flmam›zda hücre proliferasyon deneyi sonuçlar›na göre
aloe emodin ve cisplatinin birlikte uygulanmas› ile tek uy-
gulanmalar› aras›nda anlaml› fark gözlenmedi (p>0,0125).
Aloe emodin ile kombinasyon grubu aras›nda fark sadece
24 saatte anlaml›yd› (p<0,0125). ‹ki boyutlu hücre kültü-
ründe BrdU-LI sonuçlar›m›za göre kontrol grubu 72. saat-
te % 41 iken aloe emodin % 5,9, cisplatin % 4,9, kombine
uygulamada ise % 1,2 olarak belirlendi (fiekil 2). Bu sonuç-
lara göre her iki ilac›n da sentez faz› iflaretlenme oranlar›n-
da azalma yaratt›¤› ve bu oranlar›n kontrole göre anlaml›
oldu¤u (p<0,0125) fakat cisplatinin aloe emodinden daha
yüksek oranda sentez faz›ndaki hücre say›s›n› azaltt›¤› be-
lirlendi. Kombinasyon grubu ile cisplatin grubu aras›ndaki
BrdU sonuçlar› bak›m›ndan anlaml› bir farkl›l›k bulunma-
d› (p>0,0125). Üç boyutlu kültür modelinde ise kontrol
grubu BrdU ile iflaretlenme oran› % 17,5 olarak bulunurken
aloe emodin grubunda iflaretlenme % 9,2, cisplatin grubun-
da iflaretlenme % 5,8  ve kombinasyon grubunda ise iflaret-
lenme % 5,4 olarak belirlendi (fiekil 3). Kombinasyon gru-
bu de¤erleri tüm saatlerde kontrole ve aloe emodin grubu-
na göre iflaretlenme oran›nda anlaml› bir azalma gösterdi
(p<0,0125), fakat cisplatin ile aras›ndaki fark ise burada da
anlaml› de¤ildi (p>0,0125). 
Bir baflka çal›flmada da aloe emodininin 0,5, 5, 7,5, 10 µM l›k
dozlar› cis-platinol, doxorubicin, 5-flourourasil ile  kombine
olarak Merkel hücrleri üzerine in vitro ortamda 5 gün süreyle
uygulanm›flt›r. Uygulama sonucu görülmüfltür ki kombine uy-
gulanan ilaçlar›n antiproliferatif etkisi her birinin yaln›z uygu-
lanmas›n›n gösterdi¤i antiproliferatif etkiden daha yüksektir.
Bu etki ilaçlar›n özellikle düflük konsantrasyonlar›nda belir-
gindir (3). 
Tümör büyümesi üzerine çeflitli faktörlerin etkisini de¤erlen-
dirmede iki boyutlu kültürler yerine üç boyutlu kültürlerin
kullan›lmas› son y›llarda tercih edilmelidir. Vücut içi solid tü-
mörleri daha yak›ndan taklit eden multiselüler tümör sferoid-
leri tümör biyolojisinin birçok yönünü araflt›rmak için gerçek-

çi deneysel bir modeldir (2,8). Bu model vücut içi tümör mik-
roçevre koflullar›na daha yak›nd›r. Sferoidlerde hücre-hücre
temas› s›ras›nda integrin oluflumunun önemli oldu¤u ve sfero-
id mikroçevresinin bu integrin sal›n›m›n› düzenledi¤i bilin-
mektedir (20). Sferoidlerin integrin düzeyi in vivo tümörlere
daha yak›nd›r. Bu nedenlerle ilaçlar›n etkinliklerinin daha
do¤ru belirlenmesini sa¤layabilece¤inden, in vivo deneylerde
multisellüler tümör sferoidleri kullan›lmas› ayn› zamanda kli-
nik kullan›ma geçifli de kolaylaflt›racakt›r.
Aloe emodinin antikanser etkisi tek bafl›na ya da kombine te-
davilerde üç boyutlu tümör modelleri kullanarak daha önce-
den araflt›r›lmam›flt›r. Bu nedenle üç boyutlu modellerdeki
bulgular›m›z› karfl›laflt›rma olana¤› bulamad›k. Ancak; Cisp-
latinle tümör sferoidlerinde yap›lan bir çal›flmada, ilac›n hüc-
re ço¤almas›n› etkileyerek sferoid büyüklü¤ünü azaltt›¤› ve
sferoidde hücreleraras› ba¤lant›lar› bozarak dejenerasyona ve
apoptosise yol açt›¤› bildirilmifltir (6). Ayn› çal›flmada hücre
proliferasyonunundaki azalman›n daha çok sferoidin perife-
rinde belirgin oldu¤u, iç k›s›mlar›nda bulunan sessiz hücreler-
de ise etkisinin daha az görüldü¤ü belirtilmifltir. Çal›flmam›z-
da cisplatin grubunda sferoidi oluflturan hücreler aras›ndaki
mesafeler artm›flt› ve morfolojisi bozulmufltu (Resim 4 c).
Kontrol grubuna k›yasla hücrelerin birbiri ile olan temaslar›-
n›n azald›¤› ve hücre ölümünün daha s›k oldu¤u da bulgular›-
m›z aras›ndayd›. Hücrelerin sitoplazmik içerikleri daha fakir-
di ve uzant›lar› daha azalm›flt›. Bulgular›m›z Hall ve ark.’n›n
bulgular› ile paraleldi. Di¤er yandan ayn› grubumuzda BrdU
ile iflaretlenme kontrol ve aloe emodin grubuna göre anlaml›
olarak azalm›flt› (p<0,0125).  
Sonuç olarak, çal›flmam›zda aloe emodin  ve cisplatinin C6
glioma hücrelerinde  hücre ölümü ile tümör hücre ço¤almas›-
n› azaltt›¤›, ancak cisplatinin etkisinin aloe emodinden daha
kuvvetli oldu¤u görüldü. Kombinasyon grubunda ise cisplati-
nin tek bafl›na kullan›ld›¤› gruba göre anlaml› bir fark bulun-
mad›. ‹leriki çal›flmalarda üç boyutlu tümör modelleri de kul-
lanarak  aloe emodinin tümör invazyonu, damar oluflumu et-
kisi ve radyoterapi ile kombine kullan›m›n›n  araflt›r›lmas›n›n
kanser tedavisine katk› sa¤layabilece¤i  düflünülmekte ve ye-
ni deneysel çal›flmalar planlanmaktad›r. 
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fiekil 3.  Üç boyutlu hücre kültür modelinde C6 glioma

hücrelerinin BrdU ile iflaretlenme grafi¤i
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