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ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 
GLİSİRRETİNİK ASİT TÜREVİ OLAN SOLOKSOLON METİL’İN MEME 

KANSERİ HÜCRELERİ ÜZERİNDEKİ SİTOTOKSİK VE APOPTOTİK 

ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

Pınar ALPER 

 
Uludağ Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Doç. Dr. Ferda ARI 

İkinci Danışman: Prof. Dr. Engin ULUKAYA 

 
Kadınlarda kansere bağlı ölümlerin en önemli nedenlerinden olan meme kanserinin tedavisinde 

doğal bileşiklerden elde edilen çeşitli kemoterapötik ajanlar kullanılmaktadır ve yeni ilaç 

geliştirme çalışmalarına devam edilmektedir. Glycyrrhiza glabra (meyan kökü) bitkisinin 

sekonder metaboliti olan Glisiretinik asitin potansiyel bir antikanser ajan olduğu daha önce 

yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. Bu tez çalışmasında, Rusya Bilim Akademisi, Kimyasal 

Biyoloji ve Temel Bilimler Enstitüsü’nde sentezlenen, Glisiretinik asitin yarı sentetik bir türevi 

olan Soloksolon metil bileşiğinin sitotoksik ve apoptotik etkileri insan meme kanseri hücre 

soylarında (MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D) araştırılmıştır. Soloksolon metil’in hücre 

canlılığı üzerine olan etkisi (24 ve 48 saat) MTT ve ATP canlılık testleriyle belirlenmiştir. 

Hücrelerde ölüm modunu (apoptoz ve nekroz) belirlemek amacıyla floresan boyama (Hoechst 

33342 ve propidyum iyodür) ve kaspazla kırılmış sitokeratin 18 (M30) metodları kullanılmıştır. 

Buna ilaveten apoptozis, gen (PCR yöntemi) ve protein (Western Blot) düzeyinde 

araştırılmıştır. Soloksolon metil’in her üç hücrede doza ve zamana bağlı olarak hücre canlılığını 

azalttığı, 48 saat sonrasında IC50 değerleri MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D hücrelerinde 

sırayla 4,22 µM, 5,97 µM ve 6,18 µM olarak belirlenmiştir. Hücrelerde Soloksolon metil’in 10 

µM dozunun, 24 ve 48 saat sonrasında erken apoptoza (piknotik nükeus ve propidyum iyodür 

negatifliği); 72 saat sonrasında geç apoptotik/sekonder nekroza (piknotik nükleus ve propidyum 

iyodür pozitifliği) neden olduğu gözlenmiştir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde 

Soloksolon metil etkisiyle apoptotik gen ekspresyonlarının arttığı tespit edilmiştir. Ayrıca 

MDA-MB-231 hücre soyunda apoptotik proteinlerin yanı sıra endoplazmik retikulum stresiyle 

ilişkili proteinlerin (IRE1-α, Bip, CHOP) artışı da belirlenmiştir. 

Sonuç olarak, Soloksolon metil bileşiğinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre soyları üzerine olan 

etkisinin sitotoksik etkisini apoptozis üzerinden gerçekleştirdiği, özellikle MDA-MB-231 hücre 

soyunda endoplazmik retikulum aracılı apoptozis yolağından ilerlediği belirlenmiştir. Alınan 

sonuçlar Soloksolon metil’in meme kanseri tedavisinde etkili bir ajan olabileceğini ileri 

analizlerin (in vitro ve in vivo) yapılması gerektiği sonucuna varılmıştır. 

 

Anahtar kelimeler: Glisiretinik asit, Soloksolon Metil, Meme kanseri, Apoptoz, Sitotoksite 

 

2016, ix+113 sayfa
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ABSTRACT 

 

MSc Thesis 

 
CYTOTOXIC AND APOPTOTIC EFFECT OF SOLOXOLONE METHYL AS A 

GLYCYRRETINIC ACIDE DERIVATIVE AGAINST BREAST CANCER CELL 

LINES 

 

Pınar ALPER 

 

Uludag University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

 

Supervisior: Assoc. Prof. Dr. Ferda ARI 

Second supervisior: Prof. Dr. Engin ULUKAYA 

 
Being one of the leading causes of cancer death among women, various chemotherapeutic 

agents isolated from natural compounds are used in breast cancer treatment and studies to 

develop new drugs still continues. There are several studies on glycyrrhetinic acid, a secondary 

metabolite which is found in Glycyrrhiza glabra (Liquorice), as a potential anticancer agent. In 

this thesis, the cytotoxic and apoptotic effects of soloksolon methyl compound, a semi-

synthetic derivative of glycyrrhtenic acid synthesized by the Russian Academy of Sciences, 

Chemical Biology and Basic Sciences Institute in Siberia were investigated on breast cancer 

cell lines (MCF-7, MDA-MBA-231 and T-47D). The antigrowth effects (24 and 48 hours) of 

Soloksolon methyl were determined using MTT and ATP assays. To identify the mode of cell 

death (apoptosis/necrosis), fluorescent staining (Hoechst 33342 and Propidium iodide) and 

caspase-cleaved cytokeratin 18 (M30) test were used. In addition, apoptotic genes and protein 

levels were investigated by PCR method and Western Blotting. Soloksolon methyl decreased 

cell viability in all three cell lines in a dose and time-dependent manner. The IC50 values in 

MCF-7, MDA-MBA-231, and T-47D cells after 48 hours of treatment are 4,22 µM, 5,97 µM 

and 6,18 µM respectively. Soloksolon methyl induces early apoptosis (pyknotic nuclei and 

negative Propidium iodide) at 10 µM after 24 and 48 hours, and late apoptosis or secondary 

necrosis (pyknotic nuclei and positive Propidium iodide) after 72 hours in all cell lines. An 

increase of apoptotic gene expressions was determined in MCF-7 and MDA-MB-231 cells 

treated with Soloksolon methyl. Moreover, an increase of apoptotic proteins related to 

endoplasmic reticulum (IRE1-α, Bip, CHOP) stress was also determined in MDA-MB-231 cell 

line. In conclusion, Soloksolon methyl is found to be cytotoxic on MCF-7 and MDA-MBA-231 

cells by inducing apoptosis, especially in MDA-MB-231 cell line where ER stress-induced 

apoptosis is triggered. Advance analyses (in vitro and in vivo) should be performed to elucidate 

the potential of Soloksolon methyl as anticancer agent in breast cancer treatment. 

 
Key words: Glycrretinic Acide, Soloksolon methyl, Breast Cancer, Apoptosis, Cytotoxicity 
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SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ 

AIF : Apoptozis indükleyici faktör (Apoptosis inducing factor) 

Apaf-1 :Apoptotik proteaz aktive eden faktör  

ATP :Adenozin trifosfat (Adenosine triphosphate)  

BSA: (BCA) Biçinkoninik asit 

CAD :Kaspaz aktive edici DNaz 

CDK: Siklin bağımlı kinaz 
CHOP: C/ERP homolog proteini 

CK: Sitokeratin 

COX2: Siklooksijenaz 2 

CSF: Koloni uyarıcı faktör 

DAPI :4',6-diamidino-2-phenylindole  

DD :Ölüm alanı (Death domain) 

DISC :Ölüm indükleyici sinyal kompleksi (Death inducing signalling complex) 

DMEM :Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO :Dimetil sülfoksit (Dimethyl sulfoxide) 

DNA :Deoksi ribonükleik asit (Deoxyribonucleic acid) 

DNA-PK :DNA bağımlı protein kinaz (DNA-dependent Protein Kinase) 

DR: Ölüm reseptörü 

DTT :Dithiothreitol 

EDTA :Etilen Diamin Tetraasetik Asit 

EGFR :Epidermal büyüme faktör reseptörü(Epidermal growth factor receptor) 

ER: Endoplazmik retikulum 
FADD :Fas ilişkili ölüm alanı (Fas associated death domain) 

FBS :Fetal sığır serumu (Fetal bovine serum) 

FDA: Amerikan Gıda ve İlaç Kurumu 

FITC : Fluoresin izotiyosiyanat 

GA: Glisiretinik Asit 

GAPDH :Glukoz-3-fosfat dehidrogenaz 

GDP: Guanozin difosfat 

GTP :Guanozin trifosfat 
HCC: Hepatoselüler karsinoma 

HE :Hematoksilen-eozin 

IAP: Apoptoz inhibitörleri 
IARC :Dünya Sağlık Örgütü Uluslar arası Kanser Araştırma Ajansı 

IARC: Uluslar arası kanser araştırma ajansı 

ICAD :Kaspazla aktive edilmiş 

ICAD: Kaspazla active edilen DNaz inhibitörü 

IGF :İnsülin benzeri büyüme faktörü  

IGF: İnsülin benzeri büyüme faktörü 

iNOS: İndüklenebilir nitrik oksit sentaz 

KHAK :Küçük hücreli akciğer kanseri  

KHDAK :Küçük hücreli dışı akciğer kanseri  

LOX: 5-liooksijenaz 

MOMP: Mitokondri dış mem bran permeabilizasyonu 

MTT: (3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difenil tetrazolium bromür) 

NCI: Ulusal kanser ajansı 

NF-kB: Nükleer faktör kappa B 
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NGF :Nöron büyüme faktörü 

PAGE :Poliakrilamid lel elektroforezi (Polyacrylamide gel electrophoresis)  

PARP :Poli(ADP-riboz)polimeraz (Poly ADP-ribose polymerase) 

PBS :Fosfat tuz tamponu (Phosphate buffered saline) 

PCR :Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR; polymerase chain reaction)  

PGE: Prostoglandin E 

PGE-2: Prostaglandin E-2 

PGE2alfa: Prostaglandin E-2 alfa 

PI :Propidyum iyodür (Propdium iodide) 

PS :Fosfatidil serin (phosphatidylserine) 

Rb :Retinoblastoma 

RIP: Reseptöe etkileşim protein 

RNA :Ribo nükleik asit (Ribonucleic acid) 

ROCK I: “Rho-associated coiled coil forming kinase I” 

RPMI :Roswell Park Memorial Institute Medium  

SDS :Sodyum dodesil sülfat (Sodium dodecyl sulfate)  

SM: Soloksolon metil 

SMAC: “Second mitokondria derived caspase” 

SRB :Sulforhodamine B 

TCA :Trikloroasetik asit 

TdT :Terminal deoksinükleotidil transferaz 

TNF :Tümör nekrozis faktör 

TNFR: Tümör nekroz faktör reseptörü 

TRADD:TNFR-1 ilişkili ölüm protein 
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GİRİŞ 

Kanser, gelişmekte olan ülkelerde, her yıl 6-7 milyon yeni vakanın görülmesine yol 

açmakta ve dünyada kardiyovasküler hastalıklardan sonra en çok ölüme neden olan 

hastalık olarak bilinmektedir (Cozzi ve ark. 2004). T.C. Sağlık bakanlığının 2015 

yılında yayınladığı “Dünya ve Türkiye’de Kanser” başlıklı duyuruya göre, Dünya 

Sağlık Örgütü ve Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı’nın verilerinde 2008 yılında 

dünya genelinde 12 milyon kişiye kanser teşhisi konulurken, bu rakamın 2030 yılında  

26 milyonu aşacağı tahmin edilmektedir. Kanser sıklığı dünya genelindeki hemen her 

ülkede yıllık %1-2 oranında bir artış göstermektedir. Çok az sayıdaki gelişmiş ülkede 

bu artış kontrol altına alınabilmiş ve hatta negatif bir eğilim görülmeye başlanmıştır. 

Meme kanseri kadınlar arasında en sık görülen kanser türüdür. Amerikan Kanser 

Derneğine göre, her yıl 232 340 yeni invaziv meme kanseri tanısı konulmaktadır. 2011 

yılında, yaklaşık 40 000 kadının kanser nedeniyle hayatını kaybettiği belirtilmiştir. 

Hindistan’da, her yıl yaklaşık 115 000 hastaya meme kanseri tanısı konulmaktadır 

(Anonim 2013a). Türkiye’de ise,   kanser haritası incelendiğinde her yıl yaklaşık 150 

000 yeni kanser olgusundan erkeklerde en sık akciğer kanseri, kadınlarda ise meme 

kanseri görülmektedir (Anonim 2015). 

Meme kanseriyle ilgili güncel tedavi seçeneklerine baktığımızda ameliyat, radyoterapi, 

adjuvan kemoterapi ve/veya hormon terapilerini görmekteyiz; fakat ne yazık ki ileri 

evredeki meme kanserinin tedavisi için hala etkili bir tedavi yöntemi bulunmamaktadır. 

Yakın zamanlarda yapılan çalışmalarla, meme kanserinin yeni yolakları, 

biyobelirteçleri ve olası etkili tedavi ajanları tanımlanmıştır (Cazzaniga ve ark. 2012). 

Bununla beraber birçok yeni ilaç piyasaya sürülmesine rağmen tedaviye yanıt hala tam 

olarak alınamamıştır. Bu nedenle yeni tedavi seçeneklerinin ve yeni ilaçların 

geliştirilmesine hala ihtiyaç vardır. 

Bitkiler yaşamlarını sürdürebilmek için birincil ve ikincil metabolitler üretirler. 

Fotosentez, solunum ve gelişme için esansiyel olan metabolitler birincil metabolitler 

olarak adlandırılır. Polinatörleri (polen taşıyıcıları) kendine çekmek, ultraviole 

ışınlarından korunmak, herbivor ve patojenlere karşı koruma sağlamak amacıyla 

üretilen esansiyel olmayan metabolitler de ikincil metabolitler olarak adlandırılırlar. 

Bununla birlikte, ikincil metabolitler insanlara farklı ilaçlar, antibiyotikler ve 

herbisitleri (zirai ilaçlar) sağlarlar (Fantini ve ark. 2015, Crozier ve ark. 2006). 
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Sekonder metabolitlerin uzun süreli alımının kanser, kardiyovasküler hastalıklar, 

diyabet ve nörodejeneratif hastalıklar üzerine olumlu etkileri olduğu gösterilmiştir 

(Manach ve ark. 2004, Crozier ve ark. 2006, Li ve ark. 2014). 1950’lerde vinblastin ve 

vinkristinin keşfi ile başlayan ve günümüzde halen devam eden bitkisel ajanlar 

kullanılarak yapılan anti kanser ilaç araştırmaları sonucunda, sitotoksik etki gösteren 

birçok tür keşfedilmiştir. Şu anda kullanılmakta olan anti kanser ajanlarının %60’ından 

fazlası bitkileri, deniz canlılarını ve mikroorganizmaları da kapsayan doğal 

kaynaklardan elde edilmektedir (Newman ve ark. 2003, Cragg ve Newman 2005). 

Çoğu araştırma gruplarının önde gelen hedefi insan tümörlerinin tedavisinde etkin bir 

şekilde kullanılabilir uygun bir antikanser ilacı bulmaktır. Bitkilerden sentezlenen 

organik moleküller, biyolojik aktif bileşiklerin büyük bir kısmını oluştururlar. Bu 

bileşiklerden, retinoid ve steroidlerle benzer olan pentasiklik triterpenoidler, çeşitli 

biyolojik, farmakolojik ve tıbbi etkileriyle dikkat çekmektedir (Logashenko ve ark. 

2011). Bitkilerin sekonder metabolitlerin önemli bir kısmını oluşturan triterpenoidler, 

30 karbonlu izopren iskelet ile karakterize olan, 100’ün üzerinde farklı iskelet yapısı 

bulunduran bileşikler grubunu temsil etmektedirler (Connolly ve ark. 2002). 

Triterpenoidler, skualen veya oksiskualenin halkalı duruma geçmesiyle meydana 

gelirler (Cho ve ark. 2015) ve asiklik, monosiklik, bisiklik, trisiklik, tetrasiklik, 

pentasiklik veya hekzasiklik yapıda bulunabilirler (Xu ve ark. 2004). Pentasiklik 

triterpenler genellikle biyolojik olarak aktiftirler (antitümör, antiviral, antidiyabetik ve 

anti-inflamatuar etkilileri vardır) ve yüksek tedavi potansiyeline sahipirler (Cho ve ark. 

2015). Çoklu hedeflere spesifik olmama yeteneğine sahip pentasiklik triterpenoidler 

tarafından inhibe edilen sayısız enzim örnekleri vardır (Glinski ve ark. 2002). Daha da 

önemlisi, triterpenoidlerin yapıları benzersiz güvenlik profiline sahiptir (Sporn ve ark. 

2011). Örneğin korosolik asit (antidiyabetik) halihazırda piyasada bulunmaktadır ve 

bazı diğer pentasiklik trterpenoidler klinik deneme aşamasında ya da piyasaya çıkmaya 

hazırdırlar. Pentasiklik triterpenoidlerin anti-inflamatuar etkisi, büyük ölçüde 5-

lipoksijenaz (LOX), indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), siklooksijenaz 2 (COX2) 

ve nükleer faktör- kappa B (NF-kB) gibi moleküler hedefleri inhibe etme yeteneğinden 

dolayı atfedilmiştir (Cho ve ark. 2015). 

Glisiretinik asit (GA) meyan kökünde bol miktarda bulunan bir aktif triterpenoid 

metabolitidir ve Glisirrizin bileşiğinin aglikonudur (Logashenko ve ark. 2011). 
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Glycyrrhiza glabra, bitkisinden elde edilen meyan kökü ekstraktının doğu tıbbında, 

çeşitli hastalıkların tedavisinde sıklıkla kullanıldığı bilinmektedir. Çin tıbbı 

uygulayıcıları, meyan kökünü yaşamı uzatmak, yaralanmaları tedavi etmek ve detoks 

için tavsiye etmektedirler (Wang ve ark. 2001, Nomura ve ark. 1998). Ayrıca GA besin 

takviyesi olarak çeşitli ürünlere katılması, Amerika Gıda ve İlaç Kurumunun (FDA) 

tarafından onaylanmıştır. GA, alfa ve beta olmak üzere iki sterio-izomerik formu 

bulunmaktadır. Bu iki sterio-izomerik form da anti-enflamatuar ve anti-kanser etkiye 

sahiptir (Shetty ve ark. 2011). GA’nın antitümör etkisinin tümör oluşumunun 

baskılanması, tümörojenez ve apoptozun indüksiyonu gibi etkileri barındırdığı 

görülmüştür (Hibasami ve ark. 2005). Fakat, GA’nın da aralarında bulunduğu 

triterpenoidler moleküler hedeflerinin biyolojik aktiviteleri göz önüne alındığında zayıf 

etkiler göstermektedirler. Bu nedenle bu bileşikler, daha etkin analoglarının elde 

edilmesi amacıyla yapı taşı olarak kullanılmaktadırlar (Logashenko ve ark. 2011). 

Bu tez çalışmasında, GA’nın yarı sentetik bir türevi olan Soloksolon metil (Methyl 2-

cyano-3,12-dioxo-18bH-olean-9(11),1(2)-dien-30-oate; SM) kullanılmıştır. SM 

bileşiğinin insan meme kanseri hücre soyları (MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D) 

üzerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri ve mekanizmaları araştırılmıştır. 
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1. KAYNAK ÖZETLERİ 

 

1.1 Karsinogenez 

 
Normal hücreler sınırlı sayıda bölünme yeteneğine sahiptirler ve yaşam sürelerini 

doldurduklarında veya hasar gördüklerinde ölerek yerlerini yeni hücreler almaktadır. 

Bazen bu süreç doğru işlememekte ve bu hasarlı ya da yaşlanmış hücreler ölmeyerek 

bölünmeye devam etmektedir. Kanser, hücrelerin doğal büyüme sürecinden çıkarak 

aşırı ve kontrolsüz çoğalmaları sonucu oluşan tüm lezyonların genel adı olup 

kontrolsüz bir şekilde çoğalan bu hücrelerin komşu dokuları işgali (invazyon) ve/veya 

kaynağını aldığı organdan vücudun diğer kısımlarına kan-lenf yoluyla yayılmasıyla 

(metastaz) sonuçlanabilmektedir ( Anonim 2016a). Kanser olgularında, hücreler bu 

denli hızlı çoğalırken aynı oranda hücre kaybı olmaması sonucunda hücreler birikmeye 

başlamakta ve bu durum hem kanser hücrelerindeki genetik anormalliklerden hem de 

immün sistemin bu hücreleri tanımada ve yok etmedeki başarısızlığından 

kaynaklanmaktadır. Bu sayede biriken kitlelere tümör adı verilmektedir (Yılmaz ve 

Altunok 2011). Tümör gelişiminin başlangıç aşamasında tek bir hücrenin anormal 

çoğalmasına yol açan genetik değişikliklerin rol aldığı düşünülmektedir. Sonrasında ise 

hücre çoğalması (proliferasyon) ile klonal bir şekilde tümör hücrelerinin populasyonu 

artmakta ve yine bu hücrelerde meydana gelen ek mutasyonlar ile tümör gelişimi 

ilerlemektedir. Ayrıca oluşan bu mutasyonlardan bazıları hücrelere daha hızlı 

büyüyebilmeleri için seçici bir avantaj sağlamakta ve bu şekilde mutasyon taşıyan 

hücreler tümör populasyonu içerisinde baskın hale gelmektedir. Mutasyona uğramış tek 

bir hücreden gelişen ilk hücre kitlesi (tümör) iyi huylu (benign) tümor olarak 

sınıflandırılmakta ve bu tümör hücrelerinin büyüme kontrolünde azalmalar olup 

vücudun diğer bölümlerine yayılma kabiliyetleri bulunmamaktadır. Ancak ilerleyen 

proliferatif (çoğalma) süreçte kötü huylu (malign) tümörlere dönüşerek başka dokulara 

yayılabilme yeteneği kazanmakta ve dolaşım sistemi yoluyla gittiği dokularda kansere 

neden olmaktadır (Şekil 1.1). Hem malign hem de benign tümörler, köken aldıkları 

doku ve hücre türüne göre sınıflandırılmaktadır. Karsinomlar, epitel hücrelerden köken 

alan malignitelerken, bağ dokusu ya da kas hücrelerinden köken alan solid tümörler 

sarkom olarak adlandırılır. Kan yapıcı hücrelerden türeyen lösemiler ise bu iki 

ana katagoriye de girmezler (Clark 1991, Yokota 2000, Alberts ve ark. 2002, Yokota ve 
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Kohno 2004). 

 

 

 

 

Şekil 1.1. Mutasyona uğramış tek bir hücreden gelişen tümör kitlesi (Anonim 

2016) 

 

 
1.2 Kanser Hücrelerinin Özellikleri 

 
Bazı kanser türleri tek bir anormal hücreden kaynaklanırken bazı kanser türleri ise 

tümör dokusunda birden fazla hücrenin karsinojene maruz kalmasından 

kaynaklanmaktadır (klonal orjin) (Fialkow 1976). Normal hücrelerin bölünme sayısı 

sınırlıyken kanser hücrelerinin ise sınırsızdır. Kanser hücrelerinin bu özelliği 

immortalite olarak adlandırılır. İmmortalitenin mekanizmalarından biri kromozom 

uçları olan telomerlerdir. Normal hücreler farklılaşırken telomeraz enzimi de programlı 

bir şekilde gittikçe azalır ve buna bağlı olarak telomerler kısalır. Dolayısıyla tamamen 

farklılaşmış bir hücre siklusun G0 fazında durur (senesans) ve sonunda çoğalma 

kapasitesini yitirir. Oysa kanser hücrelerinde telomeraz enzimi etkinliğini sürdürür yani 

telomerlerin uzunluğu sabit kalır ve hücreler sınırsız bölünme yeteneği kazanır. (Shay 

ve ark. 2001) DNA tamirindeki veya DNA uygunsuzluğunda saptanan eksiklikler 

genetik instabiliteye neden olur ve buna bağlı olarak kanser hücreleri proliferasyon 

kontrol mekanizmalarına daha az yanıt verir. Yabancı çevrede yaşama yeteneğine sahip 

klonlar oluştururlar ve böylece metastaz yaparlar. Kültür ortamında büyüyen normal 

hücreler, bulundukları kültür ortamında yüzeye yapışamazlarsa bölünemezler. Normal 

hücreler çoğalıp üzerinde büyüdükleri tüm yüzeyi tek tabaka halinde (monolayer) 

doldurduklarında ise besiyerleri bölünmeleri için gerekli tüm büyüme faktörleri ve 
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diğer besin elemanlarını (nütrientleri) içerse bile bölünemezler. Kültür ortamındaki 

kanser hücrelerinin bir özelliği de büyüme faktörlerinden ve nütrientlerden bağımsız 

olarak proliferasyonun devamlı artmasıdır. Kanser hücreleri beslenmeleri için gerekli 

besin faktörlerini tüketmelerine rağmen büyümeye devam ettiklerinden aslında kendi 

kendilerini öldürmektedirler. Kanser hücreleri, ekstrasellüler büyüme faktörlerinin 

gereksinimlerini azaltmaktadır. Bu hücreler genellikle ekstraselüler matriks 

bileşenlerini sindirecek proteazları yapısında bulundurmakta ve normal dokulara işgale 

izin vermektedir (Pietras ve Östman 2010). Kanser hücreleri, yeni kan damarlarının 

oluşumunu indükleyen büyüme faktörleri bulundurmaktadır ve tümör belli bir boyuta 

geldiğinde beslenmesini sağlamak amacıyla yeni kan damarları oluşturulur 

(Anjiyogenez) (Lowitz ve Casciato 2000, Cooper 2006). 

