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ÖZET 

 

 

              Meme kanseri kadınlarda en çok görülen kanser olmakla birlikte 

birçok ülkede kanserden ölümlerin başlıca nedenidir. Bu nedenle erken 

tanı ve etkin tedavisi çok önemli hale gelmiştir.  

              Epidemiyolojik çalışmalar ve hayvan deneyleri bazı besinsel 

bileşiklerin çeşitli kanserlerin insidans hızlarında rol oynadığını ortaya 

çıkarmıştır. Zeytin yaprağı ekstresinin ve fenolik bileşenlerinden biri olan 

oleuropeinin anti-kanser etkisi birçok çalışmada gösterilmiştir. Mevcut 

literatürlerde zeytin yaprağı ekstresinin diğer ilaçlarla kombinasyon 

çalışmasına rastlanmamıştır. 

        Bu çalışmada MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri hücre 

soylarında, zeytin yaprağı ekstresini tedavide kullanılan ajanların değişik 

dozları ile kombine ederek, düşük tedavi dozlarının etkinliğinin arttırılıp 

arttırılamadığı araştırıldı. Böylece meme kanserinde yeni tedavi 

yaklaşımlarının araştırılması planlandı. Bu nedenle meme kanseri 

tedavisinde kullanılan epirubisin, doksorubisin ve dosetaksol ilaçları 

seçildi. Zeytin yaprağı ekstresi hem tek başına hem de bu ilaçlarla 

kombine edilerek kullanıldı.   

        Çalışmamızda zeytin yaprağı ekstresinin, MDA-MB-231 hücre 

soyunda ilaçların sitotoksik etkilerini arttırdığı saptandı. MCF-7 hücre 

soyunda ise, MDA-MB-231 hücrelerindeki etkinin tersine, epirubisin ve 

doksorubisin ile kombinasyonlarında bu ilaçların sitotoksik etkisini azalttığı 

bulundu. Western blotting ile bakılan kırılmış PARP proteininin MCF-7 

hücre soyunda dosetaksol ve epirubisinin tek başına ve zeytin yaprağı 

ekstresi ile kombinasyonlarında kırıldığı dolayısıyla ölümün apoptozisten 

kaynaklandığı, MDA-MB-231 hücre soyunda ise PARP kırılması olmadığı 

bulundu. RT-PCR ile gen ekspresyon düzeylerine bakıldığında MDA-MB-

231 hücrelerinde zeytin yaprağı ekstresi apoptozis ile ilişkili genlerde 

artışa neden oldu. MCF-7 hücrelerinde epirubisin ile artan apoptozis ile  

                                                                 ii 



ilişkili genlerin, epirubisin ile zeytin yaprağı ekstresinin kombine edilmesi 

halinde azaldığı görüldü. Bu azalma zeytin yaprağı ekstresinin MCF-7 

hücrelerinde sitotoksisiteyi azaltıcı etkisi ile uyumlu bulunmuştur. 

  Sonuç olarak bu bulgulara dayanarak, zeytin yaprağı ekstresinin 

anti-kanser ilaçlarla kombine edildiğinde hücrenin fenotipine bağlı olarak 

ilaçların etkisini değiştirebileceği sonucuna varıldı. 

 

Anahtar Kelimeler: Zeytin yaprağı ekstresi, meme kanseri, apoptozis                           
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SUMMARY 

 

 

Investigation of Olive Leaf Extract in Combination with Anti-cancer 

Drugs in MDA-MB-231 and MCF-7 Human Breast Cancer Cell Lines 

 

  Breast cancer is the most common cancer in women and the 

primary reason of deaths from cancer in most countries. Therefore, early 

diagnosis and effective therapy has become very important.    

   Epidemiologic studies and animal experiments have shown that 

some nutritional compounds play a role in incidence rates of various 

cancers. The anti-cancer effect of olive leaf extract and oleuropein, one of 

the phenolic compounds in the extract, were demonstrated in many 

studies. There were no combination studies of olive leaf extract with other 

drugs in current literature. 

  In this study, olive leaf extract is used in combination with different 

doses of agents that are currently used in the treatment of breast cancer 

in MCF-7 and MDA-MB-231 human breast cancer cell lines and it is 

investigated whether their combination increases the effectiveness of low 

treatment doses. Thus, investigation of new approaches in breast cancer 

treatment is planned. For this reason, the drugs that are used in breast 

cancer therapy, epirubicin, doxorubicin and docetaxel, are chosen.   

 In our study, it was found that olive leaf extract increases the 

cytotoxic effect of the drugs in MDA-MB-231 cell line. In contrast, it was 

found that combinations with epirubicin and doxorubicin decreases the 

cytotoxic effect on MCF-7 cell line. Detection of PARP cleavage by 

western blotting in MCF-7 cell line treated with epirubicin and docetaxel 

alone and their combination with olive leaf extract shows that these cells 

undergo apoptosis while PARP cleavage was not detected in MDA-MB-

231 cell line. Olive leaf extract caused an increase in expression levels of 

apoptosis related genes in MDA-MB-231 cell line by using RT-PCR. In  
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MCF-7 cell line, it was found that the expression levels of apoptosis 

related genes increase in epirubicin treatment and decrease in epirubicin  

and olive leaf extract combination treatment. This decrease was in 

accordance with the cytotoxicity reducing effect of olive leaf extract in 

MCF-7 cell line. 

 As a result, it was concluded that when used in combination with 

anti-cancer agents, olive leaf extract can change the effectiveness of 

these drugs depending on cell phenotype. 

 

Keywords: Olive leaf extract, breast cancer, apoptosis 
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GİRİŞ 

 

  

             Meme Kanseri   

 

             Meme kanseri dünyada yıllık 1 milyon yeni tanı ve yaklaşık 373.000 

ölüm vakasıyla kadınlarda en önemli kanser nedenleri arasındadır (1). 

Kadınlarda yaşam boyu gelişme riski 1/12 ile 1/20 arasında değişmektedir 

(2). Amerika’da 2010 yılında kadınlarda 207.090 yeni invaziv meme kanseri 

olgusu, erkeklerde de yaklaşık 1.970 yeni olgu oluşması beklenmektedir. Deri 

kanserleri hariç, meme kanseri kadınlarda en sık tanı konulan kanserdir ve 

kanser nedenli ölümlerde meme kanseri (% 15) akciğerden (% 26) sonra 2. 

sırada yer almaktadır (3). Meme kanserinden ölüm oranları 1990’dan beri 

azalma göstermektedir ve bu oran 50 yaşından genç kadınlarda yılda %3.3, 

50 yaş ve üstünde %2 azalma olarak görülmektedir. Bu azalma erken tanı ve 

tedavinin gelişmesine bağlanmaktadır (3). 

             Türkiye’de 2005 yılı kanser verilerine göre meme kanseri 4. sırada 

yer alırken kadınlarda 1. sırada gelmektedir ve insidansı 35-47/100.000’dir 

(4). Meme kanseri insidansı ve ölüm hızı genellikle yaşla birlikte artış 

göstermektedir. 2004-2008 yılları arasında yeni vakaların % 95’i, meme 

kanseri ölümlerinin % 97’si 40 yaş ve üstü kadınlarda görülmüştür (5). 

             Erken tanıdaki gelişmelere ve meme kanseri biyolojisinin moleküler 

temelinin anlaşılmış olmasına rağmen erken evre meme kanserli olguların 

%30’unda rekürrens görülmektedir (6).   

 

            Meme Kanserinde Etyoloji 

 

A. Endokrin Etkenler 

a) Üreme ile İlgili Etkenler 

             Reprodüktif faktörler ilk primer meme kanseri için risk faktörleri olarak 

belirlenmiştir (7). Geç yaşta menarş, erken menapoz, genç yaşta gebelik ve 

gebelik sayısının artışı, emzirme süresinin uzaması azalmış meme kanseri 
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riski ile bağlantılı bulunmuştur (8). Reprodüktif faktörler ve kontralateral 

memede kanser riski açısından BRCA-1 (Breast Cancer-1) ve BRCA-2 

(Breast Cancer-2) mutasyonu olanlar ve olmayanlar arasında anlamlı fark 

saptanmamıştır (9). Erken menstruasyon yaşı, meme dokusunun östrojene 

maruz kalma süresini uzatır. Bu nedenden dolayı erken menarşın meme 

kanseri riskini arttırdığına inanılmaktadır (10). Menstruasyon yaşı ile ilk 

doğum yapma yaşı arasındaki sürenin uzunluğu meme kanseri riski ile doğru 

orantılı bulunmuştur. Uzun süren laktasyonların ovulatuvar dönem sayısını 

azaltarak koruyucu etki yaptığı varsayılmaktadır (11,12). Doğurmamış ya da 

evlenmemiş kadınlarda meme kanseri görülme olasılığı daha fazladır (13,14). 

İlk doğumunu 35 yaşından sonra yapmış olmak ve geç menapoz da meme 

kanseri görülme olasılığını arttırmaktadır (13,14). 

              27.397 invaziv meme kanserli kadında yapılan geniş bir prospektif 

çalışmada, reprodüktif faktörler ile farklı histolojik tipte meme kanserlerinin 

ilişkisi bildirilmiştir. Menarş yaşı ve ilk doğum yaşının özellikle lobüler meme 

kanseri ile ilişkisi olduğu gösterilmiştir. Artan parite duktal, lobüler, tübüler ve 

özellikle müsinöz tipler için düşük risk oluşturmakla birlikte medüller kanserde 

artışa sebep olduğu görülmektedir.  

             Reprodüktif faktörlerin hangi mekanizmayla meme kanseri gelişimine 

etkili olduğu tam anlaşılamamakla birlikte gebelik ve laktasyon sırasındaki 

hormonal değişikliklerin koruyucu etkisine inanılmaktadır (15). Hormon 

replasman tedavisi duktalden daha çok lobüler ve tübüler kanserde risk 

artışına sebep olmaktadır (16). Lobüler meme dokusunun hormonlara duktal 

dokudan daha duyarlı olduğu söylenmektedir (17). 

b) Hormonal Etkenler 

            Oral kontraseptif (OKS) kullanım süresi ile meme kanseri riski 

arasında anlamlı bir ilişki saptanmamıştır (18). Fakat yapılan çalışmalarda 45 

yaş altı kadınlarda uzun süreli OKS kullanımının meme kanseri riskinde 

anlamlı bir artışa neden olduğu gösterilmiştir (19).  

c) Genetik Etkenler 

             Meme kanserinin büyük çoğunluğu sporadik vakalar olmasına 

rağmen yaklaşık %5-10 oranında kalıtsal nedenli ailesel meme kanserleri 
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ortaya çıkmaktadır (20). Meme kanseri olan anne, kız ve kız kardeşler 

arasında meme kanseri görülme olasılığı normal popülasyondan iki kat 

fazladır. Meme kanseri aile hikayesi olanlarda meme kanseri ortaya çıkma 

yaşı daha erken ve bilateral olma eğilimindedir (13,21). Son yıllarda ailevi 

meme kanseri ile ilgili olduğu düşünülen bazı genler izole edilmiştir (22,23). 

Bu genlerden birisi olan BRCA-1, 17q21’e yerleşiktir. Mutasyon sonucu ailevi 

meme ve over kanserinde rol oynadığı saptanmıştır. BRCA-2 geni kromozom 

13q12’ye yerleşik olup hastalığın erken ortaya çıkmasında ve bilateral 

olmasında önemlidir. Bu genlerdeki germ hücre soyu mutasyonlarını içeren 

kadınların yaşamlarının bir döneminde meme kanseri geliştirme riski %50-80 

arasında değişmektedir (20). Meme kanseri oluşan bir kadında yaşamı 

boyunca ikinci meme kanseri oluşma riski % 25-30‘dur. Meme koruyucu 

cerrahi sonrası kalan meme dokusu risk altındadır. Fakat bu risk, karşı 

memede oluşma riski kadar ve her yıl % 0.5-1’dir (24). 

B.  Diyet 

             Genel eğilim yağdan zengin beslenmenin meme kanseri riskini 

arttırdığı yönündedir (25). Birçok hayvan modellerinde gösterildiği gibi 

diyetteki hayvansal yağların % 10’dan fazla olması meme kanseri riskini 

arttırmakta, buna karşın diyetteki yağın % 5’in altında olması özellikle yağ 

içermeyen diyetle beslenme, tümörün büyümesini dahi inhibe edebilmektedir 

(13,26). Liften zengin gıdaların barsaktan östrojen absorbsiyonunu 

engelleyerek meme kanserini önleyebileceği düşünülmektedir (27). Alkol 

kullanan kadınlarda da meme kanseri daha fazla görülmektedir (13). Meme 

kanserinde diyetin etkisi çocuk ya da adölesanlarda erken yaşta oluşur. İleri 

yaşlardaki diyet değişikliğinin riskin azalmasına katkısı gösterilememiştir (28). 

C.  Sosyoekonomik Durum 

  Sosyoekonomik durumun meme kanseri insidansı, mortalitesi ve 

survisiyle ilişkili olduğu gösterilmiştir. Sosyoekonomik durumu düşük olan 

kadınlarda meme kanseri mortalitesinin daha yüksek olduğu görülmüştür 

(29). 
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D.  Radyasyon 

             Meme kanserinde en iyi saptanan etyolojik ajan radyasyona maruz 

kalınmasıdır (28). 