1.3 Meme Kanseri 

 
IARC (“International Agency for Research on Cancer”)’ın güncel veritabanı 

GLOBOCAN 2012’den elde edilen güncel verilere göre, 2012 yılında dünya çapında 

8,2 milyon kişiye kanser olduğu ayrıca 14,1 milyon kişiye de yeni kanser tanısı 

koyulduğu bildirilmiştir.  Özellikle meme kanseri 2008 verileriyle kıyaslandığında 

%20’ye varan keskin bir artış görülmektedir. Meme kanseri dünyada kadınlar arasında 

en sık görülen ve ölüme neden olan kanser tipidir. ABD’de ise yılda 184,000 yeni 

meme kanseri gözlenmekte olup, akciğer kanserinden sonra tüm kanser ölümleri 

arasında %18 ile ikinci ölüm nedeni olarak bildirilmektedir (Anonim 2013b). 

Dünyada meme kanseri görülme sıklığı yıllık ortalama %0,5 oranında artmaktadır. 

Ancak görülme sıklığındaki bu artışa karşın, gelişmiş batı ülkelerinde mortalite 

oranında az da olsa gerileme gözlenmektedir. 

İnsanlarda meme kanserinin nedeni kesin olarak bilinmemektedir. Meme kanseri 

genetik ve çevresel faktörler arasında güçlü etkileşimin olduğu karmaşık ve 

multifaktöriyel bir hastalıktır. Son araştırmalar kadında meme kanserini tetikleyen 

faktörlerin ne olduğunu bulmaya yönelmiştir. Genetik, hormonal, sosyobiyolojik ve 

psikolojik etkenlerin oluşumda rol aldığı kabul edilmekle beraber, meme kanserli 

kadınların %70-80’i bu risk faktörlerine sahip değildir. Çok değişik ajanların 

kromozomal mutasyonlara neden olarak kanserin ortaya çıkışı ve gelişimi ile yakından 

ilişkili olduğu düşünülmektedir. 
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Meme kanseri için birçok risk faktörü belirlenmiştir. Bunların arasında cinsiyet ve yaş 

önemli bir faktör olup hastaların çoğu 55 yaşın üzerindedir. Ailede meme kanseri 

öyküsü olması yine yüksek risk faktörlerinden birini oluşturmaktadır. Genetik meme 

kanseri olgularında özellikle p53, BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonları etkili 

olmaktadır (Washbrook 2006). Meme kanseri gelişiminde hormonal faktörler de 

etkilidir. Erken menstruasyon yaşı, meme dokusunun östrojene maruz kalma süresini 

uzatır bu nedenle erken menarşın meme kanseri riskini arttırdığına inanılmaktadır. 

Doğurmamış kadınlarda meme kanseri görülme olasılığı daha fazladır. İlk doğumu 35 

yaşından sonra yapmış olmak ve geç menapoz da meme kanseri görülme olasılığını 

arttırmaktadır. Gebelik ve laktasyonun meme kanserine karşı koruyucu olduğu ileri 

sürülmektedir. Çevresel faktörler arasında ise radyasyona maruz kalma en önemkli risk 

faktörüdür. Yüksek yağ tüketimi ve alkol alımının da meme kanseri riskini arttırdığına 

dair kanıtlar vardır. Lifçe zengin gıdaların bağırsaktan östrojen absorbsiyonunu 

engelleyerek meme kanserini önleyebileceği düşünülmektedir (Kelsey ve ark. 1993, 

Wohlfahrt ve ark. 2004). 

1.3.1 Meme Kanseri Moleküler Biyolojisi 

 
Meme kanserinin gelişiminin altında yatan mekanizmalar tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Çevresel karsinojenlere maruz kalma sonrasında kazanılan 

mutasyonların yanında, germline mutasyonlarla kalıtılan genetik değişiklikler sonucu 

tümör süpresör genlerin aktivasyonu ve proto onkogenlerin aktivasyonu ile apoptozis 

mekanizmasının bozulması ve/veya kontrolsüz hücre proliferasyonunun sonucunda 

meme kanseri gelişiminin başladığı öne sürülmektedir. Çeşitli büyüme faktörleri ve 

ilişkili reseptörlerde oluşabilecek çeşitli bozuklukların da kontrolsüz hücre çoğalmasına 

neden olarak insan meme kanserinde oldukça önemli rol oynadığı bilinmektedir 

(Sainsbury ve ark. 1985, Richard ve ark. 1987, Brown ve ark. 1995). 

Östrojen reseptörlerinin, östrojen uyarısıyla büyüme sinyalinde olduğu kadar meme 

kanseri gelişiminde de oldukça önemli olduğu bilinmektedir. Östrojenin (Er) 

fonsiyonunu iki spesifik hücre içi reseptörü vasıtasıyla gerçekleştirdiği bilinmektedir. 

Erα ve Erβ  olarak adlandırılan bu reseptörler, hormon bağımlı transkripsiyon 

düzenleyiciler olarak işlev görürler. Er yolu, insan meme kanseri patofizyolojisinde 

kritik bir rol oynar. Meme kanseri hastalarında Erα’nın fazla ekspresyonu, iyi 
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anlaşılmış olan bir prognostik ve prediktif bir faktördür. Erβ’nın prognostik anlamı tam 

olarak tanımlanamamıştır (Dotzlaw ve ark. 1999, Fugua ve ark. 1999, Speirs ve ark. 

2000, Su ve ark. 2000) 

Genetik değişiklikler germline mutasyonlarla kalıtılır veya sonradan somatik 

mutasyonlarla kazanılır. Sonradan kazanılan mutasyonla çevresel karsinojenlere maruz 

kalmayla oluşabilir. Bunlar, fiziksel (iyonize radyasyon), kimyasal (polisiklik 

hidrokarbonlar) ve biyolojik karsinojenlerdir (virüsler) (Danaei 2005). Mevcut 

araştırmalar karsinojenez sürecini hangi genetik değişikliklerin hızlandırdığını bulmaya 

yönelmiştir. İnvaziv duktal karsinoma dönüşümü üzerinde durulan modele göre; 

hiperplaziden in situ karsinomaya geçiş ve sonuçta da invaziv karsinoma gelişimi söz 

konusudur. Meme kanserinin genetik temeli üzerindeki çalışmalar tümörojenez 

sürecinde birden fazla role sahip özellikli genlere yönelmiştir. Bu genler arasında 

onkogenler (ras, c-myc genleri), tümör supresör genleri (p53, BRCA1, BRCA2, nm23), 

büyüme faktörü reseptör genleri (HER2), hücre döngüsünün düzenlenmesinde rol alan 

genler (telomeraz) ve apoptozisde rol alan genler (Bcl gen ailesi) sayılabilir. Tümör 

süpresör genlerin erken ortaya çıkan meme kanserlerinin ailesel grupta olanlarının 

yaklaşık %50’sinde önem taşıdıkları bildirilmiştir. BRCA1 ve BRCA2 proteinleri 

genomik stabilitenin sağlanması, DNA hasarında hücresel cevap olarak 

transkripsiyonel düzenlemeye ve hücresel proliferasyon süreçlerine katkıda bulunurlar 

(Oesterreich ve ark.1999, Cui ve ark. 2000). 

1.3.2 Meme Kanseri ve Apoptozis 

 
Normal meme gelişimi, hücre proliferasyonu ve apoptozis arasındaki dengeyle kontrol 

edilmektedir. Meme, doğumdan sonra ergenlik ve hamilelik olmak üzere iki ayrı 

fizyolojik süreçle gelişimini tamamlayan birkaç organdan biridir. Bu safhalar süresince 

memenin proliferasyon ve farklılaşmasında belirgin değişiklikler meydana gelmektedir. 

Tümör gelişimi yalnızca kontrolsüz hücre çoğalması ile değil bununla birlikte azalmış 

apoptozis sonucu olması bunun güçlü bir kanıtıdır (Şekil 1.2). Proliferasyon ve 

apoptozis arasındaki denge, kemoterapi, radyoterapi ve hormonal tedavilerin cevabında 

tümör gelişimi veya gerilemesini belirlemede çok önemlidir. Tüm  bu olaylarda 

apoptozisin indüklenmesi oldukça önemli bir yer tutmaktadır (Hickman 1992, Reed ve 

ark., 1999, Tamm ve ark. 2001). 
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Şekil 1.2. Apoptozis ve kanser (Wong 2011) 

 
1.4 Apoptozis 

 
Çok hücreli organizmalarda, yeni hücrelerin oluşumu ve hücre ölümü arasında daima 

bir denge bulunmaktadır. Bu denge organizmanın gelişimi ve doku homeostazisinin 

sağlanması açısından büyük önem taşır. Hergün yaklaşık olarak 1x10
14 

yeni hücre 

oluşturulurken milyarlarca hücre de ölmektedir böylece sabit denge sağlanmaktadır 

(Fischer ve Schulze-Osthoff 2005). Bu dengenin bozulması nörodejeneratif hastalıklar 

ve kanser gibi patolojik durumları tetikleyebilir (Danial ve Korsmeyer 2004). Varolan 

hücreler programlanmış hücre ölümü olan apoptozis ve patolojik hücre ölümü nekroz 

gibi çeşitli hücre ölüm tipleriyle yok olmaktadır (Şekil 1.3). 
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Şekil 1.3. Çeşitli hücre ölüm tipleri (Bortner 2014) 

 

 
Apoptozis terimi ilk kez 1972 yılında Kerr adlı bir patolog tarafından programlı hücre 

ölümünü tanımlamak için kullanılmıştır (Kerr ve ark. 1972). 1980 yılında Wyllie 

çalışmalarında, apoptozis için karakteristik olan agaroz jel elektroforezinde “ladder 

pattern” yapısını göstermiştir (Wyllie 1980). 1993 yılında Cohen timus hücreleriyle 

yaptığı çalışmalarla apoptozisin genler tarafından kontrol edilen bir ölüm modeli 

olduğunu göstermiştir (Cohen 1993).Apoptozis genetik olarak kontrol edilen fizyolojik 

mekanizmalarla kontrol edilir ve aynı zamanda organizmanın yaşam döngüsü için 

gereklidir. 

Embriyonik dönemde insanlarda parmak aralarındaki perdenin ortadan kalkması, 

kurbağaların metamorfoz sırasında kuyruklarının kaybolması apoptozis ile gerçekleşir 

(Franz ve Kidson 1997). Postnatal dönemde kan hücrelerinin uzaklaştırılması, 

menstruasyon sırasında endometriyal hücrelerinin (uterusun iç katmanındaki epiteller) 

yıkımı, menstruel siklus sonunda genişleyen korpus luteumun tekrar eski haline 
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dönmesi apoptozis ile gerçekleşir. Ayrıca immün sistemin önemli hücreleri olan T 

lenfositler timusda olgunlaşırlar. Bu hücrelerin etkisiz olanları veya organizmanın 

kendi dokularına karşı reaksiyon verme potansiyeli taşıyanları kan dolaşımına 

girmeden önce apoptozisle ölürler (Marti ve ark. 2000, Ford 2001). Bazı patolojik 

durumlarda da apoptozis görülebilir. Örneğin; İnsüline bağımlı tip diabet, Parkinson 

hastalığı, Alzheimer hastalığı, Huntington hastalığı, viral enfeksiyonlar, AIDS, tümör 

oluşumu, organ transplantasyonlarında hücreler apoptozisle ölebilir (Elmore 2007). 

Apoptozis, hücrenin yuvarlaklaşması, pseudopodların retraksiyonu, hücresel hacmin 

azalması (piknoz), kromatin kondensasyonu, nükleer fragmentasyon (karyoreksis), 

sitoplazmik organellerin modifikasyonları, plazma membran bleblenmesi (bütünlük 

kaybı olmadan), in vivo fagositler tarafından yutulması ile karakterize edilmektedir 

(Barkla ve Gibson 1999, Roach ve Clarke 2000, Baehrecke 2002). 

1.4.1 Apoptozisin İndüklenmesi 

 
Hücrelerde apoptozisin gerçekleşebilmesi için hücre içi ya da dışından gelen bir uyaran 

ile ilgili genetik mekanizmanın harekete geçmesi gerekmektedir (Erdoğan 2003). Hücre 

içi uyaranlardan bazıları; hücre içi kalsiyum miktarındaki artış, Bcl-2 ailesi, p53 

geninin aktivasyonu, sitokinler, viral/bakteriyel enfeksiyonlar ve onkojenlerdir. Hücre 

dışı uyaranlardan bazıları ise; koloni uyarıcı faktörler (CSF), tümör nekrozis faktör 

(TNF), insülin benzeri büyüme faktörü (IGF), nöron büyüme faktörü (NGF), IL–2, 

Fas/FasL, glukokortikoidler, radyasyon, ilaçlar olarak sayılabilir. Bu faktörlerin 

yanında apoptozisi uyaran ya da düzenleyen çok sayıda gen de bulunmaktadır (Kaya 

2007). Mitokondri apoptozisin düzenlenmesinde önemli bir rol oynar. Apoptotik 

süreçde apoptozis indükleyici faktör (AIF) ve sitokrom-c gibi birçok apoptotik faktör, 

mitokondriden sitoplazmaya salınır (Kumar ve ark. 2005). Bu proteinlerin sitoplazmaya 

salınmasında en önemli protein Bcl-2 ailesidir (Chang ve Yang 2000). Bcl-2 ailesi 

proteinleri birbirine zıt etkili iki grup olan anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-Xl, Bcl-1) ve 

proapoptotik (Bax, Bcl-Xs, Bad, Bim, Bak, Bid) üyelerden oluşur. Hücrenin 

apoptozisle ölüp ölmeyeceğini belirleyen bu proteinlerin rölatif oranıdır. Pro-apoptotik 

proteinler fazla eksprese edildiğinde hücreler apoptozis ise daha yatkın, anti-apoptotik 

proteinler daha fazla eksprese edildiğinde hücreler apoptozis ise daha dirençli 

olmaktadır (Kumar ve ark. 2005). Bcl-2 proteinlerinin pro-apoptotik üyeleri sağlıklı 
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hücrelerde sitozolde bulunmakta ve hücresel stres, serbest radikal hasarı veya büyüme 

faktörü yoksunluğu gibi apoptotik sinyaller sonucu anti-apoptotik proteinlerin 

bulunduğu mitokondri yüzeyine doğru yer değiştirmektedirler ve anti-apoptotik Bcl-2 

proteinlerinin normal işlevleri bozulmaktadır. Bunun sonuncu olarak da mitokondriyal 

membranda porlar oluşur ve sitokrom-c gibi pro-apoptotik moleküller zarlar arası 

bölgeden açığa çıkabilir. Bu da apoptozom oluşumu ve kaspaz kaskadı aktivasyonuna 

yol açmaktadır (Suh 2002, Fan ve ark. 2005). 

Kaspazlar, proteinleri aspartat kalıntılarından sonra kesen hücre içi sistein proteazlardır. 

Hatalı düzenlenen kaspaz aktivitesi, hücre için ölümcül olabilir, bu sebeple kaspazlar, 

prokaspazlar olarak sentezlendikten sonra belirli bir kısımları kesilip uzaklaştırılarak 

aktif kaspaz halini alırlar (Fischer ve ark. 2003, Solakoğlu 2009). Kaspazlar birbirlerini 

proteolitik olarak aktifleştirerek bir kaskada neden olurlar. Başlatıcı kaspazlar (Kaspaz 

2, 8, 9, 10) apoptotik uyarıyla başlayan ölüm sinyallerini efektör kaspazlara (Kaspaz 3, 

6, 7) naklederler. Efektör kaspazlar ise ilgili proteinleri parçalayarak apoptotik hücre 

morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar (Adams ve Cory S 2001, Adrain ve 

Martin 2001, Spierings ve ark. 2004). 

1.4.2 Apoptozis Mekanizmaları 

 
Apoptozisin indüklenmesinde üç sinyal yolunun rol aldığı bilinmektedir; 

1.Hücre yüzeyindeki reseptörlere bağlanan ölüm aktivatörleri ile tetiklenme/Ekstrinsik 

(dışsal) yolak 

2.Mitokondri/Sitokrom-c aracılı apoptozis oluşturulması/ İntrinsik (içsel) yolak  

3.Endoplazmik retikulum aracılı apoptozis oluşturulması 

 

1.4.2.1 Ekstrinsik (Dışsal) Yolak 

 

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

geni ailesinin üyesi olan; TNFR-1, Fas/CD95/APO-1 ve Tnf-İlişkili Apoptozis 

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

DR-5   (TRAIL-R2)‘in ilgili ligandlarla etkileşime girmesi sonucunda apoptosis 
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indüklenebilmektedir. TNFR süper ailesi üyeleri, tip I transmembran proteinleri olup 

hepsi sistein bakımından zengin ekstrasellüler subdomainler içermektedirler. Bu özellik 

TNFR süper ailesi üyelerinin kendilerine özgü ligandları tarafından tek tek tanınmasını 

sağlamaktadır. Ölüm reseptörleri ayrıca apoptotik sinyalin transdüksiyonu için gerekli 

olan 80 aminoasit uzunluğunda intraselüler Ölüm Domaini (DD; “Death Domain”) 

içerir. Ölüm reseptörlerine bağlanan ligandlar (FasL, TNFα, VE TRAIL) yapısal olarak 

reseptörler ile ilişkili proteinler olup TNF süperailesine aittirler. Bu ölüm ligandları tip 

II transmembran proteinleri gibi eksprese edilirler. Bazı durumlarda, bu proteinler 

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

2009). Ölüm reseptörlerinin ligandları yani aktivatörleri reseptörlerin 

oligomerizasyonuna yol açarak aktifleşmelerine neden olmaktadır. Reseptörlerin 

aktivasyonu, Ölüm İndükleyici Sinyal Kompleksi (DISC) denilen ve proteinlerden 

meydana gelen bir kompleks oluşumuna sebep olur. DISC, adaptör protein Fas ilişkili 

ölüm alanını (FADD) ve TNFR-1 ilişkili ölüm bölgesi proteinini (TRADD) içerir. Bu 

ölüm bölgeleri prokaspaz-8’i aktifleştirmektedir. DISC yapısında yer alan prokaspaz 

8’in aktivasyonunu takiben kaspaz 8 sırasıyla kaspaz 3, 6 ve 7’nin aktive olduğu bir 

kaspaz kaskadını harekete geçirir (Şekil 1.4). Kaspaz 8’in aktif hale geçmesi ayrıca 

Bid’in aktive olmasına neden olur. Kırılmış Bid (tBid) sonrasında mitokondriye geçer 

ve sitokrom c, SMAC (“Second Mitochondria Derived Caspase”) ve kalsiyum 

salınımını uyarır (Şekil 1.5) (Elmore 2007, Solakoğlu 2009, Dickens ve ark. 2012). 

 

Şekil 1.4. Kaspaz kaskadı (Atagün 2011 ) 
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Şekil 1.5. Apoptoziste içsel ve dışsal yolaklar (Wong 2011) 

 

 
1.4.2.2 İntrinsik (İçsel) Yolak 

 
İçsel/mitokondriyal yolak, pro-apoptotik ve anti-apoptotik üyeleri olan Bcl-2/Bax gen 

ailesi ile düzenlenmekte olup uyarıldığında mitokondriden sitokrom-c salınımına ve 

böylece ölüm sinyaline sebep olur. İki yol da (dışsal ve içsel), düzenleyici ve yapısal 

molekülleri kıran ve bunun sonucunda hücrenin ölümüne sebep olan kaspaz denilen 

proteaz kaskadının aktivasyonunu içeren ortak bir yolda birleşir (Ghobrial ve ark. 

2005). Anti-apoptotik üyeler olan Bcl-2 ve Bcl-XL, kaspazların öncü formlarını 

durdurarak ya da apoptogenik faktörlerin mitokondriden salınımını engelleyerek 

hücrenin yaşamasını teşvik ederken; Bax, Bad, Bim, Bid gibi pro-apoptotik üyeler 

hücreyi apoptozise teşvik ederler. Normal durumda Bax ve Bak proteinleri Bcl-2 
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tarafından inaktif halde tutulur. Apoptotik sinyal oluştuğunda Bcl-2 inaktif hale 

geçerken aktifleşen Bax ve Bak mitokondri dış membranında porların oluşmasına ve 

zar potansiyelinde değişime neden olurlar. Mitokondriyal yolun kilit olayı Mitokondri 

dış membran permeabilizasyonudur (MOMP) ve sonucunda; sitokrom c, mitokondri 

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

endonükleaz D (EndoG) gibi mitokondri membran proteinleri sitozole salınır. 

Mitokondri iç membran yüzeyinden sitokrom c’nin sitozole salınması ile sitokrom c, 

sitoplazmik protein olan apoptotik proteaz aktive edici faktör-1 (Apaf-1)’e bağlanır ve 

onu aktive eder, dATP/ATP’nin de ortamda bulunması ile Apaf-1/sitokrom c 

kompleksi heptamerik bir yapıya oligomerize olur. Bu yapının oluşması, prokaspaz 

9’un Apaf-1 ile etkileşimini mümkün kılar ve apoptozom kompleksi oluşur (Şekil 1.5). 

Apoptozomun görevi, başlatıcı kaspaz olan kaspaz 9’u aktive etmektir ve aktif kaspaz 

9, kaspaz 3’ü veya diğer ilerletici kazpazları aktive ederek kaspaz kaskadına aracılık 

eder (Şekil 1.6 ve Şekil 1.4). Aktif kaspaz 3, kaspazla aktive edilmiş DNaz inhibitörü 

(ICAD; inhibitor of caspase activated DNase) poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP, 

DNA tamir enzimi), Rho ilişkili sarmal oluşturan kinaz I (ROCKI; Rho-associated 

coiled coil forming kinase I), aktin, fodrin ve lamin gibi hücresel substratları kırarak 

apoptotik morfolojinin oluşumunu sağlar. CAD normal hücrelerde ICAD’üne bağlı ve 

inaktif halde bulunur ve aktif hale geçtiğinde kromatin yoğunlaşmasına ve DNA’nın 

nükleozomal fragmentlere kesilmesine neden olur. Ayrıca kaspaz aktivitesini inhibe 

eden ve aktiviteleri Smac veya Omi/HtrA2 gibi fonksiyonel analoglar ile engellenmiş 

bir çok IAP’lar (apoptozis inhibitörleri) vardır. Ölen hücrelerde Smac ve Omi/HtrA2 

(mitokondriyel proteinler, pro-apoptotik proteinler) mitokondriden salındığında IAP’lar 

inaktive olmakta ve böylece ilerletici kaspazların inhibisyonu engellenip hücrelerin 

apoptozise gitmeleri sağlanmaktadır (Ulukaya 2001, Zhang ve ark. 2003, Riedl ve ark. 

2007, Akşit ve Bildik 2008, Li ve Yuan 2008, Duprez ve ark. 2009). Bu içsel ve dışsal 

yol mekanizmaları kaspaz-bağımlı apoptozisi göstermektedir. Ayrıca kaspazlardan 

bağımsız olarak apoptozise neden olduğu düşünülen kaspaz aktivasyonunun 

gerçekleşmediği bir mekanizma da bulunmaktadır. Bu mekanizmada AIF (apoptozis 

indükleyici faktör) mitokondriden salınıp nükleusa geçmekte ve nükleazları 

aktifleştirerek DNA hasarına yol açmaktadır. AIF, steroidler, granzim B ve 

endonukleaz G kaspazlardan bağımsız olarak apoptozise neden olmaktadır (Ulukaya 
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2003, Dash 2007). 

 

Şekil 1.6. Apoptozom oluşumu ve kaspaz-9’un aktivasyonu (Atagün 2011) 

 

 
1.4.2.3 Endoplazmik Retikulum Aracılı Apoptozis 

 
Son zamanlarda amiloid β nörotoksisitesine katkıda bulunan kaspaz 12’ye bağımlı 

Endoplazmik Retikulum (ER) aracılı apoptotik yol tarif edilmiştir (Nakamura ve ark. 

2000, Keane ve ark. 2001). Bu yol mitokondrial/sitokrom-c ve ölüm reseptör aracılı 

apoptozisten farklı bir yol olup kaspaz 12, ER membranında lokalize halde bulunur ve 

ER aracılı apoptozis için gerekli bir kaspazdır. Son çalışmalar göstermiştir ki Ca
++ 

seviyelerinin yükselmesi ve kalpainin endoplazmik retikulumu etkilemesi ile prokaspaz 

12 aktifleşir. Aktifleşen kaspaz 12 sitoplazmaya yönelerek kaspaz 9 ile etkileşir ve 

sitozolik kaspaz kaskadını aktive eder (Rao ve ark. 2001) (Şekil 1.7). 
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Şekil 1.7. ER’nin apoptozisteki rolü (Ulukaya 2011a’dan değiştirilerek alınmıştır) 

 
 

1.4.3 Apoptotik Hücrede Görülen Morfolojik Değişiklikler 

 
Apoptotik hücreler, piknoz (hücre çekirdeğinin küçülmesi), nükleer fragmentasyon, 

deformasyon ve komşu hücrelerle temas kaybı gibi tipik morfolojik özellikler ile 

tanımlanırlar. Kromatin kondanse olarak nükleer membranın altında konumlanır ve 

plazma membranı bleblenir. Son olarak hücre sitozol, kondanse kromatin ve organelleri 

içeren membranla çevrili yapılara yani “apoptotik cisimcikler”e parçalanır. Apoptotik 

cisimcikler; makrofajlar, parankimal hücreler veya neoplastik hücreler tarafından 

fagosite edilir ve dokudan herhangi bir inflamatuvar yanıt oluşmadan uzaklaştırılırlar. 

Bu morfolojik değişiklikler,   apoptotik bir hücrede meydana gelen karakteristik 

moleküler ve biyokimyasal olayların neticesidir. Sitoplazma ve organellerin şekil ve 

bütünlüğünü belirleyen bazı protein substratların ve DNA’nın oligonükleozomal 
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parçalanmasını sağlayan proteolitik enzimlerin aktivasyonu, bu olaylardan öne 

çıkanlardır (Saraste ve Pulkki 2000, Gewis 2003, Kepp ve ark 2011). Diğer bir hücre 

ölüm şekli olan nekrozis hücrenin yaralanmalar sonucu zarar görerek şişip, patlayarak 

ölmesi olarak tanımlanır (Şekil 1.8). Apoptozis gibi programlı fizyolojik bir mekanizma 

olmadığı ve kontrolsüz gerçekleştiği kabul edilmektedir. Ancak nekrotik ölümde 

anahtar düzenleyiciler olan Reseptör Etkileşim Protein (RIP; receptor interacting 

protein) kinazlar ve PARP’ın keşfiyle programlı nekrozis kavramı kabul görmeye 

başlamıştır. Programlı nekrozisin potansiyel sinyal bileşenleri olarak RIP kinazlar, poli 

(ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP1), NADPH oxidazlar ve kalpainler tanımlanmıştır. 

Hücre bu yolla ölüme gittiğinde hücrenin membran bütünlüğü bozularak hücre içeriği 

dışarıya yayılır. Komşu hücreler bu durumdan zarar görürler ve dokuda güçlü bir 

inflamatuvar yanıt oluşur (Golstein ve Kroemer 2007, Galluzzi ve Kroemer 2008, 

Ouyang ve ark. 2012). 

1.4.4 Apoptoz ve Nekroz Arasındaki Farklar 

 
Apoptozis ve Nekroz arasındaki farklar Şekil 1.8’de gösterilmişir. Apoptozis ve Nekroz 

arasındaki farkları aşağıdaki şekilde maddeler halinde aşağıdaki şekilde özetleyebiliriz. 

1- Nekroz genellikle bileşik hücre gruplarını etkilerken, apoptozisde tek tek hücreler 

etkilenir (Holdenrieder ve Stieber 2004). 

2- Nekroz fizyolojik olmayan uyaranlarla başlar, apoptozis hem fizyolojik hem de 

fizyolojik olmayan uyaranlarla başlayabilir (Wyllie 1980, Lu ve ark. 2000). 

3- Nekroza uğrayan hücre, çevreye yaydığı kemotaktik maddeler verirler ve bunların 

aracılığı ile çağrılan makrofajlar tarafından fagosite edilir. Apoptozise uğrayan hücre 

ise çevreye kemotaksik madde yaymaz; yanında bulunan epitel hücreleri veya 

makrofajlar aracılığı ile fagositoza uğrar (Wyllie 1980, Lu ve ark. 2000). 

4- Nekrozla ölen bir hücrede kromatin yapısı hemen hemen normal hücredeki 

görüntüye benzerdir, ama apoptozisle ölen hücrenin kromatini nükleus membranının 

çevresinde toplanır ve yoğunlaşma (kromatin kondensasyonu) gözlenir (Ulukaya 2010). 

5- Nekrozda zar bütünlüğü bozulur, apoptozisde ise hücre apoptotik cisimciklere ayrılır 

fakat asla zar bütünlüğü bozulmaz. Dolayısıyla nekrozda inflamatuar cevap vardır, 
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apoptozisde ise yoktur (Spencer ve ark. 1996, Cummings ve ark. 1997, Yılmaz 2005). 

6- Nekrozda hücre içine aşırı sıvı girmesi sonucu sitoplazma ve mitokondride şişme 

görülürken (“cell swelling”), apoptozisde ise tam tersine büzülme ve çekirdek 

yoğunlaşması görülür (“cell shrinkage”) (Ulukaya 2003). 

7- Hücre içi ATP seviyesine göre hücreler apoptozis veya nekroz ile ölürler. Eğer hücre 

ciddi olarak zarar görmüşse apoptozis içn gerekli olan enerjiyi sağlayamayacak ve 

nekroz ile ölecektir (Chandra ve ark. 2000). 

8- Nekroz sırasında DNA'nın rastgele sindirimi mevcuttur. Oysa apoptozisde DNA’nın, 

intranükleozomal bölgelerinden 180-200 baz çifti veya bunun katları boyutunda DNA 

parçaları oluşturacak şekilde parcalanma mevcuttur. Bu da agaroz jel elektroforezde 

apoptozis icin karakteristik “ladder pattern” denen merdiven şeklinde kırılmalar 

meydana getirir (Wyllie 1980, Ulukaya 2003). 

9- Nekrozdan farklı olarak apoptotik hücrede normalde plazma membranının iç 

yüzünde bulunan fosfotidilserin’in membranın dış yüzüne doğru transloke olmasıdır. 

Membrandaki bu, apoptotik hücrenin komşu hücreler ve makrofajlar tarafından 

tanınmasını ve fagosite edilmesini sağlar (Ulukaya 2003). 
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Şekil 1.8. Apoptotik ve nekrotik hücrelerin karşılaştırılması (Anonim 2007) 

 

 
1.4.5 Apoptozisin Genetik Kontrolü 

 
Apoptozisin kontrolünde çok sayıda gen, protein rol oynar ve apoptotik yollarda 

üstlendikleri aktivitelere ve spesifik hastalıklarla olan ilişkileri baz alınarak 

sınıflandırılabilirler. Çeşitli uyaranlar bir takım ölüm yollarının düzenleyicilerini 

aktifleştirerek bir kaskad başlatırlar. Bcl-2 ailesi, kaspaz aktivasyonunu ya negatif ya da 

pozitif (örneğin Bax) yönde düzenler. Diğer bazı apoptozis düzenleyicileri biraz daha 

ileri aşamalarda rol alır ve bir takım kaskadları aktifleştirirler. Bu düzenleyiciler, 

apoptozisi aktive eden ve tümörijenez ya da kanser terapilerinde önem teşkil eden c- 

myc gibi onkogenler veya p53 gibi tümör baskılayıcı genlerdir. 
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c-Myc; Bir transkripsiyon faktörü olan c-Myc, pek çok insan tümöründe anormal 

şekilde düzenlenmekte ve apoptozisin kontrolünde önem taşımaktadır. İnsan c-Myc 

proteini 439 amino asitten meydana gelir. Nükleusta yer alır ve kısa bir ömrü vardır. c- 

Myc; metabolizma, protein biyosentezi, hücre siklus düzenlenmesi, apoptozis (Bcl-2’yi 

aşağı yönde düzenleyerek), hücre adezyonu ve sitoiskelet yapılanmasını sağlayan belirli 

gen sınıflarıyla düzenli olarak etkileşim halindedir. Proto-onkogen olan c-myc’nin 

hatalı düzenlenmesi, hücre proliferasyonunu (siklinleri yukarı ve p21’i aşağı yönde 

düzenleyerek) ve neoplastik transformasyonu teşvik eder. Bu hatalı düzenlenme ayrıca 

besin ve büyüme faktörü eksikliğinde apoptotik genleri aktifleştirir. Myc, Wnt, Shh, ve 

EGF gibi çeşitli mitojenik sinyallerle aktifleştirilir. Bu hedef genlerin ekspresyonlarını 

düzenleyerek, Myc aktivasyonu birtakım biyolojik etkilerle sonuçlanır (Evan ve ark. 

1992, Shi ve ark. 1992, Hermeking ve Eick 1994, Kauffmann-Zeh ve ark. 1997) 

p53; Nukleer fosfoprotein insan p53 geni, 17. kromozomun kısa kolunda (17p 13,1) yer 

alır ve iki ana sürece önemli katkısı bulunmaktadır. Bunlar hücre siklusunun ilerleyişi 

ve apoptozisdir. p53, viral veya hücresel onkogenlerin sebep olduğu transformasyonu 

baskıladığından, bir tümör baskılayıcı gen olarak sınıflandırılmaktadır. Birçok insan 

kanserlerinin mutant p53 baskılayıcı genine sahip olduğu bulunmuştur. p53 mutasyon 

veya delesyonları insan kanserlerinde sıklıkla rastlanır ve yaklaşık %50’sinden 

fazlasıyla ilişkilidir. Bunlar mesane, meme, kolon, akciğer, karaciğer, prostat ve cilt 

kanserleridir. Herhangi bir uyaranla meydana gelen DNA hasarında, p53 aktifleşerek 

bir dizi mekanizmayı başlatır. Bu mekanizmalar ile hasarlı hücre Gl fazında durur ve S 

fazına giremez Bu nedenle DNA hasarı olan hücrede ya onarım sağlanır ya da hücre 

apoptozise yönlendirilir. DNA hasarı sonrasında p53 proteinin transkripsiyonu ve 

dolayısıyla translasyonu artar. Oluşan p53 proteini, bir CDKI (siklin bağımlı kinaz 

inhibitörü) olan p21 proteinin sentezini uyararak hücre döngüsünü p21 proteini 

aracılığıyla G1 evresinde durdurur. p21 proteini bu fonksiyonunu siklinsiklin bağımlı 

kinaz komplekslerine bağlanarak gerçekleştirir. p21 proteini CDK- C (siklin-siklin 

bağımlı kinaz) kompleksine bağlandığında CDK-C kompleksi, Rb (Retinoblastoma) 

proteinini fosforile edemez. Bunun sonucunda Rb-E2F kompleksinden E2F 

transkripsiyon faktörü ayrılamaz ve DNA sentezi için gerekli olan enzimlerin ve bazı 

proteinlerin ekspresyonu gerçekleşmez. Böylece hücre döngüsü S fazına geçemeden 

durdurulur (El-Deiry ve ark. 1993, Cachot ve ark. 1998). 
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Eğer DNA hasarı, hücrenin tamir mekanizmasının onarabileceği kapasitenin üzerinde 

gerçekleşmesi sonucu onkogenik sürecin engellenmesi için apoptozis gerçekleşir. Hem 

hücre yüzeyinde yer alan TNFR aile üyesi olan Fas (CD95) reseptörlerinin 

uyarılmasıyla hem de mitokondriden sitokrom c salınımıyla gerçekleşen apoptotik 

süreçlerin her ikisinde de p53 proteinin önemli rol üstlenmektedir (Zornig ve ark. 2001, 

Dumont ve ark. 2003). Ras Memelilerde ras onkogen gen ailesi p21s olarak 

adlandırılan molekül ağırlığı 21 kDa olan proteinleri kodlayan üç üyeden (H-, K- ve N-

ras) oluşmaktadır. p21s, membranla ilişkili proteinler olup GTP (guanin trifosfat) 

bağlamakta ve hidrolize etmektedirler yani GTP bağlayıcı proteinlerdir. Ras ailesi 

proteinleri GTP bağlı veya GDP bağlı formları ile, iki konformasyon arasında geçişlerle 

hücre içerisindeki çeşitli proteinleri etkiler ve onların da konformasyonlarının 

değişmesine ve fosforilenmelerine yol açarak hücre içi sinyal iletimini tetiklerler. 

Ras’ın bağlanan GTP’yi hidrolizinden sonra, proteine bağlı kalan GDP’nin 

uzaklaştırılması için Guanin Değişim Faktörlerine (GEF; Guanine Exchange Factor) 

ihtiyaç vardır. GEF proteinleri Ras-GDP ile etkileşir ve GDP’nin proteinden 

uzaklaşarak, Ras’ın hücre içi derişimi daha fazla olan GTP’yi bağlayabilmesine olanak 

tanırlar. Bağlanan GTP Ras’ın içsel GTPaz aktivitesi ile ve bunun yanı sıra, Ras’a 

bağlanan GTPaz Aktive edici Proteinler’in (GAP) etkisi ile hidrolize uğrar. Ras’ın GTP 

bağlı konformasyonu, bu proteinin bağlandığı sinyal iletiminin daha alt basamağında 

bulunan moleküllerin (efektörlerin) de konformasyonel değişiklik geçirmelerine ve 

fosforillenerek sinyal iletimine katılmalarına yol açar. GTPaz bozuk olması molekülün 

GTP formunun devamlı olarak aktif kalmasına yol açtığından nükleus proteinleri ve 

DNA transkripsiyonu devamlı olarak aktive edilir (Quincoces ve ark. 1997, Lowitz ve 

ark. 2000, Martinez ve ark. 2003, Telkoparan ve ark.2011). 

Rb; Retinoblastom (Rb), insanın 13. kromozomu üzerinde bulunan tümör baskılayıcı 

gendir. Rb proteini, Rb gen ürünü olup hücre siklusunu düzenlemede önemli role sahip 

nükleer bir fosfoproteindir. Rb proteini, S fazında hücresel replikasyonda yer alan 

nükleer transkripsiyon faktörü olan E2F proteini ile etkileşime girmektedir. Bu 

etkileşim E2F’nin transkripsiyon faktörü olarak işlev görmesini önlemektedir. Rb 

proteininin fosforile formu inaktif, defosforile formu ise aktiftir. Fosfarlanmamış Rb, 

E2F tarafından kontrol edilen genlerin transkripsiyonunu baskılamak üzere, E2F’ye 

bağlanır. Rb’nin G1’in sonunda Cdk4, 6 ve siklin D kompleksleri tarafından 
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fosforillenmesi E2F’den ayrılmasına neden olur. Hücre döngüsünün ilerlemesi için 

gerekli proteinleri kodlayan hedef genlerin ekspresyonunu uyarır. Rb mutantlar (yapısal 

fosforile olmuş ve E2F bağlanmamış), S fazı restriksiyon bölgesinde kontrolsüz hücre 

bölünmesine neden olmaktadır dolayısıyla hücreler tümörojenik olabilmektedir. 

(Hanahan ve ark. 2000, Kopnin 2000). 

1.5. Tıbbi Bitkiler 

 
Fitoterapi, bitkileri kullanarak hastaları tedavi etme yaklaşımı olup terim ilk kez Fransız 

hekim Henri Lenclerc (1870-1953) tarafından kullanılmıştır. Bitkilerin sağlığı korumak 

ya da geri kazanmak için tarihin her döneminde, her toplum tarafından kullanıldığı 

bilinmektedir. Bu konuda ilk yazılı belge M.Ö. 3000 yıllarına ait Ninova tabletleri olup, 

Mezopotamya'da kurulan Sümer, Akat, Asur medeniyetlerinde bitkisel ve hayvansal 

ilaçlarla tedavilerin mevcut olduğunu kanıtlamaktadır. Çin ve Hint tıbbında da 

bitkilerin önemli bir yeri vardır. Yunan tıbbının önemli isimlerinden Hipokrat'ın 

kitabında bitkisel ürünlerden söz edilmektedir. İslam uygarlığında İbn-i Sina ve Al 

Gafini'nin bitkisel tıp konusunda önemli eserleri bulunmaktadır. Günümüzde ise kimya 

ve biyokimya alanındaki gelişmeler sonucunda bitkilere ilişkin toksikolojik, 

farmakolojik ve klinik çalışmalar yapılabilme imkanı artmış olup çalışmalarda etkinlik, 

zararsızlık ve kalite prensipleri benimsenerek tıbbın gereksinimlerine yanıt veren pek 

çok ilaç geliştirilmiştir (Sarışen ve Çalışkan 2005). Dünya Sağlık Örgütü tedavi amaçlı 

kullanılan tıbbi bitkilerin sayısının 20,000 civarında olduğunu ve yaklaşık 4 milyar 

insanın sağlık sorunlarını ilk etapta bitkisel ilaçlarla gidermeye çalıştıklarını 

bildirmektedir (Naranjo 1995,  Faydaoğlu ve Sürücüoğlu 2011).  Ayrıca gelişmiş 

ülkelerde reçeteli ilaçların %25’inin etken maddesinin bitkisel kökenli olduğu 

bilinmektedir (Farnsworth ve ark. 1985). Bitkiler geniş fonksiyonları olan birincil 

(primer) ve ikincil (sekonder) metabolitleri üretmektedirler. Aminoasitler, basit 

şekerler, nükleik asitler ve lipitler hücresel süreçler için gerekli olan primer 

metabolitlerdir. Sekonder metabolitler ise bitkilerin metabolizması sonucu oluşan 

organik moleküllerdir (Croteau ve ark. 2000). Küçük molekül yapılı sekonder 

metabolitler; alkaloidler, terpenoidler ve fenolik bileşikler içerisinde yer almakta olup 

şu ana kadar 150'den fazla bitki familyasında 12 000'den fazla alkaloid tespit edilmiştir. 

Alkaloidlerin günlük olarak tüketilen kafein, analjezik olan morfin ve kodeine, kas 



24  

gevşetici tübokürarin, anti-kanser ajanı vinblastine ve gut tedavisinde kullanılan 

kolşisin gibi üyeleri vardır (Ramawat ve ark. 2009). Fenolik bileşikler içerisinde 

flavonoid ve izoflavonoid gibi grupları barındırmakla beraber izoflavon bileşikler 

fitoöstrojen, anti-anjiyogenik, antioksidan ve anti-kanser özellik gösterebilirler (Dixon 

ve Ferreira 2002, Dixon ve Sumner 2003). Bitkiler arasında en yüksek çeşitlilik terpen 

gruplarında olup şu ana kadar belirlenen 30 000'den fazla terpen bileşiği, monoterpen, 

seskiterpen, diterpen, triterpen ve tetraterpen grupları altında bulunmaktadır. Ayrıca; 

bitkisel steroidler, saponinler ve kalp glikozitleri triterpen gruplarından üretilirler. 

Taksol grubu bileşiklerin (diterpen)  de dahil olduğu terpen bileşiklerinin bütün 

gruplarında anti-tümöral etki gösteren pek çok bileşik tespit edilmiştir (Salminen ve 

ark. 2008, Zwenger ve Basu 2008). Tıbbi bitkilerin ve onlardan elde edilen doğal 

ürünlerin, kardiyovasküler, analjezik, tansiyon, deri, solunum, gastrointestinal, 

nöromüsküler, kadın hastalıkları ve malignite gibi pek çok hastalığın tedavisinde 

kullanıldığı bilinmektedir (Ahmad ve ark. 1998, Datta ve ark. 1998, Abo ve ark. 2000, 

Lovkova ve ark. 2001, Lampronti ve ark. 2006). En çok bilinen ve yaygın olarak 

kullanılan bazı örnekleri şöyle sıralanabilir: - Salix caroliniana ve ilişkili türleri; 

aspirin, - Papaver somniferum; morfin ve kodein, - Digitalis latana; digoksin (kalp 

ilacı), - Allium sativum; bağışıklık arttırıcı, kan basıncı ve kolesterol düşürücü, - Taxus 

brevifolia; taxol (anti-kanser ilaç), - Catharanthus roseus; vinblastin ve vinkristin (anti-

kanser ilaç), - Aloe vera; dermatolojik ilaçlar (Kendler 1987, Youngkin ve Israel 1996, 

O’Hara ve ark. 1998, Raskin ve ark. 2002, Halberstein 2005). 

Türkiye 174 familyaya ait 1251 cins ve 12 000’den fazla tür ve alt tür taksonu içeren 

oldukça zengin bir floraya sahiptir (Davis 1988, Güner ve ark. 2000). Bu taksonların 

234’ü yabancı kaynaklı ve kültür bitkisi olup geriye kalan türler yurdumuzda doğal 

yayılış gösteren bitkilerdir. Endemik bitkiler (yeryüzünün yalnızca belirli bölgelerinde 

yayılış gösteren) bakımından da Türkiye oldukça zengindir ve tüm Avrupa 

ülkelerindeki toplam endemik takson sayısı yaklaşık 2750 iken ülkemizdeki endemik 

tür sayısı 2891’ dir. Türkiye’de tıbbi olarak kullanılan bitkilerin sayısının 500 civarında 

olduğu tahmin edilmektetir ve yaklasık 200 tıbbi ve aromatik bitkinin ihraç 

potansiyelinin olduğu belirtilmektedir (Güner ve ark. 2000, Aydın 2004, Faydaoğlu ve 

Sürücüoğlu 2011). 
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1.6 Bitkisel Kökenli Anti-Kanser Ajanlar 

 
Bitkiler etkili anti-kanser ilaçların keşfinde önemli bir yer tutmakta olup kanser 

tedavisinde kullanımları uzun bir geçmişe sahiptir. Şu anda kullanılmakta olan 

antikanser ilaçların %60’ından fazlası bitkileri, deniz canlılarını ve mikroorganizmaları 

içeren doğal kaynaklardan türevlenmektedir (Newman ve ark. 2003, Cragg ve Newman 

2005). Bitkisel kaynaklar kullanılarak yapılan anti-kanser ilaç araştırmaları 1950’lerde 

vinka alkoloidleri, vinblastin ve vinkristinin keşfi ile başlamıştır. Amerika Bileşik 

Devletleri Ulusal Kanser Enstitüsü (NCI; “National Cancer Institute”) 1960’larda 

ağırlıklı olarak ılıman bölgeleri kapsayan kapsamlı bir bitki toplama programı başlatmış 

ve bu çalışmalarla taksanları ve kamptotesinleri kapsayan sitotoksik aktivite gösteren 

türler keşfedilmiştir. Bunların klinik olarak aktif şekilde üretimi 30 yıllık bir süreci 

(1960-1990) kapsamaktadır (Cassady ve Douros, 1980). Bu bitki toplama programı 

1982’de sonlandırımış olup 1986’da yeni tarama teknolojilerinin gelişimini takiben 

bitki ve diğer organizmaların araştırılması devam etmiştir. Ancak yeni bitkisel kaynaklı 

anti-kanser ajan keşfedilememiş olup çoğu ajan klinik öncesi (preklinik) gelişim 

aşamasındadır (Cragg ve Newman, 2005). 

1.6.1. Triterpenoidler 

 
Triterpenoidler, 30 karbonlu izopren iskelet ile karakterize olan, 100’ün üzerinde farklı 

iskelet yapısı bulunduran bileşikler grubunu temsil etmektedirler (Connolly ve ark. 

2002). Triterpenoidler, skualen veya oksiskualenin halkalı duruma geçmesiyle meydana 

gelirler (Cho ve ark. 2015) ve asiklik, monosiklik, bisiklik, trisiklik, tetrasiklik, 

pentasiklik veya hekzasiklik yapıda bulunabilirler (Xu ve ark. 2004). Pentasiklik 

triterpenler genellikle biyolojik olarak aktiftirler (antitümör, antiviral, antidiyabetik ve 

anti-inflamatuar) ve yüksel tedavi potansiyeline sahipirler (Cho ve ark. 2015). Çoklu 

hedeflere spesifik olmama yeteneğine sahip pentasiklik triterpenoidler tarafından inhibe 

edilen sayısız enzim örnekleri vardır (Glinski ve ark. 2002). Daha da önemlisi, 

triterpenoidlerin yapıları benzersiz güvenlik profiline sahiptir (Sporn ve ark. 2011). 

Örneğin korosolik asit (antidiyabetik) halihazırda piyasada bulunmaktadır ve bazı diğer 

pentasiklik triterpenoidler klinik deneme aşamasında ya da piyasaya çıkmaya 

hazırdırlar. Pentasiklik triterpenoidlerin anti-inflamatuar etkisi, büyük ölçüde 5-
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lipoksijenaz (LOX), indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), siklooksijenaz (COX) 2 

ve nükleer faktör-kappa B (NF-kB) gibi moleküler hedefleri inhibe etme yeteneğinden 

dolayı atfedilmiştir (Cho ve ark. 2015). 

Çoğu araştırma gruplarının önde gelen hedefi insan tümörlerinin tedavisinde etkin bir 

şekilde kullanılabilir uygun bir antikanser ilacı bulmaktır. Bitkilerden sentezlenen 

organik moleküller, biyolojik aktif bileşiklerin büyük bir kısmını oluştururlar. Bu 

bileşiklerden, retinoid ve steroidlerle benzer olan pentasiklik triterpenoidler, çeşitli 

biyolojik, farmakolojik ve tıbbi etkileriyle dikkat çekmektedir (Logashenko ve ark. 

2011). 

1.6.1.1. Glisiretinik Asit 

GA doğal olarak Fabaceae familyasından meyan kökü (Glycyrrhiza glabra) bitkisinden 

izole edilen ve glisirizik asitin hidrolizi sonucu meydana gelen pentasiklik bir 

triterpenoiddir (Chandler 1985, Asl ve Hoesseinzadeh 2008). Afganistan, Çin, 

Dağıstan, Irak, İtalya, Pakistan, Suriye, Türkiye ve Özbekistan gibi büyük ölçüde 

kültürü yapılmaktadır. Tatlı bir aromaya sahip olmasından dolayı tatlandırıcı olarak 

kullanımının yanı sıra tıpta da kullanılmaktadır (Zadeh ve ark. 2013). Geleneksel olarak 

öksürük, basit solunum rahatsızlıkları, böbrek taşı, hepatit C, deri hastalıkları, 

gastrointestinal ülserler ve karın ağrısı tedavisi için kullanılmaktadır (Marjan ve 

Hossein 2008). İshal, yüksek ateş ve anüri durumlarında kullanımı detaylı olarak 

dökümante edilmiştir (Asl ve Hosseinzadeh 2008, Vispute ve Khopade 2011, Zadeh ve 

ark. 2013). Yapılan farmakolojik ve klinik çalışmalarda meyan kökü ekstraktının 

öksürük kesici, antienflamatuar, antiviral, antimikrobiyal, antioksidan, kemopreventif 

(kimyasalların zararlı etkilerini önleyici), bağışıklık sistemini düzenleyici, karaciğeri ve 

kalbi koruyucu etkileri gösterilmiştir (Kalaiarasi ve ark. 2009, Asha ve ark. 2012, 

Astaf’eva ve Sukhenko 2014, Dirican ve Turkez 2014). 

GA, PGE-2 ve PGE2 alfa’nın, inaktif olan 15-keto-13,14-dihidro metabolitlerine 

yıkımından sorumlu olan 15-hidroksiprostaglandin dehidrogenaz ve delta-13- 

prostaglandin enzimlerini inhibe eder ve bunun sonucunda sindirim sisteminde 

prostaglandin seviyesinin artışına neden olur (Carraher ve ark. 2014). Özellikle 

hepatositlerin hücre zarında, GA’in bağlanması için çok miktarda reseptöre sahip 

olduğu gösterilmiştir (Negishi ve ark. 1991). GA’in hedef bağlanma bölgesi 
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hepatoselüler karsinoma hücrelerinde (HCC), kanser özelliği taşımayan normal sağlıklı 

hücrelere göre daha fazla eksprese edilen protein kinaz C olarak tanımlanmıştır ve 

bu özelliğinden dolayı HCC’ın hedefe yönelik ilaç taşıyıcı nano-siferler, lipozomlar ve 

miseller olarak kullanılabilirliği açısından ilgi çekmektedir (Huang ve ark. 2010, Tian 

ve ark. 2010a, Tian ve ark. 2010b). Ayrıca son yıllarda, GA’in dikkat çekici anti-

proliferatif ve apoptoz indükleyici aktivitesi çeşitli kanser hücre soyları üzerinde 

gösterilmiştir (Cheng ve ark. 2010, Parida ve ark. 2014, Wu ve ark. 2014, Prasad ve 

ark. 2016). GA’in alfa ve beta olmak üzere iki steryoizomerik formu bulunur ve bu iki 

formuda anti-inflamatuar ve anti-kanser etkiye sahiptir (Shetty ve ark. 2011). GA’nin 

anti-tümör etkisinin tümör oluşumunun baskılanması, tümorojenez ve apoptozun 

indüksiyonu gibi çeşitli etkileri barındırdığı görülmüştür (Hibasami ve ark. 2005). 

Fakat GA’nın da aralarında bulunduğu triterpenoid bileşikler zayıf biyolojik aktivite 

gösterirler. Bu yüzden bu bileşikler daha etkin formlarının elde edilmesi için yapıtaşı 

olarak kullanılırlar (Logashenko ve ark. 2011). Sibirya’da bulunan Rusya Bilim 

Akademisi, Kimyasal Biyoloji ve Temel Bilimler Enstitüsü’nde sentezlenen, GA’nın 

yarı sentetik bir türevi olan Soloksolon metil, GA’nın modifikasyonuyla elde edilmiş, 

sentezi ve son ürünün fizikokimyasal karakteristiği tanımlanmış olup; HuTu80, 

Hep2G,MH-22, KB, ve J774 hücreleri üzerindeki yüksek antiproliferatif ve pro-

apoptotik etkileri gösterilmiştir  (Logashenko ve ark., 2011). 

SM bileşiğinin sentez reaksiyon basamakları şu şekilde özetlenmiştir; 

18βH-Glisirretinik asit, meyan kökü ekstraktından izole edilmiş ve başlangıç materyali 

olarak kullanılmıştır. Elde edilen bu bileşik eter içeren diazometan ile, Zn/HCl 

aracılığıyla indirgenmiş metil grisirritinat asetat oluşturmak üzere esterleştirilmiştir. Bu 

tepkimelerle elde edilmiş olan 11-deoksiglisirretinik asit asetat, hidrojen peroksit içeren 

asetik asit ile 12-okso türevine çevrilmiştir. Daha sonra bromür içeren asetik asit 

kullanılarak brominasyon-dehidrobrominasyon tepkimeleri ile 9,11 çift bağ 

formasyonu oluşması sağlanmıştır ve sonuçta 9(11)-en-12-bir fonksiyonel grubu elde 

edilmiştir. KOH içeren metanol aracılığıyla, asetat grubu uzaklaştırılarak 3-hidroksi 

grubu açığa çıkarılmıştır. C
2
 kondensasyonu HCO2Et/NaOMe ile sağlanmış ve 

hidroksimetilen türevi oluşturulmuştur. Bu bileşiğin hidroksilamin hidroklorid ile 

reaksiyonu sonucunda izoksazol halkalı yapısı oluşturulmuş ve bu halkanın N-O 
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bağından açılması için NaOMe uygulanmasıyla birlikte 2-siyano grubunun oluşması 

sağlanmıştır. 2,3-dikloro-5,6-disiyano-1,4-benzokinon içeren benzen ile gerçekleştirilen 

dehidrojenasyon tepkimesi sonucunda 2,2 çift bağ formasyonu sağlanmıştır ve böylece 

2-siyano-1-en-3-bir fonksiyonel grubu bileşiğin A halkasında oluşturularak Soloksolon 

metil bileşiğinin sentezi tamamlanmıştır (Şekil 1.9) (Logashenko ve ark., 2011). 

Bu tez çalışmasında, SM bileşiğinin insan meme kanseri hücre soyları (MCF-7, MDA- 

MB-231 ve T-47D)  üzerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri araştırılmıştır. 

 

 

Şekil 1.9. A. Glisirretinik asit (GA), B. Soloksolon metil (SM) bileşiklerinin kimyasal 

yapıları 
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2. MATERYAL VE YÖNTEM 

2.1. Materyal  

2.1.1.Kimyasal Maddeler 

-SM (Soloksolon metil) 

 
-MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid), Sigma 
 

-Fetal sığır serumu (FBS), Gibco 
 

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

-Fosfat tuz tamponu (PBS), Lonza 
 

-Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Lonza 
 

-0,05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco 
 

-Dimetil sülfoksit (DMSO), Sigma 
 

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

- L-glutamin, Gibco 

 

-Adenosine 5'-triphosphate (ATP) Chemosensitivity Assay, Dcs Innovative Diagnostic 

Systeme, Hamburg, Almanya 

2.1.2. Sarf Malzemeler 

-25cm
2 

ve 75cm
2
’lik flask, Thermo Scientific 

 
-6 kuyulu hücre kültür kabı, Orange Scientific 

 
-96 kuyulu flat hücre kültür kabı, Costar 

 

-5ml ve 10ml hacimlerinde enjektörler, Ayset 

 
- 2-20μl’lik pipet uçları, Axygen 

 
-200μl’lik pipet uçları, Axygen 

 

-1000μl’lik pipet uçları, Labosel 

 
-Steril tek kullanımlık filtreler (0,2 mikron çapında), TPP 
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-Steril santrifüj tüpleri (15 ml), SPL 

 
-Steril santrifüj tüpleri (50 ml), SPL 

 
-Thoma lamı, Bright –Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA 
 

-Kriyovial, Corning 

 

- Scraper, Corning 
 

2.1.3. Cihazlar 

 

-Spektrofotometre (FLASHScan S12, Analytik Jena, Almanya) 
 

-Hassas terazi, SHIMADZU AUW220D 
 

-Luminometre (FL×800 Mikroplate Floresans Okuyucu) 
 

-CO2 inkübatörü, Sanyo, Japonya 

 
-Buharlı sterilizatör (Otoklav), Nüve OT4060, Türkiye 
 

-Steril kabin, ESCO, Singapur 

 
-Multipipet cihazı, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya 
 

-Inverted mikroskop, Olympus CKX41, Japonya 
 

-Aspiratör, Rocker 300, Tayvan 
 

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

-Santrifüj, Rotina 35R, Almanya 

 

-1-10μl, Orange Scientific 

 
-1-1000μl’lik pipet seti, Orange Scientific 
 

-0,5-5ml pipet, Eppendorf 
 

-10ml pipet, Eppendorf 
 

-Pipet boy, Biohit 

 

-20-200μl Transferpipet, Orange Scientific 
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2.2. Yöntem 

2.2.1. SM (Soloksolon Metil) bileşiği’nin Hazırlanması 

SM bileşiği toz formda temin edildi ve 10 mM olacak şekilde DMSO ile çözülmesi 

sağlandı. 0,5 ml’lik tüplere; 8’er μl olacak şekilde alikotlandıktan sonra -20
0

C’de 

saklandı. Çalışmalar için gerekli seyreltmeler ise besiyeri ile yapıldı. 

2.2.2. Hücre Kültürü 

 
Amerika Hücre Kültür Koleksiyonu (ATCC)’ndan satın alınan T-47D, MDA-MB-231 

ve MCF-7 insan meme kanseri hücre soyları kriyovial denen kaplar içerisinde -80°C 

dolaplarda saklandı. Hücre soylarının özellikleri aşağıda belirtilmiştir: 

 

T-47D hücre soyu: İnsan meme kanseri hücre soyu  

Kalsitonin (+) 

Andojen (+)  

Östrojen (+)  

Progesteron (+)  

Glikokortikoid (+)  

Prolaktin (+)  

WNT7B (+) 

MDA-MB-231 hücre soyu: İnsan meme kanseri hücre soyu  

Epidermal büyüme faktörü (EGF) (+) 

E-Kaderin (-)  

Östrojen (+) 

Transforme büyüme faktörü alfa  (TGF alpha) (+)   
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Kaspaz 2 (+)  

Kaspaz 3 (+) 

MCF-7 hücre soyu: İnsan meme kanseri hücre soyu  

Östrojen reseptörü (+) 

E-kaderin (+)  

Kaspaz 2 (+/-) 

Kaspaz 3 (-) 

 

2.2.2.1. Hücre Soylarının Stoktan Çıkartılması 

Hücreleri çoğaltmak amacıyla kriyovialler -80
o
C den alınarak sıcak su banyosunda hızlı 

bir şekilde çözüldü. T-47D hücre süspansiyonu; %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin 

ve %1 Lglutamin içeren 5 ml RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) 

besiyeri, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre süspansiyonları ise %5 FBS, %1 penisilin- 

streptomisin ve %1 L-glutamin içeren 5 ml RPMI (“Roswell Park Memorial Institute 

Medium”) besiyeri içerisine alındı. Falkon tüp 800 rpm’de 5 dk santrifüj edildikten 

sonra süpernatant kısım aspire edildi ve hücre peleti üzerine 1 ml besiyeri ilave edilerek 

hücrelerin süspansiyon hale gelmesi sağlandı ve hücre süspansiyonu içerisinde 5 ml 

besiyeri bulunan 25cm
2  

flasklara alınarak 37
o
C’de,  %5 CO2 içeren ortamda inkübe 

edildi. 

2.2.2.2. Hücre Soylarının Pasajlanması 

Deneylerde kullanılan hücre soyları, flask yüzeyini tamamen kapladıklarında 

(konfluent olduklarında) flask içerisindeki besiyeri aspire edildi. Hücrelerin serumdan 

arındırılması için 25cm
2
’lik flask içerisine 2 ml 1X PBS ilave edildi ve hücrelerin 

yüzeylerinin hafifçe yıkanması sağlandı. PBS ortamdan aspire edilerek 

uzaklaştırıldıktan sonra flask yüzeyine yapışan hücrelerin yüzeyden ayrılmaları için 0.5 

ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) solüsyonu kullanıldı ve 37 °C’de, %5 CO2’li ortamda 

5dk inkübe edildi. Mikroskopla bakıldığında flask yüzeyinden ayrıldığı kabul edilen 

hücrelere, tripsinin inhibe edilmesi için en az on katı kadar besiyeri ilave edildi. 
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Böylece tripsinin hücreleri yüzeyden ayırdıktan sonra hücre membranlarına zarar 

vermeye başlaması engellenmiş oldu. Flask içerisindeki hücre süspansiyonu, içerisinde 

besiyeri bulunan (falkondaki toplam hacim tripsinin 10 katı olmalı) 15 ml’lik falkon tüp 

içerisine alındı. 800 rpm’de 5dk santrifüj yapıldıktan sonra süpernatant kısım aspire 

edildi ve elde edilen hücre peleti 1ml hücre besiyerinde çözündükten sonra 9 ml 

besiyeri ilave edildi ve 10 ml’lik hücre süspansiyonu 75 cm
2
’lik flasklara alınarak 37 

o
C’de, %5 CO2 içeren ortamda inkübasyona bırakıldı. Bu şekilde hücreler istenilen 

sayıya gelene kadar çoğalmaları sağlandı. 

2.2.2.3. Hücre Soylarının Stoklanması 

Hücreler flask yüzeyini tamamen kapladıklarında flask içerisindeki besiyeri aspire 

edilerek ortamdan uzaklaştırıldı. Hücreler 1X PBS ile hafifçe yıkandıktan sonra PBS 

aspire edilerek uzaklaştırıldı ve hücrelerin flask yüzeyinden kalkmalarını sağlamak için 

%0,05 Tripsin-EDTA solüsyonu eklendi. Hücreler 37
o
C’de, %5 CO2’li ortamda 5 dk 

inkübasyona bırakıldı. Mikroskopla bakıldığında flask yüzeyinden ayrıldığı kabul 

edilen hücrelere, tripsinin inhibe edilmesi için en az on katı kadar besiyeri ilave edildi. 

Flask içerisindeki hücre süspansiyonu içerisinde 

besiyeri bulunan 15 ml’lik falkon tüp içerisine alındı. 800 rpm’de 5 dk santrifüj 

yapıldıktan sonra süpernatant kısım aspire edildi ve pelet üzerine her bir kriyovial için 

1,5 ml dondurucu medium (5 ml DMSO + 5 ml FBS + 40 ml DMEM) karanlık ortamda 

ilave edildi. Hücre süspansiyonu kriyovialler içerisine dağıtılarak -80 
o
C’ye kaldırıldı. 

2.2.2.4. Kullanılan Besiyerinin Hazırlanması 

T-47D hücre soylarının çoğaltılması amacıyla kullanılan besiyeri ortamı için %10 FBS, 

%1 Penisilin-Streptomisin Solüsyonu (10,000 U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin), 

%1 Lglutamin içeren, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre soylarının çoğaltılması amacıyla 

kullanılan besiyeri ortamı için %5 FBS, %1 Penisilin- Streptomisin Solüsyonu (10,000 

U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin), %1 Lglutamin içeren RPMI 1640 besiyeri 

kullanıldı. 
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2.2.2.5. Hemositometre ile Hücrelerin Sayımı 

Hücreleri sayabilmek amacıyla tripsinizasyon işlemi sonucunda elde edilen hücre 

süspansiyonundan 10  μl 0,5 ml’lik tüpe alındı ve üzerine eşit miktarda %0,5 tripan 

mavisi konarak iyice karışması sağlandı. Hematositometre distile su ile iyice 

temizlendi. Bu karışımdan 10 μl alınarak thoma lamına koyuldu ve mikroskopta bu lam 

üzerinde beş alanda hücre sayımı yapıldı. Bulunan sayı sulandırma katsayısı ile 

çarpılarak 1 ml besiyerinde ne kadar hücre olduğu hesaplandı. 

2.2.3. MTT (Metiltiazotetrazolium) Canlılık Metodu 

MTT yöntemi, ilk kez Mosmann ve ark. tarafından 1983 yılında belirlenmiştir ve hücre 

kültüründe büyütülen hücrelerdeki mitokondriyel dehidrogenaz enzim aktivitesinin 

kolorimetrik ölçülmesi esasına dayanmaktadır (Mossman 1983). Bu enzim aktivitesi 

yaşayan hücrelerde gözlenirken, ölen hücrelerde ise gözlenmemektedir. Ortama 

konulan bileşiğe yanıt olarak eğer hücreler ölürse enzim aktivitesinin azaldığı veya 

kaybolduğu görülmektedir. Bu nedenle hücreler mitokondriyel dehidrogenaz enziminin 

değişime uğrattığı MTT maddesine (tetrazolyum (3-(4,5-dimetiltiyazol -2)-2,5-difenil 

tetrazolyum bromid) maruz bırakılırlar. MTT, sarı renkli suda çözünebilen tetrazolium 

tuzu olup canlı hücreler tarafından alınır ve mitokondriyel süksinat dehidrogenaz 

enzimleri tarafından suda çözünmeyen koyu mavi-mor renkli formazan kristallerine 

dönüştürülür (Şekil 2.1). 

 

Şekil 2.1. MTT’nin tepkime şeması 

 
Sitotoksik bileşiklerin hücrelere zarar vermesi MTT tetrazoliumun formazana 

indirgenmesini azaltmaktadır. Sonuç olarak; canlı ve mitokondri fonksiyonu 

bozulmamış hücreler mavi-mor renkte boyanmakta, ölü veya mitokondri fonksiyonu 

bozulmuş hücreler ise boyanmamaktadır. Daha sonra oluşan bu formazan kristalleri 
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SDS (%10 sodyum dodesil sülfat + steril distile su + 0,01 N HCl ) kullanılarak suda 

çözünür hale getirilir ve oluşturdukları renk şiddeti 570 nm dalga boyunda 

spektrofotometre ile ölçülür. Sonuç olarak; başlangıçta aynı sayıda ekilmiş hiç ilaç 

uygulanmamış kontrol hücrelerindeki renk şiddeti ile ilaca maruz bırakılmış 

hücrelerdeki renk şiddeti oranlanarak ilaca maruz bırakılmış hücrelerdeki canlılık oranı 

(yüzdesi) hesaplanmış olur. 

MTT testi için, SM bileşiğinin farklı konsantrasyonları (1, 10 ve 100 µM) hazırlanarak 

96 kuyulu hücre kültür kaplarına uygulandı. T-47D, MCF-7, MDA- MB231 hücreleri 

sayılarak 100 µl besiyeri içerisinde 5×10
3 

hücre olacak şekilde her bir kuyuya ilave 

edildi. Hücrelerde, ölümün negatif kontrolü (maksimum canlılık, MO) olarak sadece 

besiyeri ortamı içerisinde ekilen hücreler kullanıldı. Kör için ayrılan kuyular içerisine 

ise 200 µl besiyeri ilave edildi. Ardından hücreler, 24 ve 48 saat 37 °C, %5 CO2‘li 

ortamda inkübasyona bırakıldı. 

MTT kimyasalı, 5 mg/ml PBS tamponu içerisinde pH=7,2 olacak şekilde stok olarak 

hazırlandı. Hazırlanan MTT çözeltisi filtre edilerek steril hale getirildi. 24. ve 48. 

saatler sonunda her bir kuyucuğa 20 µl MTT boyası eklendikten sonra hücreler 37 °C, 

%5 CO2’li ortamda 4 saat süreyle inkübasyona bırakıldı. Oluşan formazan kristallerini  

çözünür  hale  getirmek  için  bütün  kuyucukların  üzerine %10’luk SDS 

solüsyonundan 100 µl eklenerek 18 saat 37 
0
C’de %5’lik CO2’li etüvde inkübe edildi. 

İnkübasyon süresi sonunda hücrelerde oluşan renk şiddeti spektrofotometrede 

(FLASHScan S12, Jena, Almanya) 570 nm dalga boyunda ölçüldü ve okunan 

absorbanslar kullanılarak hücrelerin canlılık oranları belirlendi. Bu yöntem her üç hücre 

soyu için de iki kez tekrar edildi. 

 % Canlılık hesabı: 

 

İlaç uygulanmamış kontrol hücre (MO) canlılığı %100 olarak kabul edilerek, ilaç 

uygulanan hücrelerin canlılık oranları aşağıdaki formül kullanılarak hesaplandı. Deney 

içerisinde her bir konsantrasyon birbirinden bağımsız üç farklı kuyuda tekrarlandı. 

%Canlılık=[100×(Bileşik ile muamele edilen hücre absorbansı ortalaması-kör 

ortalama)/(Kontrol hücre absorbansı ortalaması-kör ortalama)] olarak hesaplandı. 
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2.2.4. ATP (Adenozin Trifosfat) Canlılık Metodu 

MTT yöntemi, sıklıkla kullanılan ucuz bir yöntem olmasına rağmen ATP yöntemi, 

lüminesans bazlı metodolojiye bağlı olarak teknolojik açıdan daha gelişmiştir ve in 

vitro sitotoksisite ölçümlerini MTT yöntemine göre çok daha hassas ve güvenilir 

yapabilmektedir. ATP hücre içerisindeki en önemli enerji deposudur ve biyolojik 

sentez, sinyal iletimi, taşıma, hareket gibi süreçler için kullanılmaktadır. Hücresel ATP 

hücre canlılığını ölçmede en hassas parametrelerden biridir. Bu yöntemin prensibi 

hücre kültüründe büyütülen kanser veya normal hücrelerdeki intraselüler ATP 

içeriğinin ölçülmesi esasına dayanmaktadır. İntrasellüler ATP içeriğinin seviyesi 

yaşayan hücrelerin sayısının belirlenmesinde kullanılan bir göstergedir (Maehara ve 

ark. 1987, Andreotti ve ark. 1995, Dexter ve ark. 2003, Ulukaya ve ark. 2008). 

Hücrelerde örneğin; kemoterapötik ajanlar veya mitokondriyal toksinler ile öldürücü 

hasarlar oluştuğunda ATP seviyesi önemli ölçüde azalmaktadır. Bu amaçla, bileşiklerle 

muamele edilmiş hücrelerdeki intraselüler ATP içeriği belirlenerek total hücre sayısı 

belirlenmeye çalışıldı. 

ATP yöntemi; lüsiferinin Mg
+2 

ve ATP varlığında lüsiferaz enzimi ile oksilüsiferine 

katalize olup lüminesans sinyal oluşturmasına dayanmaktadır (Şekil 2.2). Lüminesans 

sinyal (ATP konsantrasyonu) ile hücre sayısı arasında doğrusal bir ilişki 

bulunmaktadır(Andreotti ve ark. 1995, Mueller ve ark. 2004, Wadhawan ve ark. 2010). 
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Şekil  2.2.   Lusiferin/lusiferaz   biyolüminesans   tepkimesi   (Anonim  2011’den 

değiştirilerek alınmıştır). 

 
ATP testi için, SM bileşiğinin 1, 10 ve 100 µM konsantrasyonları, 3 tekrarlı ve 100 µl 

olacak şekilde 96 kuyulu hücre kültür kaplarına uygulandı. MCF-7, MDA- MB-231 ve 

T-47D hücreleri sayılarak 100 µl besiyeri içerisinde 5×10
3 

hücre olacak şekilde her bir 

kuyuya ilave edildi. Ardından hücreler, 24 ve 48 saat 37
0
C, %5 CO2’li ortamda 

inkübasyona bırakıldı. Bu yöntem MCF-7, MDA-MB-231ve T-47D hücrelerinde 2 defa 

tekrar edildi. Negatif kontrol (maksimum canlılık, MO, muamele uygulanmamış hücre 

kontrolü) için 200 µl besiyeri içerisine 5×10
3 

hücre ekildi. Pozitif kontrol (minimum 

canlılık, MI, %100 öldüren doz) olarak, 100 µl hücre süspansiyonu içerisine hücre 

ölümünü %100 indüklediği bilinen %1’lik Triton X-100 çözeltisinden 100 µl ilave 

edildi. Hücreler 37 
0
C’de %5’lik CO2’li etüvde 48 saat inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon sonrasında her kuyudan 150 µl atılarak 50 µl ATP kitinin (Sigma 

FLASC1KT Adenosine 5' triphosphate bioluminescent + somatic cell assay kit, St. 

Louis, MO) içinde yer alan hücre lizis tamponu (2X) eklendi ve hücre içerisindeki 

ATP’nin hücre dışına çıkması sağlandı. 20 dakikalık bekleme süresini takiben, 50 µl 

hücre süspansiyonu beyaz renkli 96 kuyucuklu ekim kaplarına aktarıldı ve ardından 50 

µl/kuyucuk lusiferin-lusiferaz enzimi içeren solüsyon ilave edildi. Reaksiyon sonunda 

oluşan ATP miktarı (lusiferin- lusiferaz bioluminesans reaksiyonu yardımıyla), ölçme 

zamanı 1 saniye olacak şekilde luminometre (Bio-Tek, Winooski, USA) kullanılarak 

ölçüldü. Böylece bileşiklerle muamele edilen ve edilmeyen hücrelerin RLU değerlerine 
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göre, bileşiklerin sitotoksik/sitostatik etkileri hakkında bilgi edinildi. % Canlılık 

aşağıdaki formüle göre hesaplandı. 

 
% Canlılık=[100×(Bileşik ile muamele edilen hücre absorbansı ortalaması- 

MI)/(Kontrol hücre absorbansı ortalaması–MI)] olarak hesaplandı. 

 
2.2.5. Hoechst 33342, Propidyum İyodür (PI) ile İkili Boyama Yöntemi 

 

Floresan boyalar DNA’ya bağlanabildiklerinden hücrenin kromatini dolayısıyla 

nükleusu görünür hale gelebilmektedir. Hoechst 33342, DNA'ya bağlanabilen ve intakt 

membrandan geçebilen bir boyadır ayrıca canlı veya ölü (apoptotik/nekrotik) hücrelerin 

çekirdeklerini boyamak için kullanılmaktadır. Propidium iyodür (PI), sadece hasarlı 

hücre membranlarından geçebilen, geç apoptotik/sekonder nekrotik veya primer 

nekrotik olan tüm ölü hücreleri boyayabilen floresan nükleik asit boyasıdır. Primer 

nekrozis (hücre hacminin artması fakat fragmente ya da piknotik nukleusların 

gözlenmemesi) toksik koşullar (hipoksi, iskemi, hipertermi, vb) altında gerçekleşen 

klasik ölüm şeklidir. Sekonder nekrozis ise, piknotik nukleus ile karakterize olup, 

apoptozisin geç safhasıdır. 

Hücre kültürü ortamında apoptozise giden hücrelerin membranları intakt (erken 

apoptoziste) olmasına rağmen daha ileri dönemlerde geç apoptozis/sekonder nekrozun 

gelişmesi ile hücrelerin membran bütünlükleri bozulmaktadır. Sekonder nekroz 

aşamasına kadar olan süre içinde hücreler non-vital boyalar denilen (PI) boyalar ile 

boyanacak olurlarsa apoptozis başlamış olmasına rağmen membran intakt olmasından 

dolayı bu boyalarla boyanamazlar. Yani PI negatif ve Hoechst boyası pozitif 

boyanmaktadırlar. Sekonder nekroz geliştikten sonraki aşamalarda hücreler membran 

bütünlüklerinin bozulması ile non-vital boyalar ile boyanmaya başlarlar. Dolayısıyla PI 

pozitif ve Hoechst pozitif boyanmaktadırlar (Ulukaya ve ark. 2011b) İkili boyama 

yöntemi kullanılarak bileşiklere maruz kalmış hücrelerin ölüm şekilleri, nükleus 

morfolojisine bakılarak yapılabilir. Apoptotik hücrelerde; çekirdeğin normal hücrelere 

göre daha küçük olma özelliği aranırken, nekrotik hücrelerde ise çekirdeğin normal 

hücrelerden biraz daha büyük olması ve daha az boya alması özelliği aranmaktadır. Bu 

amaçla, bileşiklerin hücre soyları üzerindeki etkilerinin morfolojik olarak floresan 

mikroskopta görüntülenebilmesi için ikili boyama yöntemi kullanıldı. 
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İkili boyama yöntemi için, T-47D, MCF-7, MDA-MB-231 hücreleri sayılarak 96 

kuyulu hücre kültür kaplarına 100µl içerisinde 5×10
5 

hücre olacak şekilde ekim yapıldı 

ve 10 µM SM bileşiği 100 µl içerisinde olacak şekilde kuyulara ilave edildi. Negatif 

kontrol kuyularına 100 µl taze besiyeri ilave edildi. Ardından hücreler, 24 ve 48 saat 37 

°C’de %5 CO2’li ortamda inkübasyona bırakıldı. İlaç uygulamasını takiben, kuyulardan 

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

PI, 5 mg/ml Hoechst 33342 olacak şekilde hazırlanan ikili boyama çözeltisinden 200 μl 

pipetlendi ve karanlıkta 20 dakika 37 °C’de inkübe edildi. Süre sonunda bileşikleri 

hücrelerde sebep olduğu ölüm şekli floresan mikroskop altında değerlendirildi. 

2.2.6. M30 Antijen (Kaspazla Kırılmış Sitokeratin 18) Metodu 

Sitokeratinler (CK), kanser tanısında kullanılan intermediat filament protein ailesine ait 

proteinlerdir. Apoptozis esnasında sitoiskeletin önemli bir protein olan CK18 sadece 

apoptotik hücrelerde aktifleşen bir enzim grubu olan kaspazların etkisiyle kırılarak, 

kırılmış CK18’i (CK18-Asp396) oluşturmaktadır  (Leers ve ark. 1999). M30 

monoklonal antikor, özellikle CK18’in Asp396’da kırılan fragmanını (M30 antijen) 

tanıyarak CK’lerin apoptotik bir belirteç olarak kullanımını sağlamaktadır (Şekil 2.3) 

(Ueno ve ark. 2003). Böylece apoptozise özgü bir belirteç olan kırılmış CK18, ELISA 

yöntemiyle saptanmaktadır. Bu özel CK18’i tanıyan M30 antikoru, hücrelerin 

bulunduğu ortamla temas ettirilirse ve eğer ortamda apoptotik hücreler de var ise, 

apoptozisin varlığı gösterilmiş olur. 
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Şekil 2.3. Sitokeratin 18’in kaspazlar aracılığıyla kesimi ve bu bölgenin M30 antikoru 

ile tanınmasının şematik gösterimi (Micha ve ark. 2008) 

 
Basit olarak, ELISA metoduyla M30 antijen fragmentini belirlemek için, MCF-7, 

MDA-MB-231 ve T-47D hücreleri sayılarak 96 kuyulu hücre kültür kaplarına 200 µl 

içerisinde 5×10
3 

hücre olacak şekilde (3 tekrarlı) ekim yapıldı. 24 saat 37
0
C, %5 CO2’li 

ortamda inkübasyonu takiben hücreleri zedelemeden üzerlerinden 100 µl besiyeri 

uzaklaştırıldı. Sonrasında SM bileşiğinin 10 µM 100 µl içerisinde olacak şekilde 

hücrelerin üzerlerine uygulandı. Negatif kontrol kuyularından 100 µl besiyeri 

uzaklaştırıldı ve yerine 100 µl taze besiyeri ilave edildi. Hücrelerde apoptozisin pozitif 

kontrolü olarak, günümüzde meme kanser kemoterapisinde kullanılan Paklitaksel, 3,21 

µM dozunda kullanıldı. İlaç uygulamalarını takiden hücreler 24 ve 48 saat 37 
0
C, %5 

CO2’li ortamda inkübasyona bırakıldı. 24 ve 48 saatlik inkübasyon sonunda tüm 

kuyulara 10 µl %10’luk Triton-X 100 ilave edildi. 15 dakika oda sıcaklığında 600 rpm 

çalkalayıcıda inkübasyona bırakıldı. Tüm kuyulardaki supernatant toplandı ve 2000 

rpm’de 30 saniye santrifüj edilip M30 Cytodeath ELISA (M30-Cytodeath ELISA kit, 

Peviva, Bromma, Sweden) kit içeriğine uygun olarak çalışıldı. Supernatantlar, kitin 

içerisinde yer alan CK18’i tanıyan fare monoklonal M30 antikoru kaplı striplere 25 µl 

pipetlendi. Tüm örnekler üzerine 75 µl horseradish peroksidaz konjugatı eklendi. 4 saat 

boyunca 600 rpm çalkalayıcıda oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon 

süresi sonunda örneklere 250 µl yıkama solüsyonu ilave edilerek 5 kez yıkama yapıldı 

ve hemen ardından 200 µl TMB substratı ilave edilerek 20 dakika karanlıkta oda 
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sıcaklığında bekletildi. Reaksiyonu durdurmak için 1 N H2SO4 içeren 100 µl stop 

çözeltisi ilave edildi ve oluşan renk şiddeti, spektrofotometrik olarak 450 nm’de 

(FLASHScan S12, Jena, Almanya) okundu. 

2.2.7. Western Blot Analizi 

1975 yılında, jel elektroforezi ile ayrılmış spesifik DNA fragmentlerini nitroselüloz 

membran filtreleri kullanarak southern blotlama yöntemi tanımladı. Bundan kısa bir 

süre sonra, RNA molekülünün filtre matrikslerde immobilize edilerek analizini 

sağlayacak yeni bir teknik geliştirildi. Bu teknik de Northern blotlama ismini aldı. 1979 

yılında ise bulunan yeni tekniğe protein blotlama ya da birçoğumuzun bildiği yaygın 

ismi ile Western blotlama ismi verildi (Karaaslan 2008). 

Western Blot analizi hücrelerden elde edilen bir protein karışımında, aranan (hedef) 

proteinin varlığını göstermek ve molekül ağırlığını belirlemek amacıyla kullanılan özel 

bir protein-protein hibridizasyon tekniğidir. İmmünoblotlama olarak da adlandırılan 

tekniğin uygulanabilmesi için öncelikle hedef proteini tanıyarak ona bağlanabilen bir 

antikor mevcut olmalıdır. Western blotlama temel olarak üç aşamada gerçekleştirilir: 

i. Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yöntemiyle 

örnek karışımda bulunan proteinlerin jel üzerinde birbirlerinden ayrılmaları sağlanır. 

ii. Jelde büyüklüklerine göre ayrılarak bantlar oluşturan protein molekülleri, 

elektrotransfer tekniği ile nitroselüloz membrana aktarılırlar. 

iii. Membranın sırasıyla, hedef proteine özgü antikor, bu antikoru tanıyan ve yapısına 

enzim ilave edilmiş ikincil bir antikor ve son olarak söz konusu enzimin substratı ile 

muamelesi sonucunda meydana gelen ışık aracılığı ile hedef proteinin membran 

üzerinde görüntülenmesi sağlanır. 

 

Proteinlerin saflığının kontrolü ve moleküler ağırlıklarının saptanması amacıyla 

kullanılan SDS-PAGE yöntemi western blot analizinin ilk aşamasını oluşturur. Elektrik 

akımı etkisiyle proteinlerin büyüklüklerine göre ayrılmasını sağlayan ortam akrilamid 

ve N-N′-metilen bis-akrilamid monomerlerinin polimerleşmesiyle oluşan jel 

matriksidir. 

Poliakrilamid jel matriksi farklı büyüklükte kanallar (porlar)  içerdiğinden denatüre 

protein karışımı jele yüklenip elektroforez uygulandığında, proteinlerin bu kanallardan 
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geçiş hızı tamamen büyüklüklerine bağlıdır. Küçük proteinler jelde hızlı, büyük 

proteinler ise yavaş ilerler. SDS-PAGE yöntemi ile ayrılmak istenilen proteinlerin 

sadece büyüklüklerine göre ayrımını sağlamak için önce ısı ile denatüre edilmeleri ve 

sonra Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) ile muamele edilmeleri gereklidir. Anyonik bir 

deterjan olan SDS, proteinlere bağlanıp negatif yüklü hale getirerek lineer forma 

dönüşmelerini sağlar. SDS sayesinde negatif yük ile yüklenen proteinler elektroforez 

sırasında anoda göç ederler. Elektroforez işlemi tamamlandığında farklı büyüklükteki 

proteinler jel boyunca ilerlerken ayrışarak farklı protein bantları halinde odaklanırlar. 

SDS-PAGE işleminden sonra jeldeki protein bantlarının görüntülenmesi için 

kemiluminesans prensibinden yararlanılır. Akrilamid ve bisakrilamid oranı jelin 

ayrıştırma kapasitesini belirler. Boyutları ayarlanabilen gözenekli yapıları nedeniyle 

proteinleri molekül ağırlıkları veya kütleleri ile orantılı olarak moleküllerin göçünü 

yavaşlatan bir moleküler elek olarak davranır. Bu nedenle ayrım hem moleküler eleme 

hem de elektroforetik mobilite temeline dayanmaktadır. Düşük derişimde hazırlanan 

jellerin gözenekleri daha büyük olup, büyük molekül ağırlıklı biyomoleküllerin 

ayrımında kullanılırlar (Coşkun-Arı 2003) T-47D, MCF-7, MDA-MB-231 insan meme 

kanseri hücre soyları yeterli miktarda üretildikten sonra ilaç uygulaması için 25 cm
2
’lik 

flasklara ekim yapıldı. Hücreler %70-80 doluluk oranına ulaştıklarında 1. flask negatif 

kontrol, 2. flask SM 24 saat için, 3. flask paklitaksel (3,21 µM) olmak üzere ilaç 

uygulandı. 37 °C’de %5 CO2’li ortamda 30 saatlik inkübasyon süresinin sonunda 

protein izolasyonu aşamasına geçildi. 

 

2.2.7.1. Çözeltiler 

 
Lizis tamponu: 3 ml lizis tamponu (RIPA lysis buffer, Santa Cruz, ABD) için 30 μl 

200 mM PMSF (Santa Cruz, ABD), 30 μl 100 mM sodyum ortovanadat (Santa Cruz, 

ABD), 45μl proteaz inhibitör kokteyl (Santa Cruz, ABD ) eklendi. Solüsyon karanlıkta 

hazırlandı. 

Bu aşamada, ilaç uygulanan flaskların süpernatantları, buz üzerinde tutulan 15 ml’lik 

falkonlara toplandı ve negatif kontrol flaskının süpernatantı uzaklaştırıldı. Flasklara 10 

ml soğuk PBS ilave edilip hücreler “scraper” (Corning) ile kaldırıldı ve ilgili falkonlara 

aktarıldı. Süspansiyon +4 °C’de 1000 g’de 5 dakika santrifüj (Hettich Zentrifugen, 

Almanya) edildi. Santrifüj sonrası falkonların süpernatantları uzaklaştırıldı ve pelet 
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üzerine 0,5 ml lizis tamponu pipetlendi. Falkonlar, karanlıkta 30 dakika buz üzerinde 

bekletildi ve bu esnada 10 dakikada bir pipetaj yapılarak karıştırıldı. Süre bitiminde 

solüsyonlar 1,5 ml’lik tüplereaktarıldı ve +4 °C’de 10,000 g’de 10 dakika santrifüj 

edildi (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). Süpernatantları 0,5 ml’lik tüplere toplandı 

ve protein miktarları ölçüldü. 

 
2.2.7.2. Proteinlerin Biçinkoninik Asit Yöntemi ile Konsantrasyonlarının 

Ölçülmesi  

2.2.7.2.1.Çözeltiler 

Biçinkoninik Asit Kit (Sigma-Aldrich) 

 
Bovine Serum Albumin (BSA, Amresco) Standardı 

 
2.2.7.2.2. BSA Standartlarının Hazırlanması 

Biçinkoninik asit (BCA) ile protein miktarlarını ölçebilmek için sığır serum albumin 

(BSA) proteininin değişik konsantrasyonları RIPA ile hazırlanarak bir standart eğri 

grafiği çizildi. ml’sinde 2, 1,8, 1,6, 1,4, 1,2, 1 mg BSA bulunan standartlar hazırlandı. 

 

2.2.7.2.3. Biçinkoninik Asit Ölçümünün Yapılması 

BCA protein tayin yönteminde bakır sülfat, BCA solüsyonuna eklendiğinde oluşan 

kompleks elma yeşili bir renk alır. Bu solüsyon, protein solüsyonuna ilave edildiğinde, 

proteinin peptit bağları ile etkileşir ve Cu
++  

iyonları Cu
+  

iyonlarına dönüşür. 

Neticesinde kompleksin rengini mora çevirir. Bu yöntem hızlı, hassas ve kesindir ancak 

deterjan ve organik solventlerle etkileşimlerine dikkat etmek gerekmektedir. 

Ölçüm için Biçinkoninik Asit Kit ve 96 kuyuluk hücre kültür kabı kullanıldı. Her bir 

kuyuya 10 μl standart ve 10 μl konsantrasyonu bilinmeyen örnekler pipetlendi. 

Kuyuların üzerine 190 μl çalışma ayıracı pipetlendi ve plate 30 dakika inkübatörde 

inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda oluşan renk şiddeti, spektrofotometde 570 nm’de 

okundu. 
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2.2.7.3. Western Blot Yöntemi ile Proteinlerin Nitroselüloz Membrana 

Aktarılması 

 2.2.7.3.1.Çözeltiler 

 

MES SDS Running Buffer (Nu-PAGE, 20X, İnvitrogen): 30 ml Running buffer, 570 ml 

ultra saf H2O ile tamamlandı. 

Nu-PAGE LDS Sample Buffer (4X, İnvitrogen) 

 
Nu-PAGE Sample Reducing Agent (10X, Invitrogen) 

Nu-PAGE Antioksidant (İnvitrogen) Kaleidoscope Prestained Standarts (Biorad) 

%4-12 gradient, NuPAGE Bis-Tris Mini Gels, 1 mm, 12 kuyucuk (İnvitrogen) 10X 

pH:7,6 TBS-T (Tris-Buffer Saline-Tween20):Tris base 24,23 g NaCl  (Merck) 80,06 g 

(Scharlau) ve 5 ml Tween20 (Dako) 1 L ultrasaf H2O ile çözüldü. 

Western Breeze Chemiluminescent Immunodetection System, Rabbit (Invitrogen) 

 

2.2.7.3.2. Proteinlerin Yüklenmesi ve Jelde Yürütülmesi 

Örnekler istenen hacimlerde toplam protein miktarı 20 μg (BCA yöntemiyle belirlenen) 

ve sample buffer ve reducing agent 1X olacak şekilde 0,5 ml’lik tüplere pipetlendi. 

Ardından tüpler su banyosunda bekletildi. Bu esnada jel, elektroforez tankına 

yerleştirildikten sonra SDS running buffer, doluluk sınırına kadar eklendi. Hazır jelde 

bulunan koruma sıvısı pipet yardımıyla al-ver yapılarak uzaklaştırıldıktan sonra 500 μl 

antioksidan eklendi. Marker, yüklenmeden önce 40 
0
C’de 1 dakika bekletildi. Daha 

sonra marker (5 μl) ve örnekler kuyulara pipet yardımıyla belirlenen miktarlarda 

yüklendi. Yükleme işlemi sonunda 60 dakika 150 V yürütme yapıldı. 

 

2.2.7.3.3. Proteinlerin Transferi 

Transfer işlemi için I-Blot jel transfer cihazına (İnvitrogen) sırasıyla anot bakır (+), jel, 

filtre kağıdı (ultra saf H2O ile ıslatılır), katot bakır (-) ve sünger yerleştirildi. Üretici 

firmanın önerileri doğrultusunda 7 dakika transfer işlemi gerçekleştirildi. 
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2.2.7.3.4. GAPDH Proteinlerinin Belirlenmesi 

2.2.7.3.4.1. Bloklama 

 
GAPDH için, TBS-T içerisinde %5’lik süt (Santa Cruz, CA, USA) çözeltisi hazırlandı 

ve 60 dakika oda sıcaklığında, çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. Süre sonunda, 3 defa 

5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

 

2.2.7.3.4.2. Birincil Antikor 

 
Anti-GAPDH antikoru (Cell signalling, MA, USA), 1:1000 olacak şekilde %5’lik BSA 

çözeltisi içerisinde hazırlandı ve 18 saat +4 °C’de çalkalayıcıda inkübasyona bırakıldı. 

Süre sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

 

2.2.7.3.4.3.İkincil Antikor 

 
GAPDH için,  Anti-Rabbit  (Cell Signaling,  MA,  USA)  1:2000 olacak şekilde %5’lik 

süt çözeltisi içerisinde hazırlandı ve çalkalayıcıda 60 dakika inkübasyona bırakıldı. 

Süre sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

2.2.7.3.4.4.Görüntüleme 

Görüntüleme için; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz 

reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanıldı. Membranlar 

hazırlanan solüsyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra açığa çıkan kemiluminesans 

sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazı kullanılarak görüntülendi. 

Bu şekilde nitroselüloz membran üzerine transfer edilmiş olan proteinlere bağlanan 

antikorlar görüntülendi. 

2.2.7.3.5. PARP Proteinlerinin Belirlenmesi 

 
2.2.7.3.5.1. Birincil ve İkincil Antikorların Membrandan Uzaklaştırılması 

 
Birincil ve ikincil antikorları membrandan uzaklaştırmak (Stripping) için üretici 

firmanın (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden işaretleme (reprobing) 

protokolü kullanıldı. Stripping solüsyonu hazırlamak için; 100 ml ultrasaf su içerisine 

0,76 g Tris-base (Scharlau,  Barcelona, Spain), 2 g SDS (Applichem, Darmstadt, 
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Germany) ve 700 μl ß-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany) eklendi (1X, 

pH:6,8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yıkandıktan sonra stripping solüsyonu 

eklenerek 150-300 rpm, 37 
0
C’de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi 

sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı ve membranda sinyal olup 

olmadığını kontrol etmek amacıyla görüntüleme yapıldı. Görüntüleme sonunda 

membranlarda sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yıkama yapılarak bloklama 

aşamasına geçildi. 

 
2.2.7.3.5.2. Bloklama 

 
PARP için, TBS-T içerisinde %5’lik süt (Santa Cruz, CA, USA) çözeltisi hazırlandı ve 

60 dakika oda sıcaklığında, çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. Süre sonunda, 3 defa 5 

dakika TBS-T ile yıkama yapıldı.  

  

2.2.7.3.5.3. Birincil Antikor 

 

Anti-PARP antikoru (Cell Signalling, MA, USA), 1:1000 olacak şekilde %5’lik BSA 

çözeltisi içerisinde hazırlandı ve 18 saat +4 
0
C’de çalkalayıcıda inkübasyona bırakıldı. 

Süre sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

 

2.2.7.3.5.4.İkincil Antikor 

 
PARP için, Anti-Rabbit (Cell Signaling, MA, USA) 1:2000 olacak şekilde %5’lik süt 

çözeltisi içerisinde hazırlandı ve çalkalayıcıda 60 dakika inkübasyona bırakıldı. Süre 

sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

 

2.2.7.3.5.5.Görüntüleme 

Görüntüleme için; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz 

reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanıldı. Membranlar 

hazırlanan solüsyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra açığa çıkan kemiluminesans 

sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazı kullanılarak görüntülendi. 

Bu şekilde nitroselüloz membran üzerine transfer edilmiş olan proteinlere bağlanan 

antikorlar görüntülendi. 
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2.2.7.3.6. AntiGRP 78/BİP Proteinlerinin Belirlenmesi 

 
2.2.7.3.6.1. Birincil ve İkincil Antikorların Membrandan Uzaklaştırılması 

 
Birincil ve ikincil antikorları membrandan uzaklaştırmak (Stripping) için üretici 

firmanın (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden işaretleme (reprobing) 

protokolü kullanıldı. Stripping solüsyonu hazırlamak için; 100 ml ultrasaf su içerisine 

0,76 g Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2 g SDS (Applichem, Darmstadt, 

Germany) ve 700 μl ß-merkaptoetanol (Merck, Schuchard,  Germany) eklendi (1X, 

pH:6,8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yıkandıktan sonra stripping solüsyonu 

eklenerek 150-300 rpm, 37 
0
C’de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi 

sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı ve membranda sinyal olup 

olmadığını kontrol etmek amacıyla görüntüleme yapıldı. Görüntüleme sonunda 

membranlarda sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yıkama yapılarak bloklama 

aşamasına geçildi. 

 

2.2.7.3.6.2. Bloklama 

 
AntiGRP 78/BİP için, TBS-T içerisinde %5’lik süt (Santa Cruz, CA, USA) çözeltisi 

hazırlandı ve 60 dakika oda sıcaklığında, çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. Süre 

sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

 

2.2.7.3.6.3. Birincil Antikor 

 

Anti- AntiGRP 78/BİP antikoru (Cell Signalling, MA, USA), 1:1000 olacak şekilde 

%5’lik BSA çözeltisi içerisinde hazırlandı ve 18 saat +4 
0
C’de çalkalayıcıda 

inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

 

2.2.7.3.6.4.İkincil Antikor 

 
AntiGRP 78/BİP için, Anti-Rabbit (Cell Signaling, MA, USA) 1:2000 olacak şekilde 

%5’lik süt çözeltisi içerisinde hazırlandı ve çalkalayıcıda 60 dakika inkübasyona 

bırakıldı. Süre sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 
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2.2.7.3.6.5.Görüntüleme 

Görüntüleme için; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz 

reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanıldı. Membranlar 

hazırlanan solüsyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra açığa çıkan kemiluminesans 

sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazı kullanılarak görüntülendi. 

Bu şekilde nitroselüloz membran üzerine edilmiş olan proteinlere bağlanan antikorlar 

görüntülendi. 

2.2.7.3.7. Kaspaz 3 Proteinlerinin Belirlenmesi 

 
2.2.7.3.7.1. Birincil ve İkincil Antikorların Membrandan Uzaklaştırılması 

 
Birincil ve ikincil antikorları membrandan uzaklaştırmak (Stripping) için üretici 

firmanın (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden işaretleme (reprobing) 

protokolü kullanıldı. Stripping solüsyonu hazırlamak için; 100 ml ultrasaf su içerisine 

0,76 g Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2 g SDS (Applichem, Darmstadt, 

Germany) ve 700 μl ß-merkaptoetanol (Merck, Schuchard,  Germany) eklendi (1X, 

pH:6,8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yıkandıktan sonra stripping solüsyonu 

eklenerek 150-300rpm, 37 
0
C’de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi 

sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı ve membranda sinyal olup 

olmadığını kontrol etmek amacıyla görüntüleme yapıldı. Görüntüleme sonunda 

membranlarda sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yıkama yapılarak bloklama 

aşamasına geçildi. 

 

2.2.7.3.7.2. Bloklama 

 
Kaspaz 3 için, TBS-T içerisinde %5’lik süt (Santa Cruz, CA, USA) çözeltisi hazırlandı 

ve 60 dakika oda sıcaklığında, çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. Süre sonunda, 3 defa 

5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

2.2.7.3.7.3. Birincil Antikor 

Anti-Kaspaz 3 antikoru  (Cell Signalling,  MA,  USA),  1:1000 olacak şekilde %5’lik 

BSA çözeltisi içerisinde hazırlandı ve 18 saat +4 
0
C’de çalkalayıcıda inkübasyona 

bırakıldı. Süre sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 
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2.2.7.3.7.4.İkincil Antikor 

 
Kaspaz 3 için, Anti-Rabbit (Cell Signaling, MA, USA) 1:2000 olacak şekilde %5’lik 

süt çözeltisi içerisinde hazırlandı ve çalkalayıcıda 60 dakika inkübasyona bırakıldı. 

Süre sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

 

2.2.7.3.7.5.Görüntüleme 

Görüntüleme için; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz 

reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanıldı. Membranlar 

hazırlanan solüsyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra açığa çıkan kemiluminesans 

sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazı kullanılarak görüntülendi. 

Bu şekilde nitroselüloz membran üzerine transfer edilmiş olan proteinlere bağlanan 

antikorlar görüntülendi. 

 
2.2.7.3.8. Kaspaz 8 Proteinlerinin Belirlenmesi 

 
2.2.7.3.8.1. Birincil ve İkincil Antikorların Membrandan Uzaklaştırılması 

 
Birincil ve ikincil antikorları membrandan uzaklaştırmak (Stripping) için üretici 

firmanın (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden işaretleme (reprobing) 

protokolü kullanıldı. Stripping solüsyonu hazırlamak için; 100 ml ultrasaf su içerisine 

0,76 g Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2 g SDS (Applichem, Darmstadt, 

Germany) ve 700 μl ß-merkaptoetanol (Merck, Schuchard,  Germany) eklendi (1X, 

pH:6,8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yıkandıktan sonra stripping solüsyonu 

eklenerek 150-300 rpm, 37 
0
C’de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi 

sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı ve membranda sinyal olup 

olmadığını kontrol etmek amacıyla görüntüleme yapıldı. Görüntüleme sonunda 

membranlarda sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yıkama yapılarak bloklama 

aşamasına geçildi. 
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2.2.7.3.8.2. Bloklama 

 
Kazpaz 8 için, TBS-T içerisinde %5’lik süt (Santa Cruz, CA, USA) çözeltisi hazırlandı 

ve 60 dakika oda sıcaklığında, çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. Süre sonunda, 3 defa 

5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

 

2.2.7.3.8.3. Birincil Antikor 

 

Anti-Kaspaz 8 antikoru  (Cell Signalling,  MA,  USA),  1:1000 olacak şekilde %5’lik 

BSA çözeltisi içerisinde hazırlandı ve 18 saat +4 
0
C’de çalkalayıcıda inkübasyona 

bırakıldı. Süre sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

 

2.2.7.3.8.4.İkincil Antikor 

 
Kaspaz 8 için, Anti-Rabbit (Cell Signaling, MA, USA) 1:2000 olacak şekilde %5’lik 

süt çözeltisi içerisinde hazırlandı ve çalkalayıcıda 60 dakika inkübasyona bırakıldı. 

Süre sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

 

2.2.7.3.8.5.Görüntüleme 

Görüntüleme için; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz 

reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanıldı. Membranlar 

hazırlanan solüsyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra açığa çıkan kemiluminesans 

sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazı kullanılarak görüntülendi. 

Bu şekilde nitroselüloz membran üzerine transfer edilmiş olan proteinlere bağlanan 

antikorlar görüntülendi. 

2.2.7.3.9. IRE1-α Proteinlerinin Belirlenmesi 

 
2.2.7.3.9.1. Birincil ve İkincil Antikorların Membrandan Uzaklaştırılması 

 
Birincil ve ikincil antikorları membrandan uzaklaştırmak (Stripping) için üretici 

firmanın (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden işaretleme (reprobing) 

protokolü kullanıldı. Stripping solüsyonu hazırlamak için; 100 ml ultrasaf su içerisine 

0,76 g Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2 g SDS (Applichem, Darmstadt, 

Germany) ve 700 μl ß-merkaptoetanol (Merck, Schuchard,  Germany) eklendi (1X, 
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pH:6,8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yıkandıktan sonra stripping solüsyonu 

eklenerek 150-300 rpm, 37 
0
C’de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi 

sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı ve membranda sinyal olup 

olmadığını kontrol etmek amacıyla görüntüleme yapıldı. Görüntüleme sonunda 

membranlarda sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yıkama yapılarak bloklama 

aşamasına geçildi. 

 

2.2.7.3.9.2. Bloklama 

 
IRE1-α için, TBS-T içerisinde %5’lik süt (Santa Cruz, CA, USA) çözeltisi hazırlandı 

ve 60 dakika oda sıcaklığında, çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. Süre sonunda, 3 defa 

5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

2.2.7.3.5.3.Birincil Antikor 

Anti- IRE1-α antikoru (Cell Signalling, MA, USA), 1:1000 olacak şekilde %5’lik BSA 

çözeltisi içerisinde hazırlandı ve 18 saat +4 
0
C’de çalkalayıcıda inkübasyona bırakıldı. 

Süre sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

 

2.2.7.3.5.4.İkincil Antikor 

 
IRE1-α  için,  Anti-Rabbit  (Cell Signaling,  MA,  USA)  1:2000 olacak şekilde %5’lik 

süt çözeltisi içerisinde hazırlandı ve çalkalayıcıda 60 dakika inkübasyona bırakıldı. 

Süre sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

2.2.7.3.9.5.Görüntüleme 

Görüntüleme için; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz 

reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanıldı. Membranlar 

hazırlanan solüsyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra açığa çıkan kemiluminesans 

sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazı kullanılarak görüntülendi. 

Bu şekilde nitroselüloz membran üzerine transfer edilmiş olan proteinlere bağlanan 

antikorlar görüntülendi. 
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2.2.7.3.10. CHOP Proteinlerinin Belirlenmesi 

 
2.2.7.3.10.1. Birincil ve İkincil Antikorların Membrandan Uzaklaştırılması 

 
Birincil ve ikincil antikorları membrandan uzaklaştırmak (Stripping) için üretici 

firmanın (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden işaretleme (reprobing) 

protokolü kullanıldı. Stripping solüsyonu hazırlamak için; 100 ml ultrasaf su içerisine 

0,76 g Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2 g SDS (Applichem, Darmstadt, 

Germany) ve 700 μl ß-merkaptoetanol (Merck, Schuchard,  Germany) eklendi (1X, 

pH:6,8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yıkandıktan sonra stripping solüsyonu 

eklenerek 150-300 rpm, 37 
0
C’de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi 

sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı ve membranda sinyal olup 

olmadığını kontrol etmek amacıyla görüntüleme yapıldı. Görüntüleme sonunda 

membranlarda sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yıkama yapılarak bloklama 

aşamasına geçildi. 

 

2.2.7.3.10.2. Bloklama 

 
CHOP için, TBS-T içerisinde %5’lik süt (Santa Cruz, CA, USA) çözeltisi hazırlandı ve 

60 dakika oda sıcaklığında, çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. Süre sonunda, 3 defa 5 

dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

 

2.2.7.3.10.3. Birincil Antikor 

 

Anti-CHOP antikoru (Cell Signalling, MA, USA), 1:1000 olacak şekilde %5’lik BSA 

çözeltisi içerisinde hazırlandı ve 18 saat +4 
0
C’de çalkalayıcıda inkübasyona bırakıldı. 

Süre sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

 

2.2.7.3.10.4.İkincil Antikor 

 
CHOP için, Anti-Rabbit (Cell Signaling, MA, USA) 1:2000 olacak şekilde %5’lik süt 

çözeltisi içerisinde hazırlandı ve çalkalayıcıda 60 dakika inkübasyona bırakıldı. Süre 

sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 
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2.2.7.3.10.5.Görüntüleme 

Görüntüleme için; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz 

reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanıldı. Membranlar 

hazırlanan solüsyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra açığa çıkan kemiluminesans 

sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazı kullanılarak görüntülendi. 

Bu şekilde nitroselüloz membran üzerine transfer edilmiş olan proteinlere bağlanan 

antikorlar görüntülendi. 

 
2.2.8. Gen Ekspresyonlarınının İncelenmesi  

2.2.8.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

Bu yöntem, nükleik asitlerin, uygun in vitro koşullar altında çoğaltılmasına 

dayanmaktadır. 

2.2.8.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu İşleminin Uygulama Aşamaları ve 

Prensipleri 

PCR reaksiyonu; DNA’nın iki zincirinin yüksek sıcaklıkla birbirinden ayrılmasını 

(denatürasyon), sonra sırasıyla sentetik oligonükleotidlerin hedef DNA’ya 

bağlanmasını (hibridizasyon), zincirin uzamasını (polimerizasyon, çift iplikçikli 

DNA’ların sentezi) ve tüm bu siklusların belirli sayıda tekrarlanmasını kapsamaktadır 

(Şekil 2.4). PCR tekniğinin otomasyonu, her bir siklus esnasındaki ısıtma ve soğutma 

işlemlerini yazılım programları doğrultusunda gerçekleştiren “thermocycler” adı 

verilen PCR cihazları yardımıyla sağlanmaktadır. Bu cihazlarda sıcaklık +4 ˚C ile 

100˚C’ler arasında programlanabilmekte ve reaksiyon işlemlerinin sona ermesiyle +4 

˚C’ye ayarlanarak tüpler uzun süre bu sıcaklıkta tutulabilmektedir (Arda 1980, Erol ve 

ark. 1990). 
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Şekil 2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Siklusunun Basamakları (Vierstrate 

1999) 

 

 

 

2.2.8.2.1. DNA’nın Denatürasyonu Aşaması 

Bu aşamada çift zincirli hedef DNA’nın birbirinden ayrılması sağlanmaktadır. 

Denatürasyon aşamasında, sıcaklık yaklaşık 93-96 
0
C’ye kadar çıkarılır, bu sayede çift 

sarmallı DNA, hidrojen bağlarının kopmasıyla iki eş zincir birbirinden ayrılır. Bu 

sıcaklıkların uygulanmasıyla DNA’nın denatürasyonu “Thermocycler” cihazlarında 

gerçekleştirilmektedir. Bunun yanısıra denatürasyon sıcaklığının çok yüksek veya 

süresinin uzun olması enzim aktivitesinin olumsuz etkilenmesine neden olmaktadır 

(Erlich ve ark. 1991). 

2.2.8.2.2. Primerlerin Bağlanması (Hibridizasyon, Annealing) Aşaması 

PCR işlemlerinin bu aşamasında, primer olarak adlandırılan ve çoğaltılması istenen 

DNA için spesifik olan oligonükleotidler, denatürasyon aşamasında elde edilen DNA 

tek sarmalı üzerinde kendisine komplementer olan diziye bağlanmaktadır. DNA 

zincirlerinin eşleşmesi veya yeniden bağlanması daha düşük sıcaklıklarda 

gerçekleşmektedir (37-65 
0
C). Primerlerden birinin kendine ait olan 5′ ucu, hedef 

DNA’lardan birinin 3′ ucuyla, diğer primer de ikinci tek iplikçik DNA’nın anti paralel 

olan diğer ucunda bulunan 3’ ucuna DNA polimerazın çalışma yönüne  (5′→3′) uygun 

olarak bağlanırlar (Erol ve ark. 1990, Aldemir ve ark. 2001). 
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2.2.8.2.3. Primerlerin Uzatılması (Polimerizasyon, Extention, Elongation) Aşaması 

Primerlerin bağlanması aşaması tamamlandıktan sonra, primerlerin hibritleştiği tek 

sarmalların karşılığı DNA polimeraz (genellikle Taq polimeraz) tarafından sentezlenir. 

Taq Polimerazın optimum çalışma sıcaklığı 72 ˚C’dir. Taq polimeraz enzimi 5′→3′ 

yönünde aktivite göstererek, primerlerin 3′ uçlarından başlamak üzere ortamdaki 

nükleotidleri kullanarak hedef DNA dizisinin birebir kopyasını yapmaktadır (Caner ve 

ark. 2000, Birben 2006). 

  

2.2.8.3. Eş Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

Nükleik asit çoğalmasıyla eşzamanlı olarak artış gösteren floresans sinyalin 

ölçülmesiyle, kısa sürede kantitatif sonuç verebilen bir PCR yöntemidir. Ticari olarak 

geliştirilmiş üç tipi bulunmaktadır. Bunlar; LightCyler (Roche), TaqMan (PE 

Biosystem) ve iCycler (BIO-RAD)’dır. 

LightCycler sisteminin uygulanmasında; yalnızca çift zincirli DNA’ya bağlandıklarında 

floresans veren boyalar (Syber green 1) kullanılarak, çoğalmaya bağlı DNA artışı, 

ortaya çıkan floresansın miktarıyla ölçülmektedir. Primerin bağlanmasını takiben 

gerçekleştirilen uzama aşamasında, hedef DNA’nın çift sarmal hale gelmesiyle 

DNA’ya bağlanan Syber green 1 miktarı artmakta ve buna bağlı olarak yayılan 

floresans miktarında artış gözlenmektedir (Heid ve ark. 1996, Grove 1999, Kubista ve 

ark. 2006). 

Bu uygulamada, floresans artışı her zaman spesifik amplifikasyonu göstermeyebilir. 

Çünkü çift sarmal DNA’ya entegre olan Syber green 1 ortamda hedef moleküller 

olmadığında primerlerin kendi aralarında gerçekleşecek olan bağlanmalar (primer 

dimer) sonucunda da yapıya katılarak floresans oluşumuna sebep olabilmektedir. Bu 

olumsuz faktörü gidermek için amplifikasyon ürünlerinin melting curve (erime eğrisi) 

analizi yapılmaktadır. Her çift sarmal DNA, kendine özgü melting temperature (Tm, 

çift sarmal DNA’nın %50’sinin tek sarmal hale gelmesi için gerekli sıcaklık) değerine 

sahiptir. PCR çoğalmasının ardından sıcaklık yavaş yavaş yükseltilerek, belirli 

aralıklarla tüpteki floresans miktarı kaydedilir. Çift sarmal DNA zincirleri birbirinden 

ayrılmaya başlayınca Syber green 1 boya serbest kalmakta ve floresans miktarı 

azalmaktadır. Denatürasyon olduğunda floresans sinyal aniden düşmektedir. Erime 
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eğrisinden yararlanılarak amplikonun Tm derecesi saptanabilmektedir. İncelenen 

örneğe ait Tm derecesi, aynı koşullarda işleme alınan pozitif kontrolün Tm derecesiyle 

karşılaştırılarak,  PCR sonucunun doğru veya hatalı olduğuna karar verilmektedir. 

LightCycler’ın diğer bir uygulama şekli, hedefe özgül problar kullanmaktır. Burada 

problarla testin özgüllüğü arttırılmıştır. Problardan biri 3′ ucundan floresans boyayla 

işaretli (donör boya), diğeri 5′ ucundan alıcı boyayla (acceptor dye) işaretlenmiştir. 

Problar, hedef amplikonlar üzerinde birbirine yakın (1-5 nükleotid uzaklıkta) yere 

bağlanmakta ve işaretli uçlar yan yana gelmektedir. İki boyanın yan yana gelmesiyle 

açığa çıkan enerji, ikinci prob üzerindeki alıcı boyayı etkileyerek floresans oluşumuna 

yol açmaktadır. FRET (Fluoresance resonance energy transfer) olarak adlandırılan bu 

enerji transferi sonucunda oluşan floresans miktarı, ortamdaki hibridizasyonun 

derecesine, diğer bir ifadeyle PCR siklusu süresince oluşan amplikonların miktarına 

bağlı olarak artmaktadır (Holland ve ark. 1991, Livak ve ark. 1995). 

 

Eş zamanlı PCR, kısa sürede kantitatif sonuç verebilmektedir. Tüpler açılmadan tanıya 

gidildiği için kontaminasyon riski düşüktür. Elektroforeze gerek kalmadan çoğalma 

esnasında sonuç alınabilmektedir. Ayrıca floresan veren problar kullanılarak hedef 

nükleik asitteki mutasyonlar saptanabilmektedir (Morris ve ark. 1996). 

MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D hücreleri sayılarak 6 kuyulu hücre kültür kaplarına 1 

ml içerisinde 2×10
5 

hücre olacak şekilde ekim yapıldı. ATP canlılık testi sonuçlarına 

göre hesaplanan IC70 (hücrelerin % 70’ini öldüren doz) dozları 1 ml besiyeri içinde 

uygulandı. Ardından hücreler 24 saat 37 °C, %5 CO2’li ortamda inkübasyona bırakıldı. 

24 saat inkübasyonu takiben total RNA izolasyonu yapıldı. 

2.2.8.4. Hücrelerden Total RNA İzolasyonu 

 
Total RNA izolasyonu Total RNA Purification Kit (Jena Bioscience) kullanılarak 

yapıldı. Bu aşamada ilaç uygulanan kuyuların süpernatantları, buz üzerinde tutulan 15 

ml’lik falkonlara toplandı ve negatif kontrol kuyularının süpernatantı uzaklaştırıldı. 

Kuyulara 2 ml soğuk PBS ilave edilip hücreler %0,05 Tripsin- EDTA ile kaldırıldı ve 

ilgili falkonlara aktarıldı. Süspansiyon +4 °C’de 1000 g’de 5 dakika santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrası falkonların süpernatantları uzaklaştırıldı ve pelet üzerine 250 μl lizis 

tamponu eklenerek 10 sn vorteks yapıldı. Vorteks yapıldıktan sonra falkonda bulunan 
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hacmin 0,6 katı kadar (yaklaşık 180 μl) izopropanol eklendi. Kitin içerisinde yer alan 

filtre tüpler, koleksiyon tüpler ile birleştiridi ve filtre tüplerin içine 100 μl aktivasyon 

buffer pipetlendi. Daha sonra birleştirilen filtre tüpler ve koleksiyon tüpler 10000 g’de 

30 saniye santrifüj edildi. Santrifüj sonunda koleksiyon tüplerde biriken sıvı 

uzaklaştırıldı. Örneklerin bulunduğu falkonlardan tüm hacim filtre tüplere aktarıldı ve 

10.000 g’de 30 saniye santifüj edilip alta geçen sıvı uzaklaştırıldı. Filtre tüplere 500 μl 

primer yıkama solüsyonu pipetlendi ve 10000 g’de 30 saniye santrifüj edildi, santrifüj 

sonunda koleksiyon tüplerde biriken sıvı uzaklaştırıldı. Daha sonra filtre tüplere 500 μl 

sekonder yıkama solüsyonu pipetlendi ve 10.000 g’de 30 saniye santrifüj edildi. Son 

olarak tüpler 10.000 g’de 2 dakika santrifüj edildi. Daha sonra filtreli tüpler kapaklı 

tüplere yerleştirildi ve membranın tam üstüne 50 μl elüsyon buffer eklenerek 1 dakika 

oda ısısında inkübe edildi. İnkübasyon sonunda 10.000 g’de 1 dakika santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrasında tüpte bulunan RNA çözeltilerinin konsantrasyonları ölçüldü. 

2.2.8.5.İzole Edilen RNA’ların Kontrolü 

İzolasyonu gerçekleştirilen RNA’ların kalitesi ve miktarları Nanodrop™ cihazı ile 

ölçüldü. RNA örneklerinden 2 μl alındı ve suya karşı kör alınan cihaz ile ölçümler 

yapıldı. RNA miktarları 50 ng/μl ile 600 ng/μl arasında bulundu. 

 

2.2.8.6. cDNA Sentezinin Yapılması 

Elde edilen total RNA örnekleri, SCRITPT cDNA Sentez Kiti (Jena Bioscience) ile 

cDNA'ya çevrildi. Çevrim için, kullanılacak RNA örnek sayısından 1 örnek fazla 

olacak şekilde “1 çevrim” sütunundaki hacimler (RNA hariç) bu sayı ile çarpılarak bir 

karışım (cDNA Sentez karışımı) hazırlandı (Çizelge 1). 
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Çizelge 1. cDNA Sentez Karışımı Hazırlanışı 

 

 

Bu karışım buz üzerinde Etiketli PCR tüplerine eşit şekilde dağıtıldı ve son olarak da 

RNA konsantrasyonları eşit olacak şekilde pipetlendi. Reaksiyonun gerçekleşmesi için 

tüpler, 42 
o
C’de 10 dakika sıcaklık döngü cihazında inkübe edildi. Reverse transkriptaz 

enzimini inaktive etmek için tüp, 50 
o
C’de 60 dakika sıcaklık döngü cihazında inkübe 

edildi. İnkübasyon sonunda, reaksiyonu durdurmak için tüpler hızlı bir şekilde buz 

üzerine alındı ve eş zamanlı PCR analizi için kullanılmak üzere -20 
o
C’de saklandı. 

2.2.8.7. Eş Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizinin Yapılması 

 

Literatür araştırmaları sonucunda apoptozis (FAS, TNFRSF10B, TNFRSF10A, HRK), 

nekroptozis (PARP1, RIPK1) ve otofaji (ATG3, ATG5, BECN) ile ilişkili sinyal 

yolaklarında etkili olan önemli genler belirlendi. Bu genlerin primerleri kullanılarak 

Bileşen Stok 

Konsantrasyonu 

Final 

Konsantrasyon 

1 çevrim (20 µL) 

RNaz-free su - - 20 µl’ye tamamla 

RNA - Total RNA: 10 pg- 

5µg 

 

Ya da mRNA: 10 

pg-500 ng 

 

 

 

x µl 

Primer 100 µM Oligo-dT: 

500 pmol (300 ng) 

Hexamer: 

50 pmol (300 ng) 

0,1-0,2 µl 

0,5 µl 

0,5 µl 

SCRIPT
 R
T 

Tampon 

5x 1x 4 µl 

dNTP Karışımı 10 mM (her biri) 500 µM (her biri) 1 µl 

DTT Stok Çözeltisi 100 mM 5 mM 1 µl 

RNaz inhibitör 40 ünite/µl 40 ünite 1 µl 

SCRIPT

 Revers

e Transktriptaz 

200 ünite/µl 100 ünite 0,5 µl 
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qPCR master karışımı hazırlandı (Çizelge 2). 

Çizelge 2. qPCR Master Karışımı’in Hazırlanışı 
 

Bileşen 
20 µl

 mix 

için 

180 µl mix için (8 gen için +1 

fazla örnek; 9 örnek) 

Final 

konsantrasyon 

qPCR Green- 

Master with UNG 
10 µl 90 µl 1x 

Primer (Forward) 0,6 µl 5,4 µl 300 nM 

Primer (Reverse) 0,6 µl 5,4 µl 300 nM 

PCR-Grade Su 7,3 µl 65,7 µl - 

Toplam Mix 18,5 µl 166,5 µl - 

 

 

Hazırlanan bu karışımdan 18,5µl PCR platelerinin örnek kuyucuklarına dağıtıldı. 

Üzerlerine cDNA’lardan 1,5µl pipetlendi. Plate LightCycler 480 (Roche) cihazına 

yerleştirildi. Aşağıda verilen program ayarlanarak PCR tamamlandı. Sonuçlar 2
-∆∆CT 

metodu kullanılarak LightCycler Software 4.0 ile değerlendirildi. 

 
1 siklus 50

o
C’de 2 dakika 

45 siklus 

 

 
1 siklus (Melting 

Curve) 

95
o
C’de 15 saniye 

52
o
C’de 20 saniye 

72
o
C’de 30 saniye 

95
o
C’de 1 dakika 

55
o
C’de 30 saniye 

95
o
C’de 30 saniye 

1 siklus (Cooling) 40
o
C’de 2 dakika 

 

2.2.9. İstatistiksel Analiz 

 
Tüm istatistiksel analizler SPSS 23.0 bilgisayar paket programı kullanılarak yapıldı. 

Yüzde canlılık değerleri tek yönlü varyans analizi (ANOVA) kullanılarak hesaplandı. 3 

tekrarlı yapılan tüm analizlerin sonuçları ortalama ve standart sapma ile verildi. 

İstatistiksel olarak anlamlı veriler p<0,05 değerine göre belirlendi. IC50 değerleri 

Microsoft Excel yazılımı kullanılarak hesaplandı. 
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3. BULGULAR 

3.1. MTT Canlılık Testi Bulguları 

 

SM bileşiğinin 1:10 oranında seri olarak dilüe edilerek hazırlanan üç farklı 

konsantrasyonunun T-47D, MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hücre soylarının 

canlılığı üzerine olan etkisini belirlemek için MTT canlılık testleri yapıldı. Hücre 

soylarına 24 ve 48 saat süre ile söz konusu bileşikler uygulandığında ortaya çıkan 

sonuçlar Şekil 3.1’de gösterildi. MCF-7 ve MDA- MB-231 hücre soyularında SM 

tedavi uygulamasını takiben gerçekleştirilen 24 ve 48 saatlik inkübasyon sonucunda 10 

ve 100 µM dozlarında istatistiksel olarak anlamlı azalmalar görüldü (p<0,05). Buna 

karşın, T-47D hücre soyunda uygulanan 24 ve 48 saatlik tedavi sonrası 10 µM 

dozundaki anlamlı bir azalma olmazken 100 µM dozundaki azalmanın istatistiksel 

olarak anlamlı olduğu görüldü (p<0,05) (Şekil 3.1). 
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Şekil 3.1. Soloksolon metil (SM) bileşiği ile muamele edilen MCF-7,  MDA-

MB-231 ve T-47D hücrelerinin MTT canlılık testi sonucuna göre yüzde canlılık 

grafikleri. Her bir veri noktası 2 bağımsız deneyin ve ortalamasını 

göstermektedir. 

*Aynı zaman periyodu içinde kontrole göre farklı dozlar karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlılığı (p<0,05) ifade etmektedir. 

 

 

Bunun yanında elde edilen verilere dayanarak belirlenen IC50 (hücrelerin %50’sini 

öldüren doz) ve IC70 (hücrelerin %70’ini öldüren doz) dozları Çizelge 3.’te 

gösterilmiştir. 
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Çizelge 3. MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D hücre soylarının MTT canlılık testine göre 

hesaplanan IC50 ve IC70 değerleri (IC50: Hücrelerin %50’sini öldüren doz, IC70: 

Hücrelerin %70’ini öldüren doz) 
 

 

 
3.2. ATP Canlılık Testi Bulguları 

 

SM bileşiğinin 1:10 oranında dilüe edilerek hazırlanan üç farklı konsantrasyonunun T- 

47D, MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre soyları üzerine olan etkisini belirlemek için ATP 

canlılık testi yapıldı. Hücre soyları 24 ve 48 saat süre ile söz konusu bileşik 

uygulandığında ortaya çıkan sonuçlar Şekil 3.2’de gösterildi. SM bileşiğinin, 

konsantrasyonundaki artışlara bağlı olarak uygulandığı hücre soylarında, hücre içi ATP 

miktarında azalmalara neden olduğu gözlendi. T-47D, MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre 

soylarında, SM uygulanması sonucu, ATP canlılık testi ile elde edilen verilere göre 

hesaplanan IC50 değerleri ise Çizelge 4’de verilmiştir. 

Sonuç olarak, SM’in 100 µM konsantrasyonunun bütün hücre soyları üzerinde 24 ve 48 

saatlik uygulamalarda hücre büyümelerini istatistiksel olarak anlamlı azalttığı belirlendi 

(p<0,05). Ayrıca MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre soylarında 10 µM 

konsantrasyonunda da hem 24 hem 48 saatlik tedavilerde de hücre canlılığını 

istatistiksel olarak anlamlı azalttığı bulundu (p<0,05). Buna karşılık T-47D 

hücrelerinde ATP sonuçlarımıza göre, 24 saatlik tedavi sonrasında sadece 100 µM 

dozunda hücre canlılığında anlamlı azalma gözlenirken, 48 saat sonrasında hem 10 hem 

de 100 µM dozlarında anlamlı azalmalar belirlendi (p<0,05) (Şekil 3.2). 
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Şekil 3.2. Soloksolon metil (SM) bileşiği ile muamele edilen MCF-7,  MDA-

MB-231 ve T-47D hücrelerinin ATP canlılık testi sonucuna göre yüzde canlılık 

grafikleri. Her bir veri noktası 2 bağımsız deneyin ortalamasını göstermektedir. 

*Aynı zaman periyodu içinde kontrole göre farklı dozlar karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlılığı (p<0,05) ifade etmektedir. 
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Çizelge 4. MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D hücre soylarının ATP canlılık testine göre 

hesaplanan IC50 ve IC70 değerleri (IC50: Hücrelerin %50’sini öldüren doz, IC70: 

Hücrelerin %70’ini öldüren doz) 
 

 

 
3.3. Hoechst 33342 ve Propidyum İyodür (PI) İkili Boyama Yöntemi Bulguları 

 
Hücre ölüm modunu araştırmak amacıyla floresan boyama yöntemi uygulandı. Hoechst 

33342 dsDNA’ya bağlanınca mavi floresans verilen bir nükleik asit bir boyadır. 

Propidyum iyodür (PI), sadece membran hasarlı hücrelere girebilen, dolayısıyla tüm ölü 

hücreleri (primer nekrotik veya geç apoptotik/sekonder nekrotik) boyayabilen kırmızı 

floresan nükleik asit boyasıdır. Apoptotik hücrelerde; nükleusun normal hücrelere göre 

daha küçük olma özelliği aranırken, nekrotik hücrelerde nükleusun normal hücrelerden 

biraz daha büyük olması ve daha az boya alması özelliği arandı. 

Bu amaçla, T-47D, MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre soylarına SM bileşiğinin 10 uM 

konsantrasyonları uygulandı. Söz konusu bileşiğin 24 ve 48 saat uygulamasını takiben 

ikili boyama yöntemi uygulanarak floresan mikroskopta değerlendirme yapıldı. Ayrıca 

hücrelerin faz/kontrast görüntüleri de incelendi (Şekil 3.3-Şekil 3.11). 

MCF-7 hücrelerine 10 µM SM uygulanmasını takiben yapılan 24, 48 ve 72 saatlik 

inkübasyon sonrasında floresans mikroskopta çekilen Şekil 3.3, Şekil 3.4 ve Şekil 

3.5’deki görüntülere göre, 24 ve 48 saatlik tedavilerde kontrol hücreleriyle 

kıyaslandığında gözlenen nükleer fragmentasyon ve/veya piknozis, aynı bölgeler için 

PI ile yapılan boyama sonucunda negatif görüldüğünden apoptozisin erken aşaması 

olduğu görüldü. Ayrıca 72 saatlik muamelesi sonucu gözlenen nükleer fragmentasyon 

ve/veya piknozisin olduğu bölgelerde PI ile yapılan boyamalarda pozitif görüldüğü için 
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geç apoptozis (Sekonder nekrozis) olabileceği gözlendi. 

 

Şekil 3.3. Hoechst 33342 ve Propidyum İyodür (PI) ile MCF-7 hücrelerinin 10 

µM Soloksolon metil (SM) ile 24 saatlik muamele sonrasındaki floresans 

mikroskobi ve faz/kontrast görüntüleri (İlk sıra faz/kontrast görüntüleri, ikinci 

sıra mavi boyanmış hücreler Hoechst 33342 pozitif, üçüncü sıra kırmızı 

boyanmış hücreler PI pozitif hücreleri göstermektedir). 

→ Apotozisi göstergesi olan piknotik nükleusları göstermektedir. 
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Şekil 3.4. Hoechst 33342 ve Propidyum İyodür (PI) ile MCF-7 hücrelerinin 10 

µM Soloksolon metil (SM) ile 48 saatlik muamele sonrasındaki floresans 

mikroskobi ve faz/kontrast görüntüleri (İlk sıra faz/kontrast görüntüleri, ikinci 

sıra mavi boyanmış hücreler Hoechst 33342 pozitif, üçüncü sıra kırmızı 

boyanmış hücreler PI pozitif hücreleri göstermektedir). 

→ Apotozisi göstergesi olan piknotik nükleusları göstermektedir. 
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Şekil 3.5. Hoechst 33342 ve Propidyum İyodür (PI) ile MCF-7 hücrelerinin 10 

µM Soloksolon metil (SM) ile 72 saatlik muamele sonrasındaki floresans 

mikroskobi ve faz/kontrast görüntüleri (İlk sıra faz/kontrast görüntüleri, ikinci 

sıra mavi boyanmış hücreler Hoechst 33342 pozitif, üçüncü sıra kırmızı 

boyanmış hücreler PI pozitif hücreleri göstermektedir). 

→ Apotozisi göstergesi olan piknotik nükleusları göstermektedir. 

 

 
MDA-MB-231 hücrelerine 10 µM SM uygulanmasını takiben yapılan 24, 48 ve 72 

saatlik inkübasyon sonrasında floresans mikroskopta çekilen Şekil 3.6, Şekil 3.7 ve 

Şekil 3.8’deki görüntülere göre, SM ile 24, 48 ve 72 saatlik uygulama sonucunda, 

kontrol hücreleriyle kıyaslandığında gözlenen nükleer fragmentasyon ve/veya piknozis, 

aynı bölgeler için PI ile yapılan boyama sonucunda pozitif görüldüğünden geç 

apoptozis (sekonder nekrozis) olabileceği gözlendi. 
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Şekil 3.6. Hoechst 33342 ve Propidyum İyodür (PI) ile MDA-MB-231 

hücrelerinin 10 µM Soloksolon metil (SM) ile 24 saatlik muamele sonrasındaki 

floresans mikroskobi ve faz/kontrast görüntüleri (İlk sıra faz/kontrast görüntüleri, 

ikinci sıra mavi boyanmış hücreler Hoechst 33342 pozitif, üçüncü sıra kırmızı 

boyanmış hücreler PI pozitif hücreleri göstermektedir). 

→ Apotozisi göstergesi olan piknotik nükleusları göstermektedir. 
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Şekil 3.7. Hoechst 33342 ve Propidyum İyodür (PI) ile MDA-MB-231 

hücrelerinin  10 µM Soloksolon metil (SM) ile 48 saatlik muamele sonrasındaki 

floresans mikroskobi ve faz/kontrast görüntüleri (İlk sıra faz/kontrast görüntüleri, 

ikinci sıra mavi boyanmış hücreler Hoechst 33342 pozitif, üçüncü sıra kırmızı 

boyanmış hücreler PI pozitif hücreleri göstermektedir). 

→ Apotozisi göstergesi olan piknotik nükleusları göstermektedir. 
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Şekil 3.8. Hoechst 33342 ve Propidyum İyodür (PI) ile MDA-MB-231 

hücrelerinin 10 µM Soloksolon metil (SM) ile 72 saatlik muamele sonrasındaki 

floresans mikroskobi ve faz/kontrast görüntüleri (İlk sıra faz/kontrast görüntüleri, 

ikinci sıra mavi boyanmış hücreler Hoechst 33342 pozitif, üçüncü sıra kırmızı 

boyanmış hücreler PI pozitif hücreleri göstermektedir). 

→ Apotozisi göstergesi olan piknotik nükleusları göstermektedir. 

 

 
T-47D hücrelerine 10 µM SM uygulanmasını takiben yapılan 24, 48 ve 72 saatlik 

inkübasyon sonrasında floresans mikroskopta çekilen Şekil 3.9, Şekil 3.10 ve Şekil 

3.11’deki görüntülere göre, SM ile 24 ve 48 saatlik uygulama sonucunda, kontrol 

hücreleriyle kıyaslandığında gözlenen nükleer fragmentasyon ve/veya piknozis, aynı 

bölgeler için PI ile yapılan boyama sonucunda negatif görüldüğünden apoptozisin erken 

aşaması olduğu görüldü. Ayrıca 72 saatlik muamelesi sonucu gözlenen nükleer 

fragmentasyon ve/veya piknozisin olduğu bölgelerde PI ile yapılan boyamalarda pozitif 

görüldüğü için geç apoptozis (sekonder nekrozis) olabileceği gözlendi. 
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Şekil 3.9. Hoechst 33342 ve Propidyum İyodür (PI) ile T-47D hücrelerinin 10 

µM Soloksolon metil (SM) ile 24 saatlik muamele sonrasındaki floresans 

mikroskobi ve faz/kontrast görüntüleri (İlk sıra faz/kontrast görüntüleri, ikinci 

sıra mavi boyanmış hücreler Hoechst 33342 pozitif, üçüncü sıra kırmızı 

boyanmış hücreler PI pozitif hücreleri göstermektedir). 

→ Apotozisi göstergesi olan piknotik nükleusları göstermektedir. 
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Şekil 3.10. Hoechst 33342 ve Propidyum İyodür (PI) ile T-47D hücrelerinin 10 

µM Soloksolon metil (SM) ile 48 saatlik muamele sonrasındaki floresans 

mikroskobi ve faz/kontrast görüntüleri (İlk sıra faz/kontrast görüntüleri, ikinci 

sıra mavi boyanmış hücreler Hoechst 33342 pozitif, üçüncü sıra kırmızı 

boyanmış hücreler PI pozitif hücreleri göstermektedir). 

→ Apotozisi göstergesi olan piknotik nükleusları göstermektedir. 
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Şekil 3.11. Hoechst 33342 ve Propidyum İyodür (PI) ile T-47D hücrelerinin 10 

µM Soloksolon metil (SM) ile 72 saatlik muamele sonrasındaki floresans 

mikroskobi ve faz/kontrast görüntüleri (İlk sıra faz/kontrast görüntüleri, ikinci 

sıra mavi boyanmış hücreler Hoechst 33342 pozitif, üçüncü sıra kırmızı 

boyanmış hücreler PI pozitif hücreleri göstermektedir). 

→ Apotozisi göstergesi olan piknotik nükleusları göstermektedir. 

 

3.4. M30 Antijen (Kaspazla Kırılmış Sitokeratin 18) Bulguları 

SM’in 10 µM konsatrasyonunun hücreler üzerinde sitotoksik aktivite gösterdiği 

belirlendikten sonra hücre soylarının ölüm modunu araştırmak amacıyla apoptozise 

özgü bir belirteç olan kaspazla-kırılmış CK18 (M30) seviyelerine bakıldı. M30-Antijen 

ölçümlerini değerlendirme amacıyla hazırlanan standart eğri grafiği MCF-7, MDA-

MB- 231 ve T-47D hücre soyları için Şekil 3.12’te verilmiştir. Ölçülen absorbanslar 

standart eğri grafiği yardımıyla belirlenen formüller üzerinden değerlendirilerek M30 

miktarları U/L cinsinden hesaplandı (Şekil 3.13). 
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Şekil 3.12. M30 (Kaspazla Kırılmış Sitokeratin 18) Standart Eğri Grafiği 

Şekil 3.13’te 10 µM SM’in 24 ve 48 saatlik muamelelerinin MCF-7 ve T-47D hücre 

soyları üzerinde kaspazla kırılmış sitokeratin 18 (M30 Antijen) üzerine olan etkisi 

gösterilmektedir. Sadece T-47D hücrelerinde SM’in artışa neden olduğu fakat buna 

rağmen SM’in 10 µM dozunun MCF-7 hücre soyunda herhangi bir değişim 

yaratmadığı belirlenmiştir. MDA-MB-231 hücre soyunda sitokeratin 18 ekspresyonu 

olmadığından bu çalışmada kullanılamamıştır. 
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Şekil 3.13. M30 (Kaspazla Kırılmış Sitokeratin 18) bulguları. 10 µM Soloksolon 

metil (SM) muamelelerinin 24 ve 48 saatte T-47D, MDA-MB-231 ve MCF-7 

hücre soylarında, apoptozis belirteçlerinden biri olan kaspazla-kırılmış sitokeratin 

18 (M30) üzerine olan etkisi gösterilmektedir. 

 

 
3.5. Western Blot Bulguları 

 
T-47D, MDA-MB-231 ve MCF-7 hücreleri %70-80 doluluk oranına ulaştıklarında 

SM’in ATP canlılık testi sonucuna göre hesaplanan IC70 dozu olarak belirlenen dozlar 

uygulandı (Çizelge 4) ve 24 saat sonunda protein izolasyonu aşamasına geçildi. Elde 

edilen lizatlardan protein konsantrasyonlarını belirlemek üzere BSA kullanılarak bir 

standart bir standart eğri grafiği hazırlandı (Şekil 3.14). Örneklerin protein 

konsantrasyonları bu grafikten elde edilen formül yardımıyla hesaplandı (Çizelge 5). 
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Şekil 3.14. BSA standart eğri grafiği 

 
Çizelge 5. BSA sonuçlarına göre hesaplanan örneklerin protein konsantrasyonları 

(mg/ml) 
 

 

 

Western blot analizi, 20 µg protein lizatı ve kontrol olarak da anti-GAPDH antikorları 

kullanılarak yapıldı. PARP kırılmasını görebilmek amacıyla 4,39 µM Doksorubisin 

pozitif kontrol olarak MCF-7 hücrelerine uygulandı. 

MCF-7 hücre soyunda, Şekil 3.15 ve Şekil 3.16’de görülen western blot sonuçlarına 

göre, apoptozis belirteci olarak incelenen kırılmış PARP’ın ekpresyon düzeyinde 

kontrole göre artış görülmektedir. Bunun yanında yine apoptotik bir belirteç olan 
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kırılmış kaspaz-8 düzeyinde artış gözlenmezken, inaktif form olan pro-kaspaz-8’de 

azalma görülmektedir. Buna karşın, incelenen diğer apoptotik belirteçler olan kırılmış 

kaspaz-3’te ve ER stres belirteçleri olarak incelenen IRE1-α ve CHOP düzeylerinde 

belirgin bir değişiklik görülmemiştir. 

MDA-MB-231 hücre soyunda, Şekil 3.15 ve Şekil 3.16’de görülen western blot 

sonuçlarına göre, apoptozis belirteci olarak incelenen kırılmış PARP, kırılmış kaspaz-8 

ve kırılmış kaspaz-3 düzeyleri kontrolle kıyaslandığında belirgin artışlar görülmüştür. 

Ayrıca, ER stres belirteci olan IRE1-α, BİP ve CHOP protein ifade düzeylerinde de 

artışlar belirgindir. 

T-47D hücre soyunda, Şekil 3.15 ve Şekil 3.16’de gösterilen western blot sonuçlarına 

göre, protein ifade düzeyindeki artma ve azalmalar, referans protein olarak kullanılan 

GAPDH bantları eşit düzeyde belirlenemediğinden dolayı belirgin bir artış veya azalış 

olarak değerlendirilemedi. 

 

Şekil 3.15. ER stres belirleyici IRE1-α, Bip ve CHOP antikorları ile yapılan 

western blot sonucu bant profilleri (K:kontrol, T: tedavi; Soloksolon metil’in 

IC70 dozları, PK: pozitif kontrol; 4,39 µM Doksorubisin) 
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Şekil 3.16. Anti-GAPDH ve apoptoz belirleyici PARP, Kaspaz-8, Kaspaz3 

antikorları ile yapılan western blot sonucu bant profilleri (K:kontrol, T: tedavi; 

Soloksolon metil’in IC70 dozları, PK: pozitif kontrol; 4,39 µM Doksorubisin) 

 

 
 

3.6. Genlerin Ekspresyon Profilleri 

 
PCR analizlerinde gen ekspresyonlarında 1,5 ve üstü değerler anlamlı kabul edilerek 

yorumlanmıştır. T-47D, MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre soylarında daha önce yapılmış 

olan sitotoksite çalışmalarında ATP yöntemiyle 48 saat için belirlenen IC70 dozları 

(hücrelerin %70’ini öldüren doz) T-47D için 8,59; MDA-MB-231 için 8,03; MCF-7 

için 7,83 olarak belirlenmiştir (Çizelge 4). Söz konusu üç hücre soyu için gen 

ekspresyon profillerini belirlemek amacıyla IC70 dozları kullanılmıştır. SM 

muamelesinin, bazı hücre ölüm genlerinin (ATG3, ATG5, BECN1, TNFRSF10A, 

TNFRSF10B, FAS,  HRK, MLKL, RIPK, PARP1) ekspresyonları üzerine olan etkisine 

bakıldı. 

Gen ekspresyon analizi sonuçlarına göre, hazırlanan kontrole göre katlık artış 

grafiğinde 1,5 ve üzerindeki değerler anlamlı olarak kabul edilen artışlara göre; MCF-7 

ve MDA- MB-231 hücrelerinin SM ile 24 saatlik tedavi sonunda TNFRSF10B (pro-

apoptotik)  gen ekspresyonunda her iki hücre soyunda da artış gözlendi. Ayrıca MCF-7 

hücrelerinde HRK (pro-apoptotik), MLKL (nekrotik), RIPK (nekrotik) gen 
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ekspreyonlarında da anlamlı artış bulundu. (Şekil 3.17). 

Bununla birlikte, her iki hücre soyunun SM ile 48 saatlik tedavisi sonucunda; MDA- 

MB-231 hücrelerinde BECN1 (otofajik) ve HRK (apoptotik) gen ekspresyonlarının ve 

MCF-7 hücrelerinde de MLKL, PARP (apoptotik) ve RIPK (nekrotik) gen 

ekspresyonlarının azaldığı “downregüle” olduğu görülmüştür. Bunun yanında MCF-7 

hücrelerinde TNFRSF10B gen ekspresyonunda artış görülmüş fakat standart sapma 

yüksek olduğundan anlamlı kabul edilmemiştir. 
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Şekil 3.17. MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre soylarının ATP yöntemine göre 

belirlenen Soloksolon metil bileşiğinin IC70 dozlarıyla 24 ve 48 saatlik tedavisi 

sonrası görülen gen ekspresyon profillerinde eş zamanlı PCR yöntemiyle 

belirlenen değişimler. A. 24 saatlik tedavi sonrası gen ekspresyonlarındaki 

değişim, B. 48 saatlik tedavi sonrası gen ekspresyonlarındaki değişimler 
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4. SONUÇ VE TARTIŞMA 

 
Meme kanseri, tüm dünyada kadınlar arasında en sık görülen kanser türü olup tüm 

kanser ölümleri arasında ikinci sırada yer almaktadır. Meme kanseri tedavisinde cerrahi 

girişim ve radyoterapinin yanı sıra kemoterapi de önemli yer tutmaktadır. Son yıllarda 

modern kemoterapi şemaları geliştirilmesine rağmen tatmin edici bir başarı elde 

edilememiştir. Günümüzde kullanılan kemoterapötik ajanların %60’lık büyük bir 

kısmını doğal kaynaklardan köken alan antikanser ajanları oluşturmaktadır (Newman 

ve ark. 2003, Cragg ve Newman 2005). Bazı bitkisel kökenli bileşiklerin biyolojik 

aktivitelerini arttırmak için yarı sentetik türevleri geliştirilmektedir. 

Bu tez çalışmasında yukarıdaki bilgiler ışığında Rusya Bilim Akademisi, Kimyasal 

Biyoloji ve Temel Bilimler Enstitüsü’nde sentezlenen, GA’nın yarı sentetik bir türevi 

olan SM bileşiğinin sitotoksik ve apoptotik etkileri insan meme kanseri hücre 

soylarında (MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D) araştırılmıştır. SM, GA’nın 

modifikasyonuyla elde edilmiş, sentezi ve son ürünün fizikokimyasal karakteristiği 

tanımlanmış olup, HuTu80 (insan duedonum karsinoma), Hep2G (karaciğer 

hepatoselüler karsinoma), MH-22 (fare hepatokarsinoma), KB (insan epidermal 

karsinoma) ve J774 (fare makrofaj hücreleri) üzerindeki yüksek antiproliferatif ve 

apoptotik etkileri gösterilmiştir (Logashenko ve ark. 2011). Literatürde SM ile ilişkili 

başka bir çalışma bulunmamaktadır. Bu açıdan bakılacak olunursa, bu çalışma, söz 

konusu bileşiğin meme kanseri hücre soyları üzerinde sitotoksik aktiviteye yol açtığını 

gösterecek ilk çalışmadır. 

SM’in MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D hücre soyları soyları üzerine olası baskılayıcı, 

sitotoksik, apoptotik etkilerini belirleyebilmek için MTT ve ATP canlılık testi 

yöntemleri kullanılmıştır. MTT canlılık testinin sonuçlarına göre, belirtilen hücre 

soylarında kontrasyon artışına bağlı olarak canlılık yüzdelerinde anlamlı azalmalar 

bulunmuştur (p<0,05). MTT yöntemi esas alınarak 24 saatlik tedavi sonucu hesaplanan 

IC50 değerleri MCF-7 hücre soyu için 91,91 µM, MDA-MB-231 hücre soyu için 40,27 

µM ve T-47D hücre soyu için 83,89 µM; 48 saatlik tedavi sonucu hesaplanan IC50 

değerleri MCF-7 hücre soyu için 68,27 µM, MDA-MB-231 hücre soyu için 25,79 µM 

ve T-47D hücre soyu için 74,61 µM olarak hesaplanmıştır. Burada hücre soyları 

arasındaki IC50 dozu farklılıklarının, hücre soyları arasındaki farklılıklardan 
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kaynaklandığı düşünülmektedir. 

Hem MTT canlılık testini doğrulamak, hem de daha hassas ve güvenilir olmasından 

dolayı, ATP canlılık testi yöntemi yapılmıştır. ATP yönteminin sonuçlarına göre, 

uygulanan dozlardaki konsantrasyon artışlarıyla paralel olarak hücre içi ATP 

miktarında azalmalar olduğu görülmüştür. Bu yöntem esas alınarak 24 saatlik tedavi 

için hesaplanan IC50 değerleri MCF-7 hücre soyu için 11,67 µM, MDA-MB-231 hücre 

soyu için 6,83 µM, T-47D hücre soyu için 49,65 µM olarak; 48 saat için hesaplanan 

IC50 değerleri ise MCF-7 hücre soyu için 4,22 µM, MDA-MB-231 hücre soyu için 

5,97 µM ve T-47D hücre soyu için 6,18 µM olarak hesaplanmıştır. ATP canlılık 

testinde uygulanan ajanın hücre canlılığı üzerinde olan etkisi belirlenirken hücre için 

ATP miktarı, MTT testinde ise dehidrogenaz aktivitesine göre belirlenmektedir. Bu iki 

canlılık testi de hücredeki metabolik aktivitesi göstermekle birlikte, sonuçlar 

birbirinden farklı olabilmektedir. MTT canlılığında gösterilen hücre canlılığının, ATP 

testine göre gösterilen hücre canlılığından yüksek olması, hücrelerin ölmesine rağmen 

dehidrogenaz içeriğinin devam ettiğini göstermektedir. Bu farklılık kullanılan ilacın 

etki mekanizmasına bağlı olarak (örneğin; enerji kaynakları, sinyal molekülleri, DNA) 

değişmektedir (Ulukaya ve ark. 2008). Bu çalışmada daha hassas olan ATP 

yönteminden elde edilen sonuçlar esas alınarak devam edildi. 

 Literatürde SM ile yapılan yapılan çalışmaya bakıldığında, Logashenko ve ark. (2011) 

yaptığı çalışmada KB-3-1 hücre soyunda SM ve diğer çeşitli GA ve türevlerinin 

IC50 değerleri GA için >10 µM ve GA’nın 6 farklı türevinin 4’ü için >10 µM olarak 

belirtilmiş diğer iki GA türevi için ise 1,2 µM ve 0,3 µM olarak gösterilmiştir. Ayrıca 

SM’nin IC50 değerleri KB-3-1 hücreleri için 0,3 µM, KB-8-5 hücreleri için 1,2 µM, 

HeLa hücreleri için 1,3 µM ve SK-N-MC için 0,8 µM olarak belirlenmiştir. Bunun 

yanında Sharma ve ark. (2012) GA ile yaptığı çalışmada MCF-7 hücre soyu için IC50 

dozu >25 µM, MCF-10A hücre soyu için ise >200 µM olarak belirtilmiştir. 2015 

yılında Basar ve ark. (2015) yaptığı çalışmada, farklı coğrafi bölgelerden toplanan 

Glycyrrhiza glabra bitkisinin kökünden elde edilen ekstraktların sitotoksik etkileri 

A549 (insan akciğer kanser hücresi), Hep2G (insan karaciğer kanser hücresi), HaCaT 

(ölümsüz insan keratinosit) hücreleri üzerinde MTT testi ile araştırılmıştır. Bu 

çalışmaya göre A549 hücreleri üzerinde ekstraktlardan 5 tanesinin IC50 değeri 250 

µg/ml’den büyük olduğundan hesaplanamamış, 4 tanesinin ise 189,1 µg/ml, 205,6 
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µg/ml, 191,3 µg/ml ve 238,9 µg/ml olarak belirlenmiştir. Hep2G hücreleri için sadece 

bir tanesi 250 µg/ml’nin altında bulunmuş ve 248,5 µg/ml olarak hesaplanmıştır. Bir 

diğer çalışmada GA türevlerinin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hücre soyları 

ve hTERT-RPE1 insan sağlıklı retinal epitel hücre soyunda 0,49-29,63 arasında değişen 

IC50 değerlerine sahip olduklarını göstermişlerdir (Li ve ark. 2016). Bu tez 

çalışmasında alınan IC50 değerlerinin literatürde çalışılan farklı GA türevlerine oranla 

oldukça düşük olduğu ve SM’nin yüksek sitotoksik aktiviteye sahip olduğunu 

söyleyebiliriz. 

Çalışmanın bir sonraki adımı olarak ölüm modunu belirleyebilme adına floresans 

boyalar olan Hoechst 33342 ve propidyum iyodür kullanılarak ikili boyama yapıldı ve 

floresans mikroskopla görüntülendi. Aynı zamanda hücre morfolojisini 

görüntüleyebilmek için faz/kontrast mikroskopuyla hücrelerin fotoğrafları çekildi. PI 

sadece hasarlı hücre membranından hücre içine girebilen bir boya olduğu olduğundan 

dolayı tüm ölü hücreleri boyamaktadır. Hoechst 33342 ise canlı ve ölü tüm hücrelerin 

dsDNA’sına bağlanarak nükleus morfolojisini incelemeye olanak sağlamaktadır. 

Bununla birlikte faz/kontrast mikroskobu görüntülerinde kontrol hücreleriyle 

kıyaslandığında apoptotik hücre morfolojisinin daha küçük ve büzülmüş, nekrotik 

hücre morfolojisinin de daha büyük ve şişmiş olarak gözlemlenmesi gerekmektedir. 

Söz konusu her üç hücre soyunda da 24 ve 48 saatlik tedaviler için 10 µM SM  

kullanıldı. Buna göre, MCF-7 hücre soyunda 24, 48 ve 72 saatlik 10 µM SM tedavisi 

sonucunda faz/kontrast mikroskobu görüntülerine göre her üç zaman aralığında da 

morfolojik olarak küçülme gözlendi. Ayrıca 24 ve 48 saatlik tedaviler sonucu elde 

edilen ikili boyama görüntülerine göre ise, piknotik ve fragmente nükleusun olduğu 

hücrelerin çoğunluğunda PI pozitifliği gözlenmediği için erken apoptoz olduğu 

söylenebilir. Fakat 72 saatlik tedavi sonuçlarına göre piknotik nükleusun gözlendiği 

hücrelerde aynı anda PI pozitifliği de görüldüğü için geç apoptoz/sekonder nekroz 

olduğu düşünülmüştür. MDA-MB-231 hücre soyunda 24, 48 ve 72 saatlik 10 µM SM 

tedavisi sonrasında faz/kontrast mikroskobu görüntülerine göre her üç zaman aralığında 

hücre morfolojisinde küçülme görülmüştür. Hoechst 33342 ve PI ikili boyama 

görüntülerine göre 24 saatlik tedavi sonrası piknotik nükleus görülmüş fakat PI 

pozitifliği görülmediğinden erken dönem apoptoz olduğu düşünülmüştür. Bununla 
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birlikte, 48 ve 72 saatlik tedavilerde hücrelerin çoğunluğunda piknotik nükleus 

gözlenen hücrelerde aynı zamanda PI pozitifliği de görüldüğünden geç 

apoptoz/sekonder nekroz olduğu düşünülmüştür. T-47D hücre soyunda da diğer hücre 

soylarında olduğu gibi faz/kontrast mikroskop görüntülerinde küçülmüş morfoloji 

görülmektedir. 24 ve 48 saat boyunca 10 µM SM ile yapılan tedavi sonucunda 

gözlenen piknotik nükleuslarla birlikte PI negatifliği çoğunluktadır, bu duruma göre bu 

saat aralıktaki etkilerin erken apoptoz olduğu düşünülmüştür. Bunun yanında 72 saatlik 

tedavide piknotik nükleusla birlikte PI pozitifliği gösteren hücrelerin çoğunlukta olduğu 

görülmüş ve bunun sonucunda 10 µM SM’nin 72 saatlik tedavi sonucu gösterdiği 

etkinin geç apoptotik/sekonder nekrotik olduğu düşünülmüştür. Yapılan literatür 

araştırmalarında sadece SiHa insan uterus karsinoma hücreleri üzerinde GA’nın etkisini 

incelemek için Hoechst 33342 boyaması yapıldığı görülmektedir (Lee ve ark. 2008). 

Çalışmaya göre SiHa hücrelerinde yapılan Hoechst 33342 boyama sonucunda 

nükleusta apoptotik belirteç olarak kabul edilen kondensasyon ve fragmentasyon 

saptanmıştır. 

Çalışmanın bir sonraki aşamasında, hücrelerin ölüm modunu belirlemek amacıyla 

apoptoz belirteci olan kaspazla kırılmış sitokeratin 18 (M30) düzeylerine bakılmıştır. 

MDA-MB-231 hücrelerinde sitokeratin 18 seviyesi çok düşük olduğu için bu çalışmada 

kullanılamamıştır (Ulukaya 2011b). SM’in 10 µM dozu kullanılarak MCF-7 ve T-47D 

hücre soylarında gerçekleştirilen 24 ve 48 saatlik tedavi sonucunda hücrelerin M30 

düzeylerinde herhangi bir artışa neden olmadığı gözlendi. Yapılan literatür taraması 

sonucunda SM, GA veya GA türevleriyle yapılmış olan M30 çalışması 

bulunmamaktadır. 

SM bileşiğininin MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D hücre soylarında apoptotik protein 

düzeylerinde yarattığı değişimleri incelemek için western blot yöntemi kullanıldı. Bu 

doğrultuda ATP canlılık testine göre hesaplanan IC70 (hücrelerin %70’ini öldüren doz) 

her üç hücre soyuna 24 saat süreyle uygulandı. Western blot görüntüleme sonuçlarına 

göre MCF-7 hücre soyunda kontrolle kıyaslandığında 24 saatlik tedavi uygulanmış 

hücrelerde, apoptotik hücrelerde görülen kırılmış-PARP proteininde artış görülürken 

kırılmamış PARP proteininde azalma görülmüştür. Apoptozis sürecinde PARP 

proteininin kırılması ilk kez Kaufmann ve ark. tarafından tanımlanmıştır (Kaufmann 
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1993). PARP proteini in vivo ortamda kaspaz-3 ve kazpaz-7’nin hedefi olarak 

kırılabilirken, in vitro ortamda hemen hemen tüm kaspazlar tarafından  

kırılabilmektedir (Soldani ve Scovassi 2002). PARP proteini kırıldıktan sonra 24 

kDA’luk p24 N- terminal alt birimi ve 89 kDA’luk p89 C-terminal fragmentlerine 

ayrılır. N-terminal bölgesinin DNA’ya güçlü bir şekilde bağlanma kapasitesi, PARP 

kırılana kadar açığa çıkmaz fakat PARP kaspazlar tarafından kırıldıktan sonra DNA’nın 

uç kısımlarına geri dönüşümsüz olarak bağlanır (Smulson ve ark. 1998). Bu da poli 

ADP-riboz sentezini inhibe eder ve böylece Baz Ekzisyon Onarım mekanizması 

tamamen ortadan kaldırılmış olur (D’Amours ve ark. 2001). Diğer bir yandan kırılmış-

PARP proteini apoptotik olmayan hücrelerde de tespit edilebilir (Budihardjo ve ark. 

1998). Bu sonuca göre MCF-7 hücrelerinin apoptozis yoluyla öldüğü düşünülmüştür ve 

bu sonucu doğrulamak için sonrasında gen ekspresyon analizi yapılmıştır. Ayrıca 

literatürde GA veya türevleriyle yapılan gen ekspresyonu analizleri bulunmamasından 

dolayı çalışma sonucumuzu karşılaştıracak veya desteleyecek bilgi bulunmamakta bu 

açıdan çalışmamız gen ekspresyonlarına yönelik yapılmış olan ilk çalışma özelliğini de 

taşımaktadır. 

Kaspazlar, zimojen olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde sistein yer 

aldığından sistein proteazlar olarak adlandırılan bir grup enzimlerdir (Ulukaya 2003). 

MCF-7 hücrelerinde bir diğer apoptotik protein olan kaspaz-8 seviyesi incelendiğinde, 

kaspaz-8’in inaktif formu olan pro-kaspaz-8 seviyesi, kontrol hücreleriyle 

kıyaslandığında tedavi gruplarında azaldığı gözlenmiştir. Fakat bu azalmanın aktif 

kaspaz-8 seviyesinde artışa yansımadığı görülmüştür. Pro-kaspaz seviyelerinde protein 

düzeyinde görülen azalmaların, aktif forma yansımamasına rağmen yine de aktivite 

kazanımı olarak yorumlanabilmektedir (Oral ve ark. 2015). Apoptosis sürecinde 

kaspaz-8’in aktivasyonu için, kaspaz- 8’in kofaktörü olan FADD (“ Fas-associated 

protein with death domain”)’ın DED (“death effector domain”) ile birleşmesi 

gerekmektedir (Boldin ve ark. 1996, Muzio ve ark. 1996). Bu şekilde dışsal yolaktan 

gelen ölüm sinyallerini alan ölüm reseptörleri aracılığıyla kaspaz-8 aktifleşmiş olur 

(kırılır, dimerize olur).Yani kaspaz-8’in aktifleşmesiyle dışsal yolak üzerinden MCF-7 

hücrelerinin apoptoza gittiği düşünülmektedir. Yine MCF-7 hücre soyunda ER stres 

proteinleri olan IRE1-α, BİP ve CHOP seviyelerine bakılmış fakat herhangi bir artış 

veya azalış görülmemiştir. Bu durumda MCF-7 hücrelerinde gerçekleşen apoptozun, 
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ER stress mekanizmasıyla bağlantılı apoptozla herhangi bir ilişkisi olmadığı 

görülmüştür. Literatürde yapılan araştırmalar sonucu, SM ile yapılmış daha önceki 

çalışmada Western blot çalışması yapılmadığı görülmektedir. Bunun yanında 2014 

yılında GA ve 2009 yılında GA türevleriyle yapılmış çalışmalardam Western blot 

analizleri vardır (Jutooru ve ark. 2009, Zhu ve ark. 2015). Zhu ve arkadaşlarının GA ile 

yaptığı çalışmada, akciğer kanseri hücre soylarında, ER stress belirteçleri olan 

GRP78/Bip (“78 kDa glukose-regulated protein/Binding immunoglobulin”), PERK 

(“protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase”) ve ERP72 (“endoplasmic 

reticulum protein 72”) proteinleri incelenmiş ve GA ile tedavi sonucunda bu 

proteinlerde artışlar görülmekle birlikte hücrelerin G1 fazında tutulduğu görülmüştür 

(Zhu ve ark. 2015). 2009 yılında Jutooru ve arkadaşları arafından yapılan çalışmada ise, 

GA türevleriyle yapılan tedaviler sonucu pankreas kanseri hücrelerinde apoptotik bir 

belirteç olan kırılmış PARP proteinin seviyesinde artış saptanmıştır (Jutooru ve ark. 

2009). 

MDA-MB-231 hücre soyu SM ile 24 saatlik tedaviden sonra incelenen protein 

seviyelerinde bakıldığında kırılmış PARP seviyesinde belirgin bir artış görülmektedir. 

Ayrıca  aktif  kaspaz-3  ve  aktif  kaspaz-8  seviyelerinde de  artış  görülmektedir. 

Hücre dışından gelen ölüm sinyallerinin, hücre yüzey ölüm reseptörlerini aktifleştirdiği 

kaspaz-8 üzerinden ilerleyen dışsal apoptotik yolakta, aktifleşen kaspaz-8 direkt olarak 

kaspaz-3’ün aktivasyonuna neden olabilir. Diğer bir yandan aktif kaspaz-8, Bcl-2 pro- 

apoptotik protein ailesi üyelerinden olan Bid’i de kırabilir. Kaspaz-8 Fas ölüm 

reseptörüyle aktive olabilmektedir (Thornberry ve Lazebnik 1998). Ayrıca hem kaspaz- 

8 hem de Bid’in aktivasyonu, diğer hücre yüzey reseptörleri olan TNF ve TRAIL 

tarafından gerçekleştirilebilir (Ulukaya 2003). Bunun sonucu olarak kaspaz-3 

aktivasyonu hem direk olarak kaspaz-8 tarafından hem de Bid’in aktivasyonu sonucu 

mitokondriyal/içsel yolak üzerinden gerçekleşmiş olabilir. Yani, 7,83 µM (ATP testine 

göre belirlenen IC70 dozu) SM ile yapılan 24 saatlik tedavi sonucunda apoptozun dışsal 

yolak üzerinden indüklenmiş olduğu düşünülmektedir. 

MDA-MB-231 hücrelerinde 8,03 µM SM ile 24 saatlik tedavi sonucunda, ER stresiyle 

ilişkili olan IRE1-α, Bip, CHOP proteinlerinde de atışlar görülmüştür. ER’de bulunan 

ATF-6 proteini, ER lümen kısmında bulunan C-terminal kısmında strese duyarlı bölge, 
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sitoplazmaya bakan kısmında da lizin içeren N-terminal bölgesi vardır ve 

transkripsiyon faktörü gibi davranır (Numazawa ve ark. 2008). GRP78/Bip, stres 

olmayan koşullarda ATF-6 ve IRE1-α’ya bağlı olarak bulunur. Stres durumlarında ise 

GRP/Bip’in ATF-6  ve ve IRE1-α’dan ayrılması ile ATF-6’nın stoplazmik bölgesi 

nükleusa geçerek transkripsiyonu başlatır, aynı zamanda IRE1-α dimerize olması ve 

otofosforilasyonlanmasıyla birlikte aktivite kazanır (Zhang ve ark. 2004, Scheuner ve 

ark. 2008). ER’de katlanmamış protein cevabı (UPR: “unfolded protein response”) 

IRE1-α kolu evrim sürecinde en iyi korunmuş ve moleküler anlamda UPR sinyal ağının 

bulunan ilk sinyal koludur (Schröder ve Kaufman 2005, Marciniak ve Ron 2006). 

IRE1-α’nın kinaz domaininin aktivasyonu, JNK sinyal yolunun aktivayonuna neden 

olur (Malhotra ve Kaufman 2007, Urano ve ark. 2000). Özet olarak hücrelerin stresle 

başa çıkamadığı durumlarda IRE1-α gibi ER membranında bulunan reseptörler 

apoptozisi tetikleyebilirler. MDA-MB-231 hücrelerinde arttığı görülen ER stres 

molekülleri olan IRE1-α (Iwawaki ve ark., 2001; Chen and Brandizzi, 2013), CHOP 

(Oyadomari and Mori 2004) ve GRP78/Bip (Gupta ve ark. 2006, Szegezdi ve ark. 

2003) fakat ER stresiyle indüklenen apotoziste rol aldığı bilinmektedir. Bu moleküller 

göz önüne alındığında IRE1-α ve GRP78/Bip, TRAF2 üzerinden JNK sinyalizasyon 

yolağı üzerinden apopozis yoluna  gittiği  düşünülmüştür.  CHOP (“C/EBP  

homologous  protein”)  ER    stresiyle indüklenen apoptosis yolağında tanımlanan ilk 

proteindir (Kim ve ark.  2008, Oyadomari ve ark. 2004). Düşük ER stresi koşullarında 

hücrede CHOP seviyesi düşüktür fakat, ER stresi arttığı zaman IRE1-α , PERK ve 

ATF-6 aracılığıyla CHOP seviyesinin artışı indüklenir (Nishitoh 2012). CHOP 

proteinindeki ekspresyonun artışının bir çok hücre soyunda apoptozun indüklenmesine 

yol açtığı gibi CHOP proteininden yoksun olan hücrelerde apoptoza direnç belirtilmiştir 

(Kim ve ark. 2008, Oyadomari ve ark. 2004). Zhu ve ark. (2015) A549 ve H460 akciğer 

hücre soyları üzerinde GA’nın ER stresi ile ilişkili olan proteinlerden GRP78/Bip, 

PERK, ERP72 incelenmiş ve bu proteinlerde görülen artışlardan doları GA’nın ER 

stresine yol açtığı belirlenmiştir. Yine aynı çalışmada hücre siklus proteinleri 

incelenmiş ve ER stresinin hücrelerin G1/S fazında tutulmaya neden olduğu 

gösterilmiştir. Yapılan farklı çalışmlarda farklı ajanlar etkisiyle MDA-MB-231 

hücrelerinde ER stresiyle indüklenen apoptozis gösterilmiştir. Örneğin, Park ve ark. 

(2010) tarafından yapılan çalışmada γ- Tokotrienol ile tedavi edilen MDA-MB-231 
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hücrelerinde CHOP ve GRP78/Bip proteinlerinde belirgin artışlar gösterilmiştir. Bir 

diğer çalışmada kapsaisin ile tedavi edilen MDA-MB-231 hücrelerinde CHOP ve 

IRE1-α proteinlerinde belirgin artışlar görülmüş, kaspaz-7’nin de gösterilmesiyle 

birlikte ER stresi aracılı apoptozis olduğu sonucuna varılmıştır (Choi ve ark. 2010). α-

TEA ajanı ile tedavi edilen hücrelerinde PARP kırılmasıyla birlikte, CHOP ve 

GRO78/Bip artışı da görülmüş ve böylelikle MDA-MB-231 hücre soyunda ER stresi 

aracılı apoptoz olduğu belirlenmiştir (Tiwary  ve ark. 2010). 

T-47D hücre soyunda, SM ile yapılan 24 saatlik tedavi sonucunda western blot 

yöntemiyle bakılan protein seviyelerinde belirgin farklılıklar görülmemekle birlikte, 

“housekeeping” protein olarak kullanılan GAPDH bant kalınlıkları kontrol ve tedavi 

hücrelerinde eşit görünmediğinden sağlıklı bir yorum yapılamamaktadır. 

SM’nin MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre soylarında western blot yöntemi sonuçlarına 

göre apoptozu indüklediği düşüncesini desteklemek için bu hücre soylarında gen 

ekspresyon profilleri eş zamanlı PCR yöntemiyle incelenmiştir. Bu yöntemde hücre 

soylarının 24 ve 48 saatlik tedavileri için ATP yöntemine göre hesaplanan IC70 dozları 

kullanılmıştır. Buna göre, MCF-7 hücre soyunda yapılan 24 saatlik tedavi sonrasında 

TNFRSF10B   ve   HRK   apoptotik   gen   ekspresyonu   düzeyinde   belirgin   bir  

artış gözlenmektedir. 48 saatlik tedavi sonrasında ise BECN1, MLKL PARP ve RIPK 

gen ekspresyon düzeylerinde azalmalar görülmektedir. Bu durumda,  TNFRSF10B 

genindeki artış TNF rerptörlerinin sentezinde bir artış meydana getirir. Western blot 

sonuçlarında görülen pro-kaspaz-8 proteininin azalması göz önüne alındığında MCF-7 

hücre soyunun dışsal apoptotik yolak üzerinden ölüme gittiği söylenebilir. HRK geni 

kendisiyle aynı ismi taşıyan HRK proteini kodlamaktadır. Bu protein hücre  

membranının sitoplazmaya bakan kısmında lokalize olur ve anti apoptotik Bcl-2, Bcl-

XL gibi proteinlere bağlanarak bunları inhibe eder. Böylece apoptozu indüklemiş olur. 

Bu açıdan bakıldığında da MCF-7 hücreleri için, hücre membranındaki ölüm 

reseptörleri yolula başlayan apoptotik sinyaller pro-kaspaz-8’in aktifleşmesinden sonra 

mitokondriyal/içsel apoptotik sinyalizasyon yolağı üzerinden ilerlediği  

düşünülmektedir. 

MDA-MB-231 hücrelerinde SM ile yapılan 24 saatlik tedavi sonrası gen 

ekspresyonlarında otofajik genlerden olan BECN1’de artış görülmektedir. Bunun 
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yanında TNFRSF10B’de de artış görülmektedir fakat standart sapmanın yüksek çıkmış 

olmasından dolayı bu artış dikkate alınmamıştır. 48 saatlik tedavi sonrasında ise  

BECN1 geninde dramatik bir gen ekspresyon düzeylerinde azalma vardır. Aynı  

zamanda MLKL, PARP ve RIPK gen ekspresyon seviyelerinde de düşüş vardır. Otofaji 

hücresel şartlara bağlı olarak bazen yaşam bazen de ölüm yolağı olarak görev 

yapabilmektedir (Gözüaçık ve ark. 2008). MDA-MB-231 hücrelerinde ekspresyon 

artışı görülen bir otofajik gen olan BECN1, vezikül trafiğini kontrol eden PI3K 

(fosfotidilinositol-3-kinaz) kompleksinin bir bileşeni olan Beklin1 proteininin 

sentezinden sorumludur. Bu durumda 24. saatte görülen BECN1 artışının yaşam yolağı 

olabileceği ancak tedavi saati uzatıldığında hücrenin toksisiteyle başa çıkamayıp otofaji 

yolağını tamamen ortadan kaldırdığı düşünülmüştür (Anonim 2016b) Yapılan literatür 

taramalarında, SM, GA veya GA türevleriyle yapılan çalışmalarda apoptotik, otofajik 

ve nekrotik etkilerinin gen düzeyinde incelenmediği görülmüştür. Bu çalışma bu 

yönüyle literatüre katkı sağlamaktadır. 

Sonuç olarak bu tez çalışmasında, Glycyrrhiza glabra (meyan kökü) bitkisinden elde 

edilen GA’nın yarı sentetik bir türevi olan SM bileşiğinin MCF-7, MDA-MB-231 ve T- 

47D insan meme kanseri hücre soylarında yüksek sitotoksik aktiviteye sahip olduğu 

gösterilmiştir. Buna ilaveten, özellikle MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde 

apoptozisi indükleyerek sitotoksik aktivite güsterdiği belirlenmiştir. İn vitro olarak 

gerçekleştirilen bu çalışmanın umut vaad edici bulgularından dolayı bir sonraki aşama 

olarak in vivo koşullarda etkisinin incelenmesi gerektiği sonucuna varılmıştır.
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