 

 Meme Kanserinde Risk Faktörleri 

 

A- Yüksek risk faktörleri ( 3 kat ya da daha fazla risk artışına yol 

açarlar) 

a. Cinsiyet: Kadın olmak 

b. Yaş: Risk yaşla birlikte artmaktadır. Olguların çoğu 40 yaş üstünde 

görülmektedir. Ancak, kız kardeşi veya annesinde genç yaşta kanser 

saptanmışsa, bu kişide daha erken yaşta meme kanseri oluşabilmektedir 

(5,30). 

c. Meme kanseri için genetik mutasyon olması (BRCA-1 ve/veya BRCA-

2) (5). 

d. Ailede meme kanseri öyküsü olması: Meme kanseri insidansı özellikle 

anne, kız kardeş ve kız evlatlarda, yine teyze, kuzen, anneannede de 

artmış olarak görülür. Menopoz öncesi, bilateral ya da unilateral meme 

kanseri gelişen kadınların annelerinde, kız çocuklarında, kardeşlerinde risk 

daha yüksektir. 

e. Daha önce bir memede kanser öyküsü olması: Özellikle menopoz 

öncesi meydana gelenler önemlidir. Daha önce meme kanseri geçiren ve 

tedavi alan kadınların, diğer memelerinde kanser gelişme olasılığının 

meme kanseri teşhisi konulmamış olanlara göre 3-4 kat daha fazla olduğu 

ifade edilmektedir (31). 

f. Atipi ile birlikte hiperplazi: Benign meme hastalarının birçok formu 

meme kanseri için predispozan faktör değildir. Bu durum, özellikle 

fibrokistik hastalık için geçerlidir. Atipik hiperplazili memenin proliferatif 

hastalığı olanlarda risk 5 kat daha fazladır. Atipinin oluşturduğu risk, 

ailesinde meme kanser öyküsü olanlarda 11 kat daha yüksektir (28). 

g. Yüksek meme dokusu yoğunluğu (32).   
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h. Parite: Nulliparlar ya da ilk doğumunu 30 yaşından sonra yapanlarda, ilk 

gebeliği 18 yaşından önce olanlara göre risk 3-4 kez daha fazladır.  

i. Lobuler karsinoma insitu: İnvaziv kanser için %30 oranında risk taşır. 

j. Erkeklerde risk faktörleri: Klinefelter sendromu, jinekomasti ve ailede 

erkek meme kanseri öyküsünün olması şeklinde sayılabilir (28). 

 B. Orta derecede risk faktörleri (1.2 -1.5 kez fazla) 

a. Menstrüasyon öyküsü (erken menarş < 12 yaş, geç menopoz > 55 yaş) 

b. Uzun süreli OKS kullanımı ve hormon replasman tedavisi (HRT) 

             Menapozdaki hormon tedavisinin riski tedavinin süresi, seçilen ilaçlar 

ve hastanın özelliklerine bağlı olarak değişmektedir. Östrojenin tek başına ve 

aralıklı kullanımının riski arttırmadığı görülmüştür. Uzun süreli östrojen 

kullanımı (5 yıldan fazla) riski artırmakta ve kombine östrojen-progestin 

kullanımı, tek başına östrojenden daha fazla risk artışı yapmaktadır (33). 

c. Over, uterus ya da kolon kanser öyküsü 

d. Diabetes mellitus 

e. Alkol alımı 

f. Obezite (postmenopozal) 

C- Riski azaltan faktörler 

a. Asya ırkı 

b. Erken menopoz 

c. 50 yaşından önce bilateral ooforektomi (34,35) 

d. Emzirme (36,37) 

e. 20 yaş öncesi gebelik (38) 

f. 14 yaş sonrası menarj (7) 

g. Artan parite (7,38) 

h. Fiziksel aktivite (39,40) 

 ı. Selektif östrojen reseptör modülatörü kullanımı (41) 

D-Risk faktörü olmayanlar  

a. Benign meme lezyonları (42) 

b. Diyet (kahve, çay, diğer kafeinli içecekler, diyetsel fitoöstrojenler, meyve 

ve sebzelerin tutarlı bir etkisi saptanmamıştır) (43-46) 
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c. İlaçlar (antibiyotikler, aspirin ve nonsteroid antiinflamatuarların tutarlı bir 

etkisi saptanmamıştır) (47-50) 

d. Düşükler (51) 

e. Sigara (52) 

 

             Meme Kanseri Sınıflandırılması 

 

             Meme kanseri çok fazla morfolojik özellikler sergileyebilen heterojen 

bir hastalıktır. Duktal karsinoma ve lobüler karsinoma meme kanserlerinin 

çok büyük bölümünü oluşturmakla birlikte, Dünya Sağlık Örgütü (WHO) 

Meme Tümörleri Histopatolojik Sınıflaması’nın son versiyonunda yirminin 

üzerinde meme karsinomu histopatolojik tipi tanımlanmaktadır. Meme kanseri 

sınıflaması, meme kanserini tübüler, müsinöz, medüller ve lobüler 

karsinomlar gibi pek çok özel tümör tipine ve özel olmayan duktal 

karsinomlara ayırmaktadır (53). 

             Kanser hücreleri, çevresindeki bazal hücreleri aştığında invaziv, 

aşmadığında in situ olarak isimlendirilirler. İnvaziv duktal karsinom en fazla 

görülen meme kanseri tipi olup tüm meme kanseri vakalarının yaklaşık 

%75’ini oluşturduğu bildirilmiştir (54). 

 

             Meme Kanserinin Evrelemesi  

 

             Meme kanserli hastalar, hekime başvurduklarında hastalıklarının 

yayılımı bakımından farklılıklar gösterirler. Sağkalım süresi, tanı 

konulduğunda hastalığın yaygınlığı (evre) ile ilişkilidir. Evre sadece sağkalım 

süresini belirlemek için değil, hastaya uygulanacak tedavi protokolünün 

belirlenmesi için de çok önemlidir. TNM (tümör-nod-metastaz) parametreleri 

sağkalım süresini önceden tespit etmede en güçlü prognostik faktörlerdir. 

Günümüzde hemen her yerde UICC (Union İnternational Contre Cancere) ve 

American Joint Commitee On Cancer’in (AJCC) biçimlendirdiği “tumor-node-

metastasis (TNM) staging” sistemi kullanılmaktadır (55,56). AJCC periyodik 
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olarak evreleme standartlarını günceller. 2010 yılında da, meme kanseri 

evrelemesine yeni düzenlemeler getirilmiştir (57). 

 

             Meme Kanserinde Prognostik Faktörler 

 

              Prognostik faktör terimi, kanserde tanı anında var olan, tedavi 

yapılmadığı durumda hastalıksız sağkalım ve genel sağkalımla ilişkili her 

türlü ölçümü ifade etmekte ve bir tümörün doğal seyrini önceden belirlemek 

için kullanılabilmektedir. Meme kanserinde bu amaçla kullanılan standart 

prognostik faktörler aksiller lenf nodu tutulumu ve sayısı, histolojik alt tip, 

tümör büyüklüğü, nükleer ve histolojik derece, ER (östrojen reseptör) ve PR 

(progesteron reseptör) durumunu içermektedir. Yaş, menapoz durumu, ırk, 

onkogenler, tümör supresor genler, büyüme faktörleri gibi işaretleyiciler 

muhtemel diğer prognostik faktörlerdir. 

            Üzerinde daha çok çalışılmasına ve yenilerinin bulunmasına açık olan 

prognostik faktörler aşağıda gösterildiği gibi çeşitli alt gruplarda sınıflanmıştır 

(58-60). 

1-Fiziksel etkenler: Yaş, ırk, kilo 

2-Klinik etkenler: Tümör boyutu, deriye, kasa invazyon, çevre dokuya 

fiksasyon, aksiller lenf nodu tutulumu 

3-Patolojik özellikler:  

a- Tümör boyutu ve büyüme şekli 

b- Tümörün yerleşimi 

c- Histolojik tür 

d- Tümörün derecesi 

e- Aksiller lenf nodu tutulumu 

f- Damar invazyonu 

g- Yaygın intraduktal komponent 

h- Cerrahi sınırlar 

i- Deri tutulumu 

j- Aksiller lenf nodu değişiklikleri 

k- Elastozis 
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l- Lenfosit infiltrasyonu 

m- Tümör nekrozu 

             Lenf nodlarının durumu, tümör çapı, histolojik tip ve histolojik derece 

meme karsinomu için bilinen en önemli prognostik parametrelerdir (61).  

-Lenf nodu metastazı: En önemli prognostik parametredir. Aksiller lenf 

nodları negatif hastalarda 10 yıllık yaşam %75 iken, nod-pozitif hastalarda bu 

oran %25-30’a düşmektedir. Metastatik lenf nodlarının seviyesi, sayısı ve 

büyüklüğü, perinodal yağ dokusuna invazyon durumu da prognoz açısından 

önemlidir.  

-Tümör boyutu: Uzak metastazı olmayan ve nod negatif hastalarda en güçlü 

prognoz belirleyicisi tümör büyüklüğüdür (62,63). Tümör boyutu arttıkça 

aksiller lenf nodu metastazı artmakta ve sağkalım oranı düşmektedir.  

-Tümörün histolojik tipi: Tübüler karsinom, invaziv kribriform karsinom, 

sekretuar karsinom ve invaziv lobuler karsinomun tübülolobüler varyantının 

prognozu iyidir. Buna karşın metaplastik karsinom, invaziv lobüler 

karsinomun pleomorfik ve solid tiplerinin, invaziv mikropapiller karsinomun ve 

inflamatuar karsinomun prognozu kötüdür. Medüller karsinomun prognozu 

tartışmalı olmakla birlikte, invaziv duktal karsinoma göre daha iyi prognoz 

gösterdiği birçok araştırmacı tarafından kabul edilmektedir. 

-Histolojik derecelendirme: Günümüzde morfolojik tipine bakılmaksızın 

invaziv karsinomların tümünün derecelendirilmesi önerilmektedir ve en çok 

kullanılan derecelendirme sistemi modifiye Bloom-Richardson sistemidir. Bu 

derecelendirme sisteminde tümör hücrelerinin nükleer özellikleri, 

oluşturdukları tubulus yapılarının oranı ve mitoz sayısı ayrı ayrı skorlanarak 

elde edilen toplam skora göre derece belirlenmektedir.  

-Lenfovasküler invazyon: Tümör çevresindeki lenfatik ve kan damarlarının 

lümeninde tümör hücrelerinin görülmesi durumunda lenf nodu metastazı 

olasılığı yüksektir. Lenf nodu metastazı görülmese de lenfovasküler invazyon 

varlığı kötü prognostik parametredir. 

4-Evre 

5-Kemik iliği metastazları 
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6-Biyolojik belirleyiciler (Proliferasyon belirleyicileri, DNA içeriği, Litik 

enzimler, Steroid hormon reseptörleri, Tümör baskılayıcı genler ve 

onkogenler) 

-Östrojen ve progesteron reseptörleri: Meme kanserlerinin üçte birinde 

östrojen ve progesteron reseptörleri kaybolmuştur. Bu tümörler için kötü 

prognozu göstermektedir (64). İyi diferansiye tümörlerde reseptör seviyesi 

daha yüksek düzeydedir ve ER (+) tümörlerin prognozu daha iyidir (65). ER 

(+) ve PR (+) tümörlerde yaşam süresi daha uzundur (66). 

-Bcl-2: Artmış Bcl-2 ekspresyonu varlığında ER (+) tümörlerde verilen 

tamoksifene direnç gelişir. Bcl-2 tamoksifen direnci için bir belirteç olarak 

kullanılabilir (67). 

-p53: Hücre siklusunu suprese eden gendir. Meme karsinomlarının 

%50’sinde mutant p53 gen ekspresyonu vardır. Yüksek histolojik derece ve 

klinik agresiflik ile birliktedir. Nod (-) hastalarda kullanılan bir prognostik 

belirteçtir (13). 

7-HER-2/neu: Epidermal growth faktör reseptör ailesinden bir 

protoonkogendir. Meme karsinomlarının %10-30’unda FISH “fluorescent in 

situ hybridization” ile saptanan HER-2/neu gen amplifikasyonu ve 

immunhistokimyasal yöntemle saptanan protein aşırı ekspresyonu vardır. 

HER-2/neu aşırı ekspresyonu kötü prognostik parametredir ve genellikle 

histolojik derecesi yüksek, lenf nodu metastazı olan ve hormon reseptörleri 

negatif tümörlerde görülmektedir (68). 

 

             Meme Kanseri Tümör Belirteçleri  

 

             Meme kanserinde en çok kullanılan tümör belirteçleri: CA 15-3, MCA, 

CEA, TPA, TPS ve Cyfra 21.1’dir (69-71).  

             Serumda CA 15-3, CEA, CA549, MCA, CA 27.29 testlerinden ikisine 

ilaveten, dokuda östrojen, progesteron reseptörleri ile onkogen c-erbB-2, 

serumda c-erbB-2 ektodomen ölçümleri teşhisi ve yaşam süresini % 90’lara 

çıkartabilmektedir. Hatta tümörün çevreye ya da lenf düğümlerine yayılımı 

yok ise % 100’ lere çıkabilir (72) 
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1) Karbonhidrat Antijen 15-3 (CA 15-3) 

             Meme dokusunun epitel hücreleri tarafından üretilen yüksek molekül 

ağırlıklı glikoprotein yapısında bir antijendir. Günümüzde meme kanserinin 

yaygınlığını saptamada kullanılmaktadır. Organa veya tümöre özgün değildir. 

Duyarlılığı % 77’dir. Diğer tümör belirteçleriyle birlikte kullanıldığında 

duyarlılığı % 12-25 oranında artmaktadır (73). Tedaviye cevabı izlemede de 

sadece CA15-3 kullanımı önerilmemekle beraber, yüksek CA15-3 seviyesinin 

tedavinin yetersizliğinin göstergesi olduğu kabul edilmektedir (72). 

2) MCA “Mücin-like Carsinoma Associated Antijen”  

  MCA bir serum glikoproteinidir. Normal dokuda MCA düzeyleri çok 

düşük olmasına karşın tümör sitozolünde yüksektir (74). Horgan ve ark.’ın 

(75) çalışmasında, benign meme hastalığı olan hastalarda, MCA seviyesinde 

yükselme olmadığı gösterilmiştir. Aynı çalışmada meme kanserli hastalar 

arasında evre III ve evre IV olan hastalarda anlamlı bir artış saptanmıştır 

(75). 

3) Karsino Embriyonik Antijen (CEA) 

  Glikoprotein yapısında onkofetal tümör belirtecidir. Yetişkin insanların 

serumunda yüksek düzeyde olması malignite bulgusudur. Primer olarak 

kolorektal kanserlerde kullanılır. Ayrıca meme, akciğer, pankreas, mide, 

serviks, mesane, böbrek, tiroid, karaciğer ve over kanserlerinde de 

yükselmektedir. Erken evre meme kanserinde duyarlılığı düşük olmasına 

rağmen metastatik meme kanserlerinde % 40-50 olguda yükseldiği 

gösterilmiştir (76). 

4) Doku Polipeptid Antijen (TPA) 

  Sitokeratin 8, 18, 19 içeren sitokeratin kompleksidir. Tümör 

hücrelerinin membranında ve epitel hücrelerinde bulunan doku polipeptid 

antijenidir (77). Serum düzeyindeki düşüklük, hücrelerdeki artmış 

proliferasyonu gösterir. Yüksek sitozolik TPA düzeyleri meme kanserinde iyi 

prognozu gösterir (78).  
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5) Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü (EGFR) 

  6000 kDA ağırlığında bir peptidtir. Birçok çalışma EGFR’nin meme 

kanserinde prognostik ve prediktif değeri olduğunu ortaya koymuştur (79). 

6) Katepsin D 

52 kDA ağırlığında, asidik lizozomal bir proteaz olan 

fosfoglikoproteindir. Katepsin D geni meme kanserli hastalarda aşırı 

ekspresyon gösterir (80). 

7) c-erb B-2 (HER-2 ) 

             185 kDa ağırlığında transmembran proteindir. Meme kanserli 

hastanın Herseptin ile tedavisinin yapılıp yapılamayacağını belirlemede, 

Herseptin tedavisinin izlenmesinde, tümörgenezin erken dönemini 

belirlemede kullanılabilir (81). 

8) p53   

             p53, tümör baskılayıcı genlerdendir. Aşırı ekspresyonu meme 

kanserinde kötü prognozun göstergesidir. p53 proteini, transkripsiyon faktörü 

olarak DNA’nın özgül bölgesine bağlanarak, diğer genleri düzenler. Gen 

hücreyi DNA hasarına karşı korur ve hasar oluştuğu zaman hücre 

çoğalmasını G1/S sınırında durdurarak, DNA onarımını başlatır. Onarımın 

başarı ile tamamlanamadığı durumlarda ise apoptotik hücre ölümünün 

gerçekleşmesini sağlar. Mutant p53 proteini meme, hemotopoetik sistem, 

baş-boyun, endometrium, akciğer, kolon kanserlerinde belirlenmiştir (82). 

9) CA 27.29 

              Breast carcinoma associated antijen, cancer antijen 27.29 isimleri ile 

de bilinir. Meme kanseri nükslerini belirlemede kullanılır. II veya III evre 

meme kanserli olgularda nüksü belirlemek için yararlı olan CA 27.29, tarama 

ve rutin izlemede önerilmemektedir (72). 

10) Karbonhidrat Antijen 549 (CA 549) 

             Normal meme ve epitelyal dokularda bulunabilen bir glikoproteindir. 

Meme, akciğer, prostat, kolon kanseri olan hastaların serum düzeylerinde 

artış görülmüştür. Tedavi izlemi ve progresyon izlemi için kullanılmaktadır  

(82). Metastazı olan meme kanserli hastaların izlenmesinde kullanılır. 
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Sensitivite ve spesifite düşüklüğü nedeni ile tarama ve teşhiste kullanılmaz 

(72). 

 

             Apoptozis 

 

             Apoptozis fonksiyonlarını kaybetmiş, fazla üretilmiş, yaşlanmış, 

düzensiz gelişmiş veya DNA’sında hasar olan hücrelerin, güvenli bir şekilde 

yok edilmelerini sağlayan ve genetik olarak kontrol edilen programlı hücre 

ölümüdür. Apoptozis aynı zamanda programlanmış hücre ölümü, fizyolojik 

hücre ölümü, hücre intiharı demektir. Hücre doğar belli bir süre yaşar ve 

sonra ölür. Buradaki ölüm mekanizması apoptozistir (83). 

             Kaynaklarda, “Apoptozis” terimi ilk defa Kerr, Wyllie ve Currie 

adındaki patologlar tarafından 1972 yılında kullanılmış ve canlı dokularda ki 

hücre azalmalarından sorumlu, özgün bir hücre ölüm şekli olarak 

tanımlanmıştır (84). 1983 yılında Duke ve ark. tarafından endonükleazların 

yol açtığı DNA kırıklarının jel elektroforezinde gösterilmesi ile apoptotik hücre 

ölümünün ilk biyokimyasal kanıtına ulaşılmıştır (84). Bu tarihten sonra 

apoptozis ile ilgili çalışmalar hız kazanmıştır. 

• Apoptozis, nekrozdan farklı olarak, fizyolojik şartlar altında da 

oluşabilen ve genelde doku homeostazisini sağlayan hücre ölüm şeklidir (83). 

• Apoptozis, embriyolojik gelişim ve erişkin dokunun gelişiminin 

sürdürülmesinde, anahtar rolü oynar (85). Hücrenin yaşam çemberi boyunca 

yapım (mitozis) - yıkım (apoptozis) arasında kontrollü bir denge vardır. 

• Bu dengenin, apoptozisin lehine veya aleyhine bozulması, birçok 

önemli hastalığın patogenezinde rol oynar. Örneğin, bazı viral 

enfeksiyonlarda apoptozis baskılanır ve kanser gelişimine yol açar. Oto-

reaktif lenfositlerin ortamdan uzaklaştırılamaması veya geç uzaklaştırılmaları 

sonucu, otoimmün hastalıklar oluşur (85). 

• Barsak epitel hücrelerinin devamlı yenilenmesi, menstruasyon 

esnasında uterusun iç duvarındaki hücrelerin öldürülerek uzaklaştırılması, 

deri keratinositlerinin derinin en üst katmanındaki stratum korneum’u 
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oluşturması, timusta, etkisiz T lenfositlerinin ve kişinin kendi dokularına zarar 

verecek olanlarının öldürülmesi apoptozise örnektir. 

• Apoptozis, organizmada hasar görmüş veya organizma için tehlikeli 

olabilecek hücrelerin yok edilmesinde de görev alır. Örneğin virüsle enfekte 

hücreler bu yolla ortadan kaldırılır. 

• Hasarlı DNA da apoptozis yolu ile ortadan kaldırılır (85). Hücrenin 

DNA’sında meydana gelen mutasyonlar kanser gelişimine neden 

olabilecekleri için bu hasarlı hücrelerin apoptozis yolu ile öldürülmesi büyük 

önem taşımaktadır (85,86). 

• Apoptozis, doku gelişimi esnasında istenmeyen hücrelerin yok 

edilmesinde de rol alır. Örneğin böcek ve amfibilerin metamorfozu esnasında 

larva dokusunun yok edilmesine neden olur. Diğer bir örnek de memelilerde 

sinir sisteminin gelişimi esnasındaki programlanmış hücre ölümüdür. Fazla 

sayıda üretilen nöronların %50’den fazlası programlanmış hücre ölümü 

yoluyla ortadan kaldırılır. Ayrıca akut hücre hasarı durumunda da apoptozis 

rol almaktadır (85). 

             Apoptozis hızının bozulduğu diğer bir deyişle yavaşladığı veya arttığı 

hallerde çeşitli hastalıklar ortaya çıkar. Viral bir enfeksiyon sırasında, normal 

şartlarda virüsler enfekte ettikleri hücrede, kendi proteinlerini sentezletirler ve 

hücrenin kendisi için gerekli proteinlerin yapımını da durdururlar. Bu yüzden 

virüsle enfekte olmuş hücrede apoptozis indüklenir ve hücre ölür. Böylece 

virüs kendisini de yok etmiş olur. Fakat bazı virüsler örneğin Ebstein-Barr 

virüsü (EBV) veya insan papilloma virüsü (HPV), enfekte ettikleri hücrenin 

apoptozise gitmesini baskılayan yollar geliştirmişlerdir. Örneğin EBV, 

apoptozis sinyalini kontrol eden düzenleyicilerden biri olan bcl-2’ye benzer 

moleküller üreterek ve ayrıca enfekte ettiği hücrenin kendi bcl-2 üretimini 

indükleyen moleküller üreterek apoptozisi durdurmaktadır (87). HPV’de, 

güçlü bir apoptozis indükleyicisi olan p53’ü etkisizleştirmektedir. Virüslerin bu 

etkileri sonucunda, bazı hematolojik kanserlerin gelişimine neden oldukları 

düşünülmektedir (86). Alzheimer, Parkinson, Hutchinson, Amyotrofik lateral 

skleroz gibi nörodejeneratif hastalıklarda, AIDS ve otoimmün hastalıklarda 
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nedeni henüz bilinmeyen bir şekilde apoptozisin rol aldığı düşünülmektedir 

(87). 

             Malign hastalıklar, klasik olarak kontrolsüz aşırı hücre 

proliferasyonunun olduğu hastalıklar olarak bilinir. Oysa aşırı proliferasyonun 

yanında azalmış apoptotik hücre ölüm hızının da malignite gelişimine katkıda 

bulunduğu görülmüştür. Zamanı geldiğinde normal olarak apoptozise 

gidemeyen, beklenenden daha uzun süre yaşayan hücreler, genomlarında 

biriktirdikleri mutasyonların etkisi ile malign hücrelere dönüşme potansiyeli 

taşırlar. 

 

Apoptotik Hücre Ölümünün Aşamaları 

 

1. Apoptozisin başlatılması 

2. Sitokrom c’nin salıverilmesi 

3. Hücre içi proteazların (kaspazların) aktivasyonu 

4. Hücrede çeşitli morfolojik ve biyokimyasal değişikliklerin oluşması 

5. Fagositoz 

1. Apoptozisin Başlatılması (Sinyal Üretici Yollar) 

            Hücrenin apoptozise gidebilmesi için ilk önce, ilgili genetik 

mekanizmayı harekete geçirecek bir sinyalle karşılaşması gerekir. Bu sinyal 

hücre içinden veya dışından gelebilir (88). 

1.1. Hücre Dışından Kaynaklanan Sinyaller 

1.1.A. Çevresel Yaşam Sinyallerinin ve Büyüme Faktörlerinin 

Yetersizliği: Hücreler çevre hücrelerden ve ekstrasellüler matriksten gelen 

yaşam sinyallerine, büyüme faktörlerine ihtiyaç duyarlar. Bu sinyaller düzenli 

bir şekilde ve yeterli miktarda olmazsa hücreler apoptozise giderler (87).   

1.1.B. Ölüm Reseptörlerinin Aktivasyonu (Reseptör-Ligand 

Etkileşmesi): Bazı sitokinler hücre membranında bulunan reseptörlere 

bağlanarak ölüm programını harekete geçiren sinyaller üretebilirler (87). 

Apoptoziste rol alan membran reseptörleri içinde en önemli grup “Tümör 

Nekrozis Faktör Reseptör” (TNFR) ailesidir. TNFR içinde apoptozis oluşturan 

reseptörlerden en önemlileri Fas ve TNFR1’dir. Bu reseptörler 
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uyarıldıklarında, hücrenin sitoplazmasında bulunan parçaları, “adaptör 

proteinlere” bağlanırlar. Adaptör proteinlerin ölüm effektör parçaları vardır. 

Bunlar da apoptozis için başlatıcı olan kaspazlara (örn: prokaspaz-8) 

bağlanırlar (89). 

1.1.B.a. Fas-Fas Ligand Aracılı Apoptozis: 

 

Şekil-1: Fas-fas ligand aracılı apoptozis (90) 

 

            Bu tip apoptozis hücre yüzey reseptörü Fas aracılığı ile oluşur. Fas 

ligandın Fas reseptörüne bağlanması ile Fas reseptörünün hücre içinde 

bulunan parçası, Fas, FADD’la “Fas adapter protein with a death domain” 

birleşerek ölüm başlatan sinyal kompleksini oluşturur. Bu da prokaspaz-8’in 

aktifleşmesini sağlar (91). 
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1.1.B.b. “Tumor Necrosis Factor” (TNF) Aracılı Apoptozis: 

 

Şekil-2: Tümör Nekrozis Faktör (TNF) aracılı apoptozis (90) 

 

            Bir sitokin olan TNF’nin, TNF reseptörleri ile birleşmesi (örn: TNFR1) 

sonucunda reseptörün hücre içinde bulunan parçası, TRADD’la birleşerek 

“TNFR adapter protein with a death domain” etki gösterir. Adaptör protein 

daha sonra prokaspaz-8’i aktifleştirerek apoptozise neden olur (88). 
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1.1.B.c. Sitotoksik T Lenfosit Aracılı Apoptozis : 

 

Şekil-3: Sitotoksik T lenfosit aracılı apoptozis (90) 

 

            Sitotoksik T lenfositler (STL) infekte olmuş olan konakçı hücrelerin 

yüzeyinde bulunan yabancı antijenleri tanırlar. STL’lerin ana görevi malign 

ve/veya virüs ile infekte olmuş olan hücrelerin öldürülmesidir (88,92). 

Yabancı antijenleri tanıdıklarında yüzeylerinde Fas ligand oluşur. Hedef 

hücrelerin Fas reseptörlerine tutunurlar. STL’ler sitoplazmalarında granzim B 

(serin proteaz) ve perforin adı verilen ve apoptozis oluşmasını sağlayan 

proteinler içeren sitoplazmik granüllere sahiptirler (92). Perforin, 

transmembran por oluşturucu bir proteindir. STL’ler hedef hücrelerin 

membranlarında perforin ile porlar oluşturarak, sitoplazmalarına granzim B 

salgılarlar. Granzim B hedef hücrelere girerek kaspazları aktive eder (87). 
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1.1.B.d. Hücrelerin maruz kaldığı dış etkenler: Hipoksi, radyasyon, 

antikanser ilaçlar, ısı, gamma ve ultraviyole ışınlar gibi etkenler apoptozise 

neden olabilirler. Bu etkenler DNA hasarı oluşturarak apoptozis meydana 

getirirler (87). 

1.2. Hücre İçinden Kaynaklanan Sinyaller: 

             DNA hasarı, hücre içi pH’da düşme, metabolik ve/veya hücre siklus 

bozuklukları, hücre içi Ca2+
 seviyesinde artış, hücreyi apoptozise götüren 

merkezi hücre ölüm sinyallerini başlatabilmektedir (93). 

2. Sitokrom c’nin Salıverilmesi 

             Sitokrom c mitokondri iç membranında bulunan elektron transport 

zincirinin bir proteinidir. Son yıllarda anlaşılan önemiyle apoptozis sürecinde 

merkezi bir konuma oturmuştur. Sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya 

salıverilmesi apoptozis yoluna girmiş bir hücrede geri dönüşümsüz bir 

döneme girildiğine işaret eder. Sitokrom c sitoplazmik bir protein olan Apaf-

1’e bağlanır ve onu aktive eder, ardından ATP’nin de katılımıyla apoptozom 

adı verilen bir kompleks oluşur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un aktif 

kaspaz-9 haline dönüşmesini sağlar. Aktif kaspaz-9 ise efektör kaspazlardan 

prokaspaz-3’ü aktive eder. Aktif kaspaz-3 etkisiyle dolaylı olarak apoptozisin 

karakteristik bulgularından biri olan kromatin kondensasyonu ve 

oligonükleozomal DNA fragmantasyonu oluşur (94). 

3. Hücre İçi Proteazların Aktivasyonu 

             İç ve dış sinyallerle hücre içindeki bir grup proteaz aktive olur. Bu 

proteazlara kaspaz adı verilmektedir. Ölüm reseptörleri adaptör proteinlerle, 

iç sinyaller ise mitokondriyle başlatıcı kaspazları aktive ederler (88). 
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Şekil-4: İç sinyallerle oluşan apoptozis (90) 

 

             Sinyaller dış mitokondri zarında geçirgenlik artışına neden olurlar. 

Mitokondri dış zarının geçirgenliğini bcl-2 gibi bazı proteinler ayarlamaktadır. 

Bcl-2 proteini antiapoptotikdir. Mitokondri dış membranına ve apoptozis 

proteaz aktive edici faktör 1 (Apaf 1)’e tutunmuştur. Hücrenin içinden 

kaynaklanan apoptotik sinyaller Apaf 1’in mitokondriden ayrılmasına neden 

olur. Bu ayrılma dış mitokondri zarının geçirgenliğini artırır. Geçirgenliğin 

artması, mitokondrinin iki zarı arasında bulunan sitokrom c’nin sitozole 

çıkmasına neden olur. Sitokrom c sitoplazmada Apaf 1, kaspaz-9 ve ATP ile 

birleşir. Oluşan yapıya apoptozom denir (Şekil 4) Apoptozom sonlandırıcı 

kaspaz olan kaspaz-3’ u aktive ederek apoptozise neden olur (93). 

            Hücrede iç veya dış nedenlerle DNA hasarı oluştuğunda aktive olan 

bazı genler, hücrenin apoptozisine neden olabilir. Bu genlerden en önemlisi 

p53 genidir. İnsan tümörlerinin %50’den fazlasında mutasyona uğradığı tespit 

edilen p53 geninin, kanser oluşumunu önlemede kritik rol oynadığı kabul 

edilmektedir (88,95). 
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             Normalde inaktif durumda bulunan p53 geni, DNA hasarı 

oluştuğunda aktifleşerek p21 genini harekete geçirir. p21 geni hücrenin, geç 

G1 fazında kalarak, S fazına geçmesini engeller. Böylece hücre siklusu 

durdurularak oluşmuş olan, DNA’sı hasarlı hücrenin çoğalması engellenir. 

p53 geni, DNA tamiri yapan proteinlerin transkripsiyonunu sağlar. Bu 

proteinler DNA hasarını tamir edebilirse, hücre siklusundaki blok kalkar. 

Hücre hasarının tamiri başarılı olmazsa p53 geni, bax proteinini (bcl-2 grubu 

proteinlerden, proapoptotik) aktive ederek mitokondri aracılığı ile hücrenin 

apoptozise giderek ölmesini sağlar. Böylece DNA hasarlı hücre ortadan 

kaldırılmış olur (88, 95). 

4.  Hücrede Oluşan Biyokimyasal ve Morfolojik Değişiklikler 

             4.1. Biyokimyasal Değişiklikler 

             Sonlandırıcı kaspazlar aktive olduktan sonra sitoplazmada ve 

çekirdek içinde hedef proteinleri yıkarlar. 

 1-DNA kırıklarının oluşması 

 2-Hücre iskeletinin yıkılması 

 3-Hücre membran değişiklikleri 

             4.2. Morfolojik Değişiklikler 

             Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik şartlarda meydana 

gelmektedir. Apoptozis morfolojik olarak kendine özgü bir yapı içerir. 

Apoptoziste hücre küçülür, hücrenin kromatini nukleus membranının 

çevresinde toplanır (kromatin agregasyonu) ve yoğunlaşır (kromatin 

kondensasyonu) (85,87,96). Apoptotik hücre membranı intaktır ve üzerinde 

küçük cepcikler oluşur. Apoptotik hücre küçük cisimciklere (apoptotic bodies) 

parçalanır. Apoptotik cisimcikler, membran ile kaplıdır, değişen miktarlarda 

nükleus veya diğer hücre içi yapılar içerirler (85). Apoptotik hücre veya 

cisimcikler komşu hücreler veya makrofajlar tarafından fagosite 

edildiklerinden enflamasyon oluşmaz (87,96). Apoptozisin en özgün yönü, 

hücre DNA’sının nükleozomlar arası bölgelerden yaklaşık 180-200 baz çifti 

veya bunun katları boyutunda DNA parçaları oluşturacak şekilde 

parçalanmasıdır. Apoptotik hücrede görülen önemli değişikliklerden biri de; 
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normalde plazma membranının iç yüzünde bulunan fosfotidilserinin erken 

evrede membranın dış yüzüne doğru yer değiştirmesidir “phosphatidylserine 

translocation”. Bu değişim, apoptotik hücrelerin komşu hücreler ve 

makrofajlar tarafından tanınmasını sağlar (96). 

             5. Fagositoz 

             Apoptotik cisimler çevredeki parankim hücreleri ve fagositler 

tarafından fagosite edilerek dokudan temizlenirler (87). 

 

Apoptozis ile İlişkili Genler 

 

Bcl-2 

             Bcl-2 aile proteinleri, programlanmış hücre ölümü/apoptozisi 

düzenler. Geniş bir protein ailesidir ve tüm bireyleri dört BH domaininden en 

az bir tanesini içerir (Bcl-2 homolojisi). Bcl-2, Bcl-xl ve Mcl1 gibi üyeler anti-

apoptotiktir. Bcl-2 proteinlerinin pro-apoptotik grupları, yapısal özellikleri 

açısından, yalnızca BH3 domaini içeren proteinler (Bid, Noxa, Puma ve Bad) 

ve multidomain proteinler (Bax ve Bak) olmak üzere alt gruplara ayrılabilir.  

             Bu gen, apoptotik ölümü engelleyen bir mitokondriyal membran 

proteini kodlar ve apoptozisi baskılar. Hücre ölümünü, mitokondriyal 

membran permeabilitesini kontrol ederek düzenler. Kaspaz aktivitesini, ya 

mitokondriden sitokrom c salınımını engelleyerek ya da Apaf-1’i bağlayarak 

inhibe eder (67).  

Bcl2L10 

             Bu gen tarafından kodlanan protein Bcl-2 protein ailesine aittir. Bcl-2 

aile üyeleri, hetero- veya homodimerler oluştururlar ve çeşitli hücresel 

aktivitelerde yer alan anti veya pro-apoptotik düzenleyiciler olarak görev 

yaparlar. Protein BH4, BH1 ve BH2 domainlerini içerir. Bu protein, Bcl2, 

Bcl2L1/Bcl-X(L), ve Bax gibi diğer Bcl-2 protein aile üyeleri ile etkileşebilir. Bu 

genin aşırı ekpresyonunun, apoptozisi baskıladığı gösterilmiştir. Hücre 

yaşamını indükler. Bax tarafından indüklenen apoptozisi baskılar (67).  
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Bık 

             Bu gen tarafından kodlanan proteinin, programlanmış hücre ölümünü 

indüklemek için Bcl-2 gibi hücresel proteinlerle etkileştiği bilinmektedir. 

Aktivitesi, yaşam proteinleri varlığında baskılanmış durumdadır ve bu 

proteinin anti-apoptotik proteinlerin hedefi olduğu düşünülmektedir. Diğer 

ölüm teşvik edici proteinler olan Bax ve Bak ile BH3 domaini paylaşırlar. 

Apoptozisi teşvik eder. Bu işlevi de Bcl-X(L), BHRF1, Bcl-2’ye bağlanarak 

yapar (67). 

Bax 

             Bu gen tarafından kodlanan protein Bcl-2 protein ailesine aittir. Bcl-2 

aile üyeleri, hetero veya homodimerler oluştururlar ve çeşitli hücresel 

aktivitelerde yer alan anti veya pro-apoptotik düzenleyiciler olarak görev 

yaparlar. Bu protein, Bcl-2 ile bir heterodimer oluşturur ve apoptotik aktivatör 

olarak işlev görür. Proteinin, mitokondri membranı üzerinde yer alan anyon 

kanalları ile etkileşip, membran potansiyelinde değişiklik yaratarak sitokrom c 

salınımına (sonrası Kaspaz-3 aktivasyonu) sebep olur. Bu genin 

ekspresyonu, bir tümör supresör olan p53 ile düzenlenir ve p53 aracılığıyla 

gerçekleşen apoptoziste proteinin yer aldığı gösterilmiştir. Apoptozis 

indükleyicisidir (67).  

Hrk 

             Apoptozisi, ölüm baskılayıcı proteinler olan Bcl-2 and Bcl-X(L) ile 

etkileşerek düzenler. Hrk proteini 8 amino asit dışında (Bık proteininde yer 

alan BH3 domaini) diğer Bcl-2 aile üyeleri ile önemli bir homoloji göstermez. 

Hrk; Bcl-2 ve Bcl-XL (Bax, Bak ya da Bcl-XS gibi ölüm teşvik edici diğer Bcl-

2-ilişkili proteinler ile değil) ile BH3 domaini vasıtasıyla etkileşir. Hrk, hücre içi 

organellerin membranlarına lokalize olur. Apoptozisi aktive eder ve seçici 

olarak yaşam proteinleri olan Bcl-2 and Bcl-X(L) ile etkileşir (67). 

TNFRS10A ve TNFRS10B 

             Bu genler tarafından kodlanan proteinler, TNF-reseptör ailesi 

üyelerindendir. Bu reseptörler, TNFSF10/TRAIL (tumor necrosis factor-

related apoptosis inducing ligand) ile aktive edilirler ve bu şekilde hücre ölüm 

sinyalini aktararak apoptozisi indüklerler (67).  
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FasLG 

             Bu gen tarafından kodlanan protein, Fas reseptörünün ligandıdır. Her 

ikisi de transmembran proteinleridir. Fas’ın ligandı ile etkileşimi, hücrelerde 

apoptozisin indüklenmesine yol açar (67).    

 

Meme Kanseri Tedavisi 

 

Cerrahi 

             Meme kanserinin erken evrelerde küratif tedavisi cerrahi 

rezeksiyondur. En sık kullanılan yöntem modifiye radikal mastektomidir. Son 

yıllarda meme koruyucu cerrahi gittikçe önem kazanmaktadır. Yaşam süreleri 

bakımından mastektomi ile meme koruyucu cerrahi ve radyoterapi uygulanan 

erken evre meme karsinomlu olgular arasında anlamlı bir fark yoktur (97,98). 

Metastatik evrede ise yaklaşım palyatiftir. Uzak organ metastazı yapmış 

meme kanserinde, bugün uygulanan tedavi yaklaşımları ile kür elde etme 

şansı yoktur. Meme kanserinin soliter organ metastazlarında seçilmiş olgular 

için ilk tedavi yaklaşımı günümüzde metastazektomi yönünde gittikçe artan 

taraftar kazanmaktadır (99). 

Radyoterapi 

             Meme kanserinde radyoterapi lokal kontrolü artırmaktadır. Hem 

meme koruyucu hem de lokal ileri tümörlere multidisipliner yaklaşımda 

önemli bir disiplini oluşturmaktadır (99). Mastektomili hastalarda 

kemoterapinin tamamlanmasını takiben radyoterapi uygulanması 

önerilmektedir. Lokal nüks oranının bu yaklaşımla olumsuz etki 

oluşturmayacağı bildirilmektedir (100,101). 

             Hormonal Tedavi 

             Hormonal reseptör pozitifliği saptanan hastalarda %60-70 cevap elde 

edilebilen tedavi yöntemidir. Adjuvan, neoadjuvan ve palyatif tedavide 

kullanılmaktadır. Tamoksifen (TAM), Lüteinizan hormon salgılatıcı hormon 

(LHRH) analogları, aromataz inhibitörleri (Aİ) en sık kullanılan ajanlardır. Dört 

çalışmanın metaanalizinde, premenapozal hastalarda TAM+LHRH 

analoglarının kombine kullanımının tek başına TAM kullanımına göre tüm 
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parametrelerde avantaj sağladığı bildirilmiştir (102). Postmenapozal 

kadınlarda Aİ kullanımı, premenapozal hastalarda ise tamoksifen ve 

gonadotropin salgılatıcı hormon (GnRH) analogları kullanımı endokrin yanıtlı 

hastalarda günümüzde önerilen tedavi yaklaşımlarıdır. Premenapozal 

kadınlarda GnRH analoglarıyla Aİ kombinasyonları devam eden çalışmalarda 

halen araştırılmaktadır. 

             Kemoterapi 

             Meme kanserinde farklı evrelerde farklı amaçlar için kullanılmaktadır. 

Adjuvan olarak kullanıldığında sağkalımı anlamlı olarak artırdığı bulunmuştur. 

Nüks riskini %25, ölüm riskini %15 azalttığı bildirilmektedir (103). Meme 

kanseri, antrasiklinler, taksanlar, antimetabolitler ve alkilleyici ajanlar gibi 

çeşitli kemoterapötiklere cevap verirler (104). En etkili kemoterapi rejimi 

antrasiklinleri içeren rejimdir ve etkisi kemoterapi sonrası tamoksifen 

verildiğinde artar (105). Tek başına kullanılan sitotoksik ajanların çoğu ile 

vakaların % 20-35’inde kısmi yanıt (nadiren tam) alınır. Remisyon sıklıkla 4-6 

ay sürer. En etkili tekli ajanlar doksorubisin ve taksanlardır. Dosetaksol 

(taksotere) meme kanserinin tedavisinde oldukça önemli sitotoksik ajandır 

(106). Dosetaksol özellikle karaciğer metastazı olan hastalarda etkilidir. 

Çoklu kemoterapi tekli kemoterapiden üstündür (107). CMF (Siklofosfamid-

metotreksat-5-Florourasil) protokolü özellikle klasik versiyonu başlangıç 

tedavisi için, prednizon ile birleştirildiğinde iyi bir seçimdir. Bu tedavi ile bir yıl 

veya daha uzun bir süreyle % 60 civarında yanıt beklenebilir. Doksorubisinin, 

CA (siklofosfamid-Doksorubisin) ve FAC (5-Florourasil-Doksorubisin-

Siklofosfamid) kombinasyonları da etkilidir. CMF (Siklofosfamid-Metotreksat-

5-florourasil) veya CA (siklofosfamid-Doksorubisin) başarısız olunca ardışık 

tek ajanlar kullanılır. Son evre hastalarda paklitaksel, dosetaksol, 5-

florourasil, metotreksat, vinorelbin, mitomisin C ve prednizon kullanılan 

ajanlardır. Randomize çalışmalar değerlendirildiğinde, kemoterapinin 

kombinasyon olarak kullanımı tek ajan olarak kullanımına göre daha iyi bir 

cevap elde edilmesi, daha uzun bir hastalıksız sağkalım ve orta düzeyde bir 

genel sağkalım avantajı sağladığı bildirilmiştir (108). Ancak kombinasyon 

rejimleri daha toksiktir (109). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691510002218#bbib58
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Meme Kanseri Tedavisinde Klinikte Kullanılıp, Tezde Sitotoksisite 

Deneylerinde de Kullanılan İlaçlar  

 

Epirubisin: Kemoterapide kullanılan antrasiklin temelli bir ilaçtır. 

Epirubisinin etki mekanizması, DNA’ya bağlanabilmesinden 

kaynaklanmaktadır (110). Hücre kültürü çalışmaları, epirubisinin süratle 

hücreye geçtiğini, nükleusta lokalize olarak DNA, RNA sentezini ve mitozu 

inhibe ettiğini göstermiştir. Aynı zamanda topoizomeraz II enzimini inhibe 

ederek hücre ölümüne de neden olmaktadır (111). Epirubisin hücre 

membranlarına ve plazma proteinlerine bağlanabilir ve sitotoksik etki 

gösterebilir. Bununla birlikte serbest radikallerin üretimine neden olarak DNA 

ve hücre hasarlarına neden olabilmektedir (112). Başlıca meme kanseri 

olmak üzere farklı kanser tiplerinde kemoterapi rejiminde kullanılmaktadır 

(113). 

Doksorubisin: İntravenöz yolla verildikten sonra vücutta yaygın 

olarak dağılır. Doksorubisinin doz sınırlayıcı yan etkisi kemik iliği 

supresyonudur. Yan etkileri total alopesi, bulantı, kusma, stomatittir. 

Doksorubisinin dikkat edilmesi gereken en önemli toksisitesi doza bağımlı 

olarak görülen kardiyotoksisitedir. 

  Antrasiklinler direkt olarak hücre membranlarının yapısını bozarak, 

DNA yapısına girerek, DNA Topoizomeraz II’yi inhibe ederek ve serbest 

oksijen radikallerinin oluşumuna neden olarak sitotoksik etki göstermektedir 

(114,115).  

Dosetaksol: Mikrotübüler depolimerizasyon inhibitörüdür (116,117). 

Mitoz zehiri olarak bilinirler. Siklusun M dönemine özgü ilaçlardır. B tübülin 

proteinine bağlanırlar ve tübülin proteininin polimerizasyonunu stimüle 

ederler. Böylece mikrotübül oluşumunu arttırırlar ve fonksiyonel olmayan 

mikrotübül sentezi oluşur (118). Yan etkileri paklitaksele benzer 

myelosüpresyon ve ciddi sıvı retansiyonuna neden olur (116,28).  
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             Zeytin Yaprağı Ekstraktı 

 

             Epidemiyolojik çalışmalar ve hayvan deneyleri, bazı besinsel 

bileşiklerin çeşitli kanserlerin insidans hızlarında rol oynadığını ortaya 

çıkarmıştır. Bilinen tüm insan kanserlerinin üçte biri besinlerin özel bileşikleri 

ile ilgili olabilir (119,120). Bunun için pek çok araştırma grubu kanser 

süreçleri üzerinde besinsel bileşenlerin etkilerini araştırmaktadırlar ve 

besinsel yağların kolon, meme ve prostat kanser riskini artırdığını 

belirtmektedirler (121). Ayrıca, kardiyovasküler hastalıklar ve kolon ve meme 

gibi kanserlerin insidansı Akdeniz Bölgesi'nde Avrupa’ya göre daha düşük 

tespit edilmiştir (122). 

             Zeytin ağacı yaprağının sağlığa yararları bilinmekle beraber çeşitli 

yerlerde ilaç olarak kullanılmıştır. Doğal zeytin yaprağı ve zeytin yaprağı özü, 

anti-aging, immün sistem güçlendirici ve antibiyotik olarak pazarlanmaktadır 

(123). 

             Zeytin yaprağı önemli ölçüde fenolik bileşik içerir. Başlıca fenolik 

bileşikler; sekoiridoidler, flavonoidler, fenolik asitler ve lignanlardır. 

Oleuropein (OL) sekoiridoid grubunda yer alan önemli bir fenolik bileşiktir 

(124). OL ve metaboliti hidroksitirizol (HT) in vivo ve in vitro antioksidan 

aktiviteye sahiptir ve zeytinyağının acı ve keskin tadını verir (125). Zeytin 

ağacı meyvesinin büyüme fazında net ağırlığın yaklaşık %14’üne kadar 

ulaşır, (126) sonra miktarı giderek azalır. Zeytinyağının fenolik bileşiklerinin 

antioksidan aktivitesi ve özellikle OL ve yan ürünü HT birçok deneysel 

modelde çalışılmıştır. OL ve HT’ün antioksidan aktivitesi hücresel modeller 

ve hayvanlar üzerinde de gösterilmiştir (127,128). Zeytin yaprağı vücudu 

serbest radikallerin etkisinden korur. Son çalışmalarda zeytin yaprağı 

antioksidanlarının karaciğer, prostat, meme gibi kanserlerin tedavisinde etkili 

olduğu gösterilmiştir (129,130). Son epidemiyolojik çalışmalarda fenolik 

bileşiklerden zengin zeytinyağının azalmış kardiyovasküler risk, 

nörodejeneratif hastalık ve kanser ile korele olduğu gösterilmiştir (130-135). 
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Şekil-5: Oleuropein’in molekül yapısı 

 

             Tezde kullanılan ve etil alkol ile distilasyon yöntemi ile elde edilen 

zeytin yaprağı ekstraktında (ZYE) % 20 oranında oleuropein bulunmaktadır 

(Kale Naturel Bitkisel Ürün Gıda Kozmetik ve Tarım Ürünleri Dış Ticaret ve 

Sanayi Limited Şirketi- Balıkesir). 

             OL ve iki ana metabolitinin (hidroksitirizol ve elenolik asit) 

toksisitesini değerlendirmek için çeşitli çalışmalar yapılmış ve çeşitl i hayvan 

türlerinde toksik olmadığı bulunmuştur (136-138). OL’in akut toksisite 

çalışmalarında farelerde 1000 mg/kg’a kadar lethal ya da yan etki 

gözlenmemiştir (136).             

             Sızma zeytinyağının öne sürülen anti-tümör özellikleri, hem oleik 

asidin yüksek içeriğinden hem de minör antioksidan bileşenlerinden 

(hidroksitirizol, oleuropein, kafeik asit vb.) dolayı oksidatif DNA hasarından 

koruyucu etkisiyle ilişkilidir (139,140) 

            Besinsel yağ alımı nedeniyle membranın fizikokimyasal özelliklerinin 

değişimi membran lipidlerince üretilen biyoaktif moleküllerin kompozisyonunu 

etkileyebilir. Besinsel lipidler ayrıca Ras proteinlerinin aktivasyonunu da 

etkileyebilir (119,120) Bu proteinler büyüme, farklılaşma ve apoptozisi 

kapsayan hücre fonksiyonlarının kritik düzenleyicileridir. Yüksek oranda 

sızma zeytinyağı diyeti ile meme kanseri üzerinde yapılmış bir deneysel 

çalışma ile Ras aktivasyonu ayarlanmasında ve GTP bağlanmış (aktif) Ras 

seviyesinde azalma görülmüştür. Bu şekilde zeytinyağı tabanlı beslenmenin 

kanser üzerindeki değiştirici etkisinin Ras aktivasyonu ve Ras-bağımlı 

sinyaller tarafından değiştirilerek uygulanabileceği öne sürülmüştür. 
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             Meme kanseriyle yapılan deneysel bir çalışmada yüksek zeytinyağı 

diyetinin ErbB ailesinin gen ekspresyonunu değiştirici etkisi olduğu 

bulunmuştur (121). Ayrıca yüksek zeytinyağı karsinogenez üzerine koruyucu 

etkisiyle birlikte, karsinogenez oranını azaltmaya da yardımcı olur. Yağ 

asitlerinin birkaç nükleer proteini direkt ya da indirekt olarak regüle ettiği de 

bildirilmiştir. Ayrıca tümör baskılayıcı genlerin fonksiyonu da yağ asitleri 

tarafından regüle edilir. Dahası, besinsel lipidlerin baskılayıcı genler olan 

BRCA-1 ve BRCA-2’nin ekspresyonunu etkilediği gösterilmiştir (122). 

Besinsel yağ asitleri hücre-hücre adezyon moleküllerinin (E-kaderin) 

ekspresyonundaki değişiklikleri indükler. Farklı kanser hücre soylarında 

(akciğer, meme, kolon, melanoma, karaciğer vb.) ɣ-linolenik asit, E-kaderin 

upregülasyonu ile ilişkilidir. E-kaderin ekspresyonunun yüksek seviyeleri ɣ-

linolenik asitin antikanser özellikleri ile uyumlu olarak in vitro invazyon 

azalması ve agregasyon artışı ile ilişkilidir (141). Kolon adenokarsinoma 

hücrelerinde yapılan bir çalışmada polifenollerin COX-2 inhibisyonu yaparak 

hücre proliferasyonunu inhibe ettiği görülmüştür (142). 

            Bizim bu çalışmadaki amacımız ZYE’nin tek başına ve anti-kanser 

ilaçlarla kombinasyonunun meme kanseri hücreleri üzerindeki sitotoksik 

etkisini araştırmaktı. 
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GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

Hücre Kültürü 

 

             Hücre kültürü, hücrelerin kontrollü şartlar altında yetiştirilmesi 

sürecidir. Ticari olarak Amerika Hücre Kültür Koleksiyonunda satılan fakat 

bizim Prof. Dr. Ayhan Bilir’den (İstanbul) edindiğimiz MDA-MB-231 ve MCF-7 

insan meme kanseri hücre soyları sıcak su banyosunda hızlı bir şekilde 

çözüldü. Kriyovialin içindeki hücre süspansiyonu 5 ml besiyeri içeren 15 ml’lik 

steril polipropilen konik dipli tüpe yavaşça aktarıldı. Tüp 800 rpm’de 5 dk 

santrifüj (Hettich Rotina 35R, Almanya ) edildikten sonra üst sıvı kısmı atıldı. 

Hücre pelleti 1 ml hücre besiyeri içerisinde iyice karıştırılarak süspansiyon 

haline getirildikten sonra üzerlerine 4 ml besiyeri eklendi. 5 ml’lik hücre 

süspansiyonları 25 cm2’lik kültür kabına (25 cm2, Tissue culture flasks, TTP, 

İsviçre) aktarıldı. 37 0C’de, %5 CO2’li etüvde (Sanyo, Japonya) inkübasyona 

bırakıldı. Ertesi gün hücre besiyeri ortamı yenilenerek hücrelerin büyümeleri 

sağlandı. Kültür kabı her gün mikroskop (İnverted microscope, CKX41, 

Olympus, Almanya) altında kontrol edildi ve hücrelerin büyük oranda 

konfluent olduklarında tripsinizasyon işlemi ile daha büyük hacimli 75 cm2 

kültür kaplarına (75 cm2, Tissue culture flasks, TTP, İsviçre) aktarıldı. Bu 

şekilde hücrelerin istenilen sayıya ulaşıncaya kadar çoğalmaları sağlandı. 

Hücre kültürü büyütme ve pasaj işlemlerinin tümü laminar akım kabinlerinde 

(Esco Airstream Class II Biological Safety Cabinet, Singapur) gerçekleştirildi. 

Kullanılan Hücre Soyları 

1. MDA-MB-231 Hücre Soyu  

 İnsan epitelyal meme adenokarsinomu hücre soyu 

 Östrojen reseptörü (-) 

 Epidermal growth factor (EGF) (+) 

 Transforming growth factor alpha (TGF alpha) (+)  

 E-kaderin (-) 

 Kaspaz 2: (+), Kaspaz 3: (+)  
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 Plevral efüzyondan elde edilmiştir. 

 Yüksek oranda invazif  

 2. MCF-7 Hücre Soyu    

 İnsan epitelyal meme adenokarsinomu hücre soyu 

 Östrojen reseptörü (+) 

 Kaspaz 2: (+/-), Kaspaz 3: (-) 

 Plevral efüzyondan elde edilmiştir. 

 Daha az oranda invazif 

Kullanılan Besiyerleri, Sıvılar ve Hücrelerin Üretilmesi 

  MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre soyu için RPMI 1640 besiyeri (PAA, 

Avusturya) kullanıldı. İçerisine % 5 Fötal sığır serumu (PAA, Avusturya) ve % 

1 Penisilin-Streptomisin (Biochrom AG, Berlin) ilave edildi. 

  Hücre kültür kaplarına ekilen hücreler besiyeri içerisinde % 5’lik 

CO2’li inkübatörde 37°C’de kültüre edildi. 

İlaçların hazırlanması 

             Epirubisin (Farmorubicin®, Carlo Erba, İtalya), doksorubisin (Doxo 

Teva®, Pharmachemıe B. V, Hollanda) ve dosetaksol (Taxotere® flakon, 

Sanofi-Aventis Farma, Türkiye) antikanser ilaçları Uludağ Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Kemoterapi İlaç Hazırlama Ünitesi’nden temin edildi. Her bir ilaç, 

önceden tanımlanan Test İlaç Konsantrasyonu (TİK) olarak belirlenen altı 

farklı konsantrasyonda hazırlandı. TİK, farmakokinetik ve klinik 

değerlendirme bilgileri ile belirlenmiştir (143). Yaklaşık plazma ilaç 

konsantrasyonu olarak % 100 TİK tanımlanmıştır (144). Böylece % 100 TİK 

değeri (µg/ml) ilacın plazma pik dozuna karşılık gelmiştir. 

              Hücre kültürü deneylerinde ilaç konsantrasyonları: % 200, % 100, % 

50, % 25, % 12.5 ve % 6.25 TİK dozlarında kullanıldı. Epirubisin % 100 TİK 

değeri 0.5 µg/ml, doksorubisin % 100 TİK değeri 0.5 µg/ml, dosetaksol % 100 

TİK 11.3 µg/ml olarak belirlendi. 

Uygulanan İlaç Grupları 

1. Kontrol Grubu (ilaçsız grup) 

2. Sadece ZYE içeren grup 

3. Sadece anti-kanser ilaç içeren grup 
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-Epirubisin  

-Doksorubisin 

-Dosetaksol  

4. Antikanser ilaç + ZYE grubu 

-Epirubisin + ZYE 

-Doksorubisin + ZYE 

-Dosetaksol + ZYE 

Zeytin yaprağı ekstraktının toksik dozunun belirlenmesi:  

             Kale Naturel Bitkisel Ürün Gıda Kozmetik ve Tarım Ürünleri Dış 

Ticaret ve Sanayi Limited Şirketi’nden (Balıkesir) temin edilen ZYE uygulama 

konsantrasyonları daha önce yayınlanmış veriler (145) ve zaman-doz yanıt 

deneyleri ışığında belirlendi. Besiyeri içinde hazırlanan stok ekstraktlar filtre 

(0.2 µm Orange Scientific, Belçika) edilerek steril hale getirildi. Belirlenen 

dozlarda MTT ve ATP metodu ile sitotoksisite çalışıldı. 

 

Metiltiazoltetrazolium (MTT) metodu 

 

             MTT metodu, hücrelerdeki dehidrogenaz aktivitesini ölçen 

kolorimetrik bir yöntemdir. Total dehidrogenaz aktivitesi ile hücre sayısı 

arasında doğru ilişki olduğu ilk kez Mossmann ve ark. tarafından gösterilmiş 

(146) ve günümüze kadar hem proliferasyon hem de sitotoksisite 

deneylerinde yaygın olarak kullanılmıştır.  

 Farklı sayılarda (0-50.000 hücre/kuyucuk) MDA-MB-231 hücrelerinin 

72 saat sonra MTT testiyle verdiği absorbanslar ölçüldü. Böylece total 

dehidrojenaz aktivitesiyle hücre sayısı arasında doğrusal ilişki olduğu 

belirlendi (Şekil-6). Alınan sonuçlara göre uygun sayıda hücreler sitotoksisite 

testlerinde kullanıldı. 
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Şekil-6: MTT metodu ile MDA-MB-231 hücrelerinin 570 nm’de verdikleri 

absorbans değerleri. 
 

  Hücrelerde ilaç uygulamalarından sonra olabilecek canlılık oranlarını 

değerlendirebilmek amacıyla pozitif (maksimum canlılık) ve negatif (minimum 

canlılık) kontrol hücreleri kullanıldı. (Şekil-7 ve 9)  

 

 

 

 
 

Hücre Sayısı - Absorbans  Grafiği

0,0000

0,2000

0,4000

0,6000

0,8000

1,0000

1,2000

1,4000

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
Hücre sayısı

A
b

s
o

rb
a
n

s



33 

 

 

Şekil-7: MTT testi uygulamasından önce MCF-7 hücrelerinin faz kontrast 

mikroskobik görünümü. MO grubu (maksimum yaşam, pozitif yaşam kontrolü, 
İlaç uygulanmamış kontrol hücre grubu). 
 

 

Şekil-8: MCF-7 hücrelerinin MTT testi uygulamasından sonra oluşan 

formazon kristallerinin faz kontrast mikroskobik görünümü. MO grubu 
(maksimum yaşam, pozitif yaşam kontrolü, İlaç uygulanmamış kontrol hücre 
grubu).  
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Şekil-9: MDA-MB-231 hücrelerinin total hücre öldürücü ajan (sodyum azid) 

sonrası MTT testi uygulamasından önce faz kontrast mikroskobik görünümü. 
MI grubu (minimum yaşam, negatif kontrol). 

 

Şekil-10: MDA-MB-231 hücrelerinin total hücre öldürücü ajan (sodyum azid) 

sonrası MTT testi uygulamasından sonra oluşan formazon kristallerinin faz 
kontrast mikroskobik görünümü. MI grubu (minimum yaşam, negatif kontrol). 
 

Bu yöntemde çeşitli dozlarda kemoterapötikler ve ZYE 100 µl 

içerisinde olacak şekilde 96 kuyucuklu düz hücre kültür kaplarına ( Tissue 

Culture Testplates, 96 wells, Orange Scientific, Belçika) uygulandı. MDA-MB-

231 ve MCF-7 hücreleri sayılarak 5.000 hücre/kuyucuk olacak şekilde 
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ilaçların üzerine ekildi. 72 saat 37°C, % 5 CO2’li ortamda inkübasyona 

bırakıldı. 

             72. saatlik inkübasyonun sonunda tüm kuyucuklara MTT solüsyonu 

(Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, M5655, Sigma, ABD), PBS ( Sigma, 

Almanya) (fosfatlı tuzlu tampon) içerisinde (5 mg/ml, pH:7.2) 20 µl olacak 

şekilde ilave edilerek karanlıkta 37°C, % 5 CO2’li etüvde 4 saat inkübe edildi. 

            İnkübasyonun sonunda MO’da (ilaç uygulanmamış kontrol hücre 

grubu, maksimum yaşam) çok fazla sayıda, MI’da (minimum yaşam) ise 

birkaç tane olmak üzere koyu mavi renkli formazon bileşikleri (Şekil-8 ve 10) 

meydana geldi. Oluşan formazon bileşiklerini çözünür hale getirebilmek için 

bütün kuyucukların üzerine Sodyum Dodecyl Sülfat (SDS) (Applichem, 

Almanya) solüsyonundan (0.01 N HCl’lü, % 10’luk SDS tamponu distile su 

içinde) 100 µl olacak şekilde eklendi. 18 saat, 37°C, % 5 CO2’li etüvde inkübe 

edildi.   

             Oluşturdukları renk şiddeti spektrofotometre (FLASHScan S12 

Analytik Jena AG, Almanya) ile 570 nm dalga boyunda ölçüldü.  

             Aynı sayıda ekilmiş ve hiç ilaç uygulanmamış kontrol hücrelerindeki 

(MO) renk şiddeti ile tedavi uygulanmış hücrelerdeki renk şiddeti oranlanarak 

tedaviye maruz bırakılmış hücrelerdeki yaşam (canlılık) oranı (yüzdesi) 

hesaplandı. 

            % Canlılık hesabı: 

            Yaşayan hücreler koyu mavi formazon kristalleri oluştururlar, buna 

karşılık ölen hücrelerde bu kristaller gözlenmez. Tedavi edilen hücrelerin 

canlılıkları (Örnek C) ilaç almamış kontrol hücreleri referans alınarak 

hesaplandı ve bu değer % 100 canlılık (Maksimum canlılık, MakC) olarak 

belirlendi. 1 mM Hidrojen peroksit (H2O2) uygulanan hücreler, minimum 

canlılık seviyesinin (Minimum canlılık, MinC) hesaplanmasında referans 

olarak alındı. Tüm bu değerler ile aşağıdaki formül kullanılarak hücrelerde 

tedavi süresi sonunda oluşan % canlılık oranları hesaplandı. 

Canlılık (%) = [100 x (ÖrnekC - MinC)/(MakC - MinC)]. 
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ATP Canlılık Testi 

 

 ATP testi hücre içerisindeki intrasellüler ATP içeriğinin ölçülmesi 

esasına dayanan yüksek duyarlılığa sahip bir yöntemdir. Metodun prensibi 

canlı hücrelerdeki ATP’nin lusiferrin ile reaksiyonunu takiben ortaya çıkan 

luminesan ışımanın ölçümüne dayanmaktadır. Oluşan ATP miktarı canlı 

hücre sayısı ile direk orantılıdır (143).  

                                                      Lusiferaz 

             ATP + Lusiferin + O2        AMP + 2Pi + CO2 + Foton (RLU) 

             96 kuyucuklu hücre kültür kaplarına kemoterapötikler ve ZYE 

konulduktan sonra hücreler 5.000 hücre/kuyucuk olacak şekilde ekildi. 72 

saatlik inkübasyonu takiben ATP ölçümü ATP kiti (Sigma, FLASCH, 

Almanya) ile gerçekleştirildi. Bunun için önce 150 µl besiyeri alınıp atıldı 

ardından üreticinin önerileri doğrultusunda tümör hücrelerinin içeriğindeki 

ATP’nin ortaya çıkarılması için kuyucuk başına 50 μl olacak şekilde kit 

içerisinde bulunan tümör hücre ekstraksiyon ayıracı ilave edildi. Oda 

sıcaklığında 20 dakika inkübasyonu takiben 50’şer μl alınıp luminometrik 

ölçüm için uygun olan beyaz renkli plaklara (Microfluor 2 white, flat bottom 96 

well microtiter plates, Thermolab Systems, İngiltere) aktarıldı. Üzerlerine 50 

μl luciferin-luciferaz karışımı eklendikten hemen sonra oluşan 

kemiluminesans reaksiyonu ölçme zamanı 1 saniye olacak şekilde 

ayarlanmış bulunan luminometre (FLX800 Mikroplak luminesans ve floresans 

okuyucu; BioTek, ABD) ile ölçüldü. Rölatif ışık ünitesi (RLU) olarak elde 

edilen lüminesans değerler, özel bir yazılım programı yardımıyla (DCS 

Innovative Diagnostik Systeme, Hamburg, Germany) tümör hücrelerinin % 

büyüme inhibisyonları şekline dönüştürüldü.  

 

M30 Antijen Metodu 

 

Apoptozis esnasında hücre iskeletinin önemli bir proteini olan 

sitokeratin 18 (CK18) sadece apoptotik hücrelerde aktifleşen bir enzim grubu 

olan kaspazların etkisiyle kırılarak kırılmış CK18’i (CK18-Asp396) 
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oluşturmaktadır (147). M30 monoklonal antikor, özellikle CK18’in Asp396’da 

kırılan fragmanını (M30 antijen) tanıyarak CK’lerin apoptotik bir belirteç 

olarak kullanımını sağlamaktadır (Şekil-11) (148). 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 varsa, apoptozisin varlığı gösterilmiş olur. 

Apoptozise giden hücrelerde ortaya çıkan kaspazla kırılmış 

sitokeratin 18’in (M30 Antijen), ELISA yöntemiyle saptanması için 96 

kuyucuklu hücre kültür kaplarına kemoterapötikler ve ZYE tedavileri 

uygulandıktan sonra hücreler 5.000 hücre/kuyucuk olacak şekilde ekildi. 72 

saat 37°C, % 5 CO2’li ortamda inkübasyona bırakıldı  

Tedaviden 72 saat sonra tüm kuyucuklara Triton X 100 (%10 distile suda) 

(Sigma-Aldrich, ABD) 10 μl ilave edildi.                                                                                                  

10 dakika oda sıcaklığında 600 rpm’de çalkalayıcıda (Heidolph Titramax 

1000, Heidolph Instrumensts GmbH & Co.KG, Almanya) inkübasyona 

bırakıldı.                                   

 Kuyucukların içeriği ependorflara toplandı.                                                  

2000 rpm’de 30 sn santrifuj (Minispin plus, Eppendorf, Almanya) edilip M30 

Apoptosense ELISA (PEVİVA, İsveç) kit prospektüsüne uygun olarak 

çalışıldı.                                                        

 Süpernatanlar kitin içinden çıkan striplere 25 μl pipetlendi. 

Üzerlerine 75 μl “Horseradish peroxidase” (HRP)  konjugat eklendi.                                                                     

4 saat 600 rpm’de oda sıcaklığında inkübe edildi.                                          

250 μl yıkama tamponu ile 5 kez yıkandı.                                                      

200 μl TMB substratı ilave edildi. 20 dakika karanlıkta oda sıcaklığında 

bekletildi.                                                                                                             

Reaksiyonu durdurmak için 1N H2SO4 içeren 100 μl stop çözeltisi ilave 

edildi                                                                                                                       

Oluşan renk şiddeti spektrofotometrik olarak 450 nm’de (FLASHScan S12, 

Analytik Jena AG, Almanya) okundu.                                                                                                            

Hesaplama standart eğri grafiği kullanılarak yapıldı. 

 Absorbanslar üniteye çevrilerek (U/L) M30 antijen değerleri belirlendi. 
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Şekil-11: Sitokeratin 18’in kaspazlar ile kırılması ve M30 antikorunun bu 
bölgeleri tanıması. 

 

 Western Blotting  

 

              MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri hücre soyları yeterli 

miktarda üretildikten sonra ilaç uygulaması için 75 cm2’lik flasklara ekim 

yapılır. Hücreler %70-80 doluluk oranına ulaştıklarında 1. flask kontrol, 2. 

flask ZYE (50 ug/ml), 3. flask epirubisin % 25 TİK, 4. flask epirubisin + ZYE 

(% 25 TİK+ 50 ug/ml), 5. flask dosetaksel % 25 TİK, 6. flask dosetaksol + 

ZYE (% 25 TİK+ 50 ug/ml) olmak üzere ilaç uygulanır. 37°C de % 5 CO2’li 

ortamda 30 saatlik inkübasyon süresinin sonunda hücreler lize edilir. 

Hücre lizisi:  

-Flasklar etüvden çıkarıldıktan sonra flasklardaki mediumlar 50 ml’lik falkona 

toplanır.  

-Falkonlar laminer akım kabininde buz üstünde bekletilir. 

-Flasklara 10 ml soğuk PBS eklenir. 

-“Scraper” ile hücreler kaldırılır, falkona aktarılır. 

-5 dakika +40C’de 1000 g santrifüj yapılır. 

-Süpernatantları atıldıktan sonra falkonlara 0.5 ml lizis solüsyonu eklenir.  
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Lizis solüsyonu hazırlanması: 3ml lizis buffer (RIPA lysis buffer, sc-24948 

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

(100 mM), 45 µl proteaz inhibitör kokteyl eklenir. Solüsyon karanlıkta 

hazırlanır ve eklenir. 

-Falkonlar karanlıkta 30 dakika bekletilir ve 10 dakikada bir karıştırılır. 

-Süre bitiminde 1.5 ml’lik ependorflara solüsyonlar aktarılır. 

-10 dakika 10000 g de +4 0C’de santrifüj yapılır. 

-Süpernatantlar tüplere aktarılır ve -200C’de saklanır. 

Protein miktarı tayini: 

-QuantiPro™ BCA Assay kit kullanılır. 

-1 mg/ml BSA (bovine serum albümin, Amresco, ABD) solüsyonu hazırlanır. 

-Standart eğri grafiği hazırlamak için 96 kuyucuklu plate’e 100 µl BSA 

solüsyonu konularak distile su ile seri dilüsyon yapılır. 

-Hazırlanan örneklerden 10 µl alıp üzerine 90 µl distile su koyulur. 

-Kör için 100 µl distile su koyulur. 

-Üzerlerine 200 µl çalışma solüsyonu eklenir. 

Çalışma solüsyonu hazırlanması: 25 birim “QuantiPro™” tamponu, 25 birim 

“Quantipro BCA”, 1 birim “copper(II) sulfate solution” karıştırılır. 

-20 dakika 370C’de inkübe edilir. 

-Luminometrede 570 nm’de ölçüm yapılır. 

-Sonuçlara göre standart eğri grafiği çizilir ve örneklerin protein miktarı 

belirlenir. 

Elektroforez:  

-Yükleme için örneklerden 30 µg protein olacak şekilde hazırlanır. 

-Her bir örnek için hacimce % 65 örnekten, %25 NuPAGE LDS sample buffer 

(4x), % 10 NuPAGE reducing agent (10x) karıştırılır. 

-NuPAGE Novex Bis-Tris hazır mini jel elektroforez tankına yerleştirilerek 

üzerine yaklaşık yarım litre NuPAGE MES running buffer ve 500 µl NuPAGE 

antioxidant eklenir. 

-Proteinler 7 dakika 95 0C’de denatüre edilir. 

-Örnekler ve marker (Amersham High Range Rainbow marker, ABD) jele 

yüklenir. 
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-45 dk 150 V elektroforez yapılır. 

Membrana transfer:  

-İnvitrogen iBlot™ Dry Blotting System kullanılır. Cihazla birlikte iBlot™ Gel 

Transfer Stacks, Regular (Nitrocellulose) kiti kullanılır. 

-(20 Volt) 8 dakika boyunca transfer gerçekleştirilir. 

-Burada, alltan üste doğru sandviç şeklinde bileşenler üst üste getirilir.  

-Sırasıyla (alttan üste): bakır anot, nitroselüloz membran, jel, filtre kağıdı 

(ultrasaf su ile ıslatılır), bakır katot, sünger bulunur. 

-Transferin ardından membranın sol üst köşesi kesilerek işaretlenir. 

-Gece boyunca soğuk odada TBS-T içinde bekletilir. 

TBS-T hazırlanması: %0.05 (v/v) Tween 20 TBS (tris HCl 24.23 gr, NaCl 

80.06 gr 800 ml ultrasaf su ile tamamlanır. Saf HCl ile pH’ı 7.6 olduktan sonra 

Tween 20’den 5 ml eklenir ve ultrasaf su ile 1 litreye tamamlanır. 

Deteksiyon: 

-Invitrojen, Western Breeze Chemiluminescent Immunodetection System 

(WB7106) kiti (rabbit) kullanılır. Bloklama, yıkama, ikinci antikor ve substrat 

çözeltileri kitten kullanılır. 

-2 defa 5 dk 50 ml distile su ile ön yıkama yapılır. 

-30 dk 10 ml bloklama solüsyonda inkübasyona bırakılır. 

-2 defa 5 dk 50 ml distile su ile yıkama yapılır. 

-1 saat 10 ml primer antikor (PARP-Cell Signalling) ile inkübasyona bırakılır. 

-4 defa 5’er dk 20 ml yıkama solüsyonu ile yıkama yapılır. 

-30 dk 10 ml ikinci antikor ile inkübasyona bırakılır. 

-4 defa 5’er dk 20 ml yıkama solüsyonu ile yıkama yapılır. 

-3 defa 2 dk 20-50 ml distile su ile yıkama yapılır. 

-Membranın suyu emdirildikten sonra üzerine 2.5 ml substrat solüsyonu 

dökülür ve karanlıkta 5 dk bekletilir. 

-Görüntüleme cihazında (Fusion FX-7) deteksiyon yapılır. 

-İşlemden sonra membran +4 0C’de TBS-T içinde saklanabilir. 

-Kaspaz-3 (Cell signalling) için yapılacak deteksiyon için önce stripping 

yapılır. 

Stripping: TBS-T dökülür üzerine 15 ml PIERCE stripping buffer eklenir. 
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-Alüminyum folyoyla kapatılarak 15 dk inkübasyona bırakılır. 

-3 defa 10 dk çalkalayıcıda TBS-T ile yıkama yapılır. 

-Deteksiyon işlemi kaspaz-3 için tekrarlanır. 

-Tekrar β-aktin için stripping yapılır. 

-30 dk %5 BSA (Amresco, ABD) (TBS-T içinde hazırlanır) 

-Yıkama yapılır. 

- Yıkama:  3 defa, 2 dakika TBS-T ile elde çalkalama 

       10 dakika çalkalayıcı üzerinde TBS-T ile yıkama 

       3 defa, 2 dakika TBS-T ile elde çalkalama 

       10 dakika çalkalayıcı üzerinde TBS-T ile yıkama 

       3 defa, 2 dakika TBS-T ile elde çalkalama 

-Primer antikor TBS-T içinde hazırlanan %5 BSA içinde 1:200 dilüsyonda 

hazırlanır. (Santa Cruz β-aktin (Mouse)) 

-Yıkama yapılır. 

-İkinci antikorda (Amershan RPN-2108 kitinden 1:5000 dilüsyonda hazırlanır) 

1 saat inkübasyona bırakılır. 

-Yıkama yapılır. 

-“Amersham RPN-2108 ECL Western Blotting Analysis System” kitinden 

deteksiyon solüsyonu 1 ve 2’den 3’er ml karıştırılır ve membran üzerinde 5 

dk karanlıkta bekletilir. 

-Görüntüleme cihazında deteksiyon yapılır. 

 

RT-PCR 

 

High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Almanya) Kullanılarak 

Hücre Kültürü Örneklerinden Total RNA İzolasyonu: 

1. 6 kuyucuklu platelere her kuyuda 1x106 hücre olacak şekilde 1 ml hücre 

süspansiyonu ekilir.  

2. Hücrelerin üzerine 1 ml içinde uygulanacak olan ilaçlar eklenir. (ZYE 50 

µg/ml, epirubisin % 25 TİK, epirubisin % 25 TİK+ ZYE 50 µg/ml) 

3. 14 saatlik tedavi süresi sonunda, kontrol süpernatantları aspire edilir. 

Tedavi süpernatantları etiketli tüplere (buz içerisinde tutulan 15 mL’lik 
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tüpler) aktarılır. Aktarım sonrası tüm kuyular 1mL PBS içerisinde “scraper” 

ile kazınır ve tüplere toplanır. Kuyular 1 mL PBS ile tekrar yıkanır ve tekrar 

falkonlara toplanır.  

Tüm bu aşamalar buz üzerinde gerçekleştirilir. 

4. Hücreler 4oC’de 800 rpm 4 dk santrifüj edilir. 

5. Santrifüjden çıkan tüplerin süpernatantları uzaklaştırıldı. Pellet 200 µL 

PBS ile süspansiyon haline getirilir. 

6. 400 µL Lysis/Binding Buffer eklenir ve karıştırılır. 

7. Örneği High Pure Filtre Tüpüne aktarmak için: 

 Bir adet filtre tüp, “collection” tüpüne yerleştirilir 

 Tüm örnek (maksimum 700 µL) filtre tüpe pipetlenir. 

8. Filtre tüp 8000 g’de 15 saniye santrifüj edilir. 

9. Santrifüj sonrası filtre tüp “collection” tüpten ayrılır, sıvı uzaklaştırılır ve 

tekrar filtre tüp ile “collection” tüp bir araya getirilir. 

10. Her örnek için; 90 µL DNaz inkübasyon tamponu steril eppendorf 

tüpüne pipetlenir ve 10 µL DNaz I eklenir, karıştırılır ve hazırlanan bu karışım 

(100 µL solüsyon) filtre tüpe pipetlenir. +15 - +25oC’de 15 dk. inkübe edilir. 

11. Filtre tüpe 500 µL yıkama tamponu I eklenir ve 8000 g’de 15 saniye 

santrifüj edilir. “Collection” tüpünde kalan sıvı uzaklaştırılır ve tekrar filtre tüp, 

“collection” tüpüne yerleştirilir. 

12. Filtre tüpe 500 µL yıkama tamponu II eklenir ve 8000 g’de 15 saniye 

santrifüj edilir. “Collection” tüpünde kalan sıvı uzaklaştırılır ve tekrar filtre tüp, 

“collection” tüpüne yerleştirilir. 

13. Filtre tüpe 200 µL yıkama tamponu II eklenir ve yıkama tamponu 

uzaklaştırmak için maksimum hızda (yaklaşık olarak 13.000 g) 2 dk. santrifüj 

edilir.  

14. “Collection” tüp uzaklaştırılır ve filtre tüp, 1,5 mL temiz bir 

mikrosantrifüj tüpüne yerleştirilir. 

15. RNA eldesi için:  

 Filtre tüpe 50 µL Elüsyon tamponu eklenir. 

 Tüp 8000 g’de 2 dk. santrifüj edilir. 
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 Mikrosantrifüj tüp RNA içermektedir. Ya direkt olarak RT-PCR’da 

kullanılır ya da sonraki analizler için -80 oC’de saklanır. 

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Almanya) 

Kullanılarak RNA’dan cDNA Sentezi 

1) Kullanımdan önce tüm solüsyonların çözülmesi beklenir ve kısa bir 

santrifüj yapılır. Tüm prosedür boyunca solüsyonlar buz üzerinde 

tutulmalıdır. 

2) Steril DNAase RNAse free, PCR tüpleri buz üzerine konulur ve Template-

Primer karışımı (1. karışım) tüp içerisinde hazırlanır. 

 

Tablo-1: Template-primer karışım hazırlanması 

 

3) 65 oC’de 10 dk. programlı PCR’a konulur (RNA’da oluşabilecek loplar 

açılarak lineer halde getirilir). Program bitimine 1-2 sn kala tüpler alınır ve 

buz üzerine konarak hızla soğutulur. 

4) PCR 1. Programı çalışırken 2. karışım hazırlanır. 

 

Tablo-2: 2. karışım hazırlanması 
 
2. karışım (RT karışım) 

 
Hacim Final Konsantrasyonu 

Transkriptor High Fidelity Reverse Transkriptaz 
Reaksiyon Tamponu, 5x konsantrasyon 

 
4µL 

 
1x 

Protektor RNaz İnhibitörü,     40 U/µL 0.5 µL 20 U 

Deoksinükleotid karışım, her biri için 10 mM 2µL Her biri için 1 mM 

DTT 1µL 5 mM 

Transkriptor High Fidelity Reverse Transkriptaz 1.1µL 10U 

Total Hacim: 8.6 µL 

 
5) Hazırlanan bu karışım, PCR’dan çıkan 1. karışım olan tüplerin üzerine 

eklenir, pipetaj yapılarak buz üstüne alınır. 

Template-Primer Karışım (1 reaksiyon için) 

İçerik Hacim Final Konsantrasyonu 

Total RNA değişken 5 µg alınmalı (1pg = 1µg) 

Random Heksamer 
Primer 

2 µL 60 µM 

Su, PCR saflıkta değişken Total hacmi 11.4 µL olacak şekilde 
değişir 

Total hacim: 11.4 µL 
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6) Hazırlanan tüpler ikinci aşama için PCR’a konulur. (cDNA 2. Program) 

(29 oC’de 10 dk, 48 oC’de 60 dk ve denatürasyon için 85 oC’de 5 dk.) 

7) Program bittikten sonra cDNA PCR’dan alınarak +4 oC’de bekletilebilir. 

     RealTime Ready Human Apoptosis Panel 96 (RT-PCR 

Protokolü): 

1) RT-PCR karışım hazırlanır 

 

Tablo-3: RT-PCR karışım hazırlanması 
İçerik Hacim Final Konsantrasyonu 

Su, PCR-saflıkta 480µL (528µL) - 

LightCycler 480 Probe Master, 2x 

konsantrasyon 

960µL (1.056µL) 1x 

Total hacim: 1.440µL (1.584µL) 

 

Bu karışım vorteks olmadan, pipetle karıştırılır. 15 µL bu karışımdan 

96 kuyucuklu plate’in H12 kuyucuğuna konulur. Üzerine 5 µL RNA 

(untranscribed RNA) konulur (Transkripsiyon kontrolü için, negatif kontrol). 

2) Toplam 60 µL cDNA elde edilir. 

463 µL su + 1056 µL Prob Master + 60 µL cDNA karıştırılır ve her kuyucuğa 

(H12 hariç) 20 µL konulur. Üzeri buharlaşmaması için kapatılır ve kısa bir 

spin yapıldıktan sonra RT-PCR’a konulur. 

 

             İstatistiksel Analiz 

 

  Çalışmanın analizleri SPSS 16.0 paket programında yapıldı. Sürekli 

değişkenler ortalama ve standart sapma ile verildi. Yüzde canlılık değerlerinin 

ilaç ve doz gruplarına göre karşılaştırmaları One Way Anova ve ilaç-doz 

etkileşiminin önemliliği eşleştirilmiş t testi kullanılarak yapıldı. Çoklu 

karşılaştırma testi olarak LSD testi kullanıldı. Çalışmada p<0.05 istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edildi. 
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BULGULAR 

 

 

1. Zeytin Yaprağı Ekstresinin MTT Metodu ile İnterferansının 

Değerlendirilmesi 

 
Şekil-12: Hücresiz ortamda zeytin yaprağı ekstresinin 0-1000 µg/ml dozları 

arasındaki MTT metoduyla saptanan absorbans değerleri 
   

  Sitotoksisite deneylerine başlamadan önce hücresiz ortamda ZYE’nin 

0-1000 µg/ml dozlarında MTT metodu ile interferans gösterip göstermediğini 

saptamak için deney yapıldı. Çünkü interferans yalancı pozitif (yalancı 

canlılık) sonuçların alınmasına neden olmaktadır. İnterferans saptanmadığı 

için sitotoksisite deneylerine MTT metodu ile devam edildi. 
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2. Sitotoksisitenin Değerlendirilmesi (MTT Metodu) 

 

 
Şekil-13: MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre soylarında ZYE’nin 72 saatlik 

uygulama sonrası 3.12-400 µg/ml dozları arasındaki MTT metoduyla 
saptanan doz-% canlılık eğrisi 
             
             MTT metodunda ZYE’nin hücresiz ortamda interferans göstermediği 

halde hücreli ortamda yüksek dozlarının mikroskobik görüntülerinde ölüm 

gözlenmesine rağmen % canlılıkları olması gerekenden yüksek tespit 

edilmiştir. Bu nedenle yüksek dozlarda olası bir interferans riskine karşı 

sitotoksisite deneylerine ATP metoduyla devam edilmiştir. 
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3. ATP ve MTT Metodlarının Karşılaştırılması 

 
Şekil-14: ZYE’nin 72 saatlik uygulama sonrası MDA-MB-231 hücre 

soyundaki sitotoksisitesinin MTT ve ATP metodları ile karşılaştırılması 
 

 
Şekil-15: ZYE’nin 72 saatlik uygulama sonrası MCF-7 hücre soyundaki 
sitotoksisitesinin MTT ve ATP metodları ile karşılaştırılması 
            

             ZYE’nin 72 saatlik uygulama sonrası MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre 

soylarındaki sitotoksisitesinin MTT ve ATP metodları ile karşılaştırılmıştır. 

ZYE’nin 200 ve 400 µg/ml dozlarında MTT metodunda canlılık saptanırken 

ATP metodunda ölüm olduğu görülmektedir. ATP metodu sonuçları 

mikroskop görüntülerini desteklediğinden MTT metoduna göre daha güvenilir 
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bulunmuştur. Fakat 100 µg/ml’nin altındaki dozlarda iki yöntem açısından 

fark olmadığı görülmektedir. 

 

4. Sitotoksisitenin Değerlendirilmesi (ATP metodu) 

 

 4.1. MDA-MB-231 İnsan Meme Kanseri Hücre Soyunda 

 4.1.1. MDA-MB-231 İnsan Meme Kanseri Hücrelerinin Zeytin 

Yaprağı Ekstresine Verdiği Yanıt 

 
Şekil-16: MDA-MB-231 insan meme kanseri hücrelerinde 72 saatlik ZYE 

uygulaması sonrası ATP metoduna göre doz-% canlılık eğrisi.  
 

             MDA-MB-231 insan meme kanseri hücrelerine, çeşitli 

konsantrasyonlarda ZYE (0-400 µg/ml) tek başına uygulandı. Uygulanan 

tedaviden 72 saat sonra % canlılık ATP metodu ile değerlendirildi. IC50 

(Hücre büyümesinin % 50’sini inhibe eden konsantrasyon) belirlendi. 25-400 

µg/ml dozlarında kontrole göre anlamlı inhibisyonlar gözlendi (p<0.05). 

Çalışmanın bundan sonraki deneylerinde yaklaşık IC50 dozu olan 50 

µg/ml ZYE, meme kanseri tedavisinde kullanılan epirubisin, doksorubisin ve 

dosetaksol ile kombine edilerek kullanıldı. Böylece ZYE ile ilaç 

kombinasyonlarının etkisi çalışıldı. 
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4.1.2. MDA-MB-231 İnsan Meme Kanseri Hücrelerinin Epirubisin 

ve Zeytin Yaprağı Ekstresine Verdikleri Yanıt  

 
Şekil-17: MDA-MB-231 insan meme kanser hücrelerinde 72 saatlik epirubisin 

ve epirubisin +ZYE uygulaması sonrası ATP metoduna göre doz-% canlılık 
eğrisi. Test İlaç Konsantrasyon (TİK) değerleri (epirubisin): % 200 TİK: 1 
µg/mL, % 100 TİK: 0,5 µg/mL, % 50 TİK: 0,25 µg/mL, % 25 TİK: 0,12 µg/mL, 
% 12.5 TİK: 0,06 µg/mL, % 6.25 TİK: 0.031 µg/mL, ZYE: 50 µg/mL.  
*: p<0.05 
 

MDA-MB-231 insan meme kanseri hücrelerine çeşitli % TİK 

dozlarında, epirubisin (% 200, % 100, % 50, % 25, % 12.5, % 6.25 TİK) tek 

başına ve ZYE (50 μg/ml) ile kombinasyonları uygulandı. Uygulanan 

tedaviden 72 saat sonra % canlılık MTT metodu ile değerlendirildi. 

Epirubisin tek başına uygulanması ile epirubisin + ZYE 

kombinasyonları karşılaştırıldığında (Şekil-17) aralarındaki farklılık tüm 

dozlarda istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0.05). 
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4.1.3. MDA-MB-231 İnsan Meme Kanseri Hücrelerinin 

Doksorubisin ve Zeytin Yaprağı Ekstresine Verdikleri Yanıt   

 
Şekil-18: MDA-MB-231 insan meme kanser hücrelerinde 72 saatlik 

doksorubisin ve doksorubisin +ZYE uygulaması sonrası ATP metoduna göre 
doz-% canlılık eğrisi. Test İlaç Konsantrasyon (TİK) değerleri (doksorubisin): 
% 200 TİK: 1 µg/mL, % 100 TİK: 0.5 µg/mL, % 50 TİK: 0.25 µg/mL, % 25 
TİK: 0.12 µg/mL, % 12.5 TİK: 0.06 µg/mL, % 6.25 TİK: 0.031 µg/mL, ZYE: 50 
µg/mL 
 

MDA-MB-231 insan meme kanseri hücrelerine çeşitli % TİK 

dozlarında, doksorubisin (% 200, % 100, % 50, % 25, % 12.5, % 6.25 TİK) 

tek başına ve ZYE (50 μg/ml) ile kombinasyonları uygulandı. Uygulanan 

tedaviden 72 saat sonra % canlılık MTT metodu ile değerlendirildi. 

Doksorubisin tek başına uygulanması ile doksorubisin + ZYE 

kombinasyonları karşılaştırıldığında sitotoksik etkiyi bir miktar arttırmış 

olmasına rağmen aralarındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı 

(p>0.05). 
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4.1.4. MDA-MB-231 İnsan Meme Kanseri Hücrelerinin Dosetaksol 

ve Zeytin Yaprağı Ekstresine Verdikleri Yanıt  

 
Şekil-19: MDA-MB-231 insan meme kanser hücrelerinde 72 saatlik 
dosetaksol ve dosetaksol +ZYE uygulaması sonrası ATP metoduna göre 
doz-% canlılık eğrisi. Test İlaç Konsantrasyon (TİK) değerleri (dosetaksol): % 
200 TİK: 22.6 µg/mL, % 100 TİK: 11.3 µg/mL, % 50 TİK: 5.65 µg/mL, % 25 
TİK: 2.8 µg/mL, % 12.5 TİK: 1.4 µg/mL, % 6.25 TİK: 0.7 µg/mL, ZYE: 50 
µg/mL *: p<0.05 
 

MDA-MB-231 İnsan meme kanseri hücrelerine çeşitli % TİK 

dozlarında, dosetaksol (% 200, % 100, % 50, % 25, % 12.5, % 6.25 TİK) tek 

başına ve ZYE (50 μg/ml) ile kombinasyonları uygulandı. Uygulanan 

tedaviden 72 saat sonra % canlılık MTT metodu ile değerlendirildi. 

Dosetaksol tek başına uygulanması ile dosetaksol + ZYE 

kombinasyonları karşılaştırıldığında % 200 TİK dozu hariç aralarındaki 

farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0.05 ). % 200 TİK dozunda 

farklılık bulunmaması her iki durumda da maksimum hücre ölümü 

gerçekleşmiş olmasına bağlandı. 
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4.2. MCF-7 İnsan Meme Kanseri Hücre Soyunda 

4.2.1. MCF-7 İnsan Meme Kanseri Hücrelerinin Zeytin Yaprağı 

Ekstresine Verdiği Yanıt 

 
Şekil-20: MCF-7 insan meme kanseri hücrelerinde 72 saatlik ZYE 

uygulaması sonrası ATP metoduna göre doz-% canlılık eğrisi.  
 

             MCF-7 insan meme kanseri hücrelerine, çeşitli konsantrasyonlarda 

ZYE (0-400 µg/ml) tek başına uygulandı. Uygulanan tedaviden 72 saat sonra 

% canlılık ATP metodu ile değerlendirildi. IC50 (Hücre büyümesinin % 50’sini 

inhibe eden konsantrasyon) belirlendi. 12.5-400 µg/ml dozlarında kontrole 

göre anlamlı inhibisyonlar saptandı (p<0.05). 

Çalışmanın bundan sonraki deneylerinde yaklaşık IC50 dozu olan 50 

µg/ml ZYE, meme kanseri tedavisinde kullanılan epirubisin, doksorubisin ve 

dosetaksol ile kombine edilerek kullanıldı. 
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4.2.2. MCF-7 İnsan Meme Kanseri Hücrelerinin Epirubisin ve 

Zeytin Yaprağı Ekstresine Verdikleri Yanıt   

 
Şekil-21: MCF-7 insan meme kanseri hücrelerinde 72 saatlik epirubisin ve 
epirubisin +ZYE uygulaması sonrası ATP metoduna göre doz-% canlılık 
eğrisi. Test İlaç Konsantrasyon (TİK) değerleri (epirubisin): % 200 TİK: 1 
µg/mL, % 100 TİK: 0.5 µg/mL, % 50 TİK: 0.25 µg/mL, % 25 TİK: 0.12 µg/mL, 
% 12.5 TİK: 0.06 µg/mL, % 6.25 TİK: 0.031 µg/mL, ZYE: 50 µg/mL,  
*: p<0.05 
 

MCF-7 insan meme kanseri hücrelerine çeşitli % TİK dozlarında, 

epirubisin (% 200, % 100, % 50, % 25, % 12.5, % 6.25 TİK) tek başına ve 

ZYE (50 μg/ml) ile kombinasyonları uygulandı. Uygulanan tedaviden 72 saat 

sonra % canlılık MTT metodu ile değerlendirildi. 

Epirubisin tek başına uygulanması ile epirubisin + ZYE 

kombinasyonları karşılaştırıldığında % 6.25 - % 12.5 TİK dozlarının 

aralarındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulunmakla beraber (p<0.05) 

epirubisin + ZYE kombinasyonunun % canlılığı MDA-MB-231’dekinin tam 

tersine arttırdığı görüldü. Diğer dozlarda her iki durumda da zaten maksimum 

ölüm gerçekleştiğinden aralarında fark gözlenmemiştir. 
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4.2.3. MCF-7 İnsan Meme Kanseri Hücrelerinin Doksorubisin ve 

Zeytin Yaprağı Ekstresine Verdikleri Yanıt   

 
Şekil-22: MCF-7 insan meme kanser hücrelerinde 72 saatlik doksorubisin ve 

doksorubisin + ZYE uygulaması sonrası ATP metoduna göre doz-% canlılık 
eğrisi. Test İlaç Konsantrasyon (TİK) değerleri (doksorubisin): % 200 TİK: 1 
µg/mL, % 100 TİK: 0.5 µg/mL, % 50 TİK: 0.25 µg/mL, % 25 TİK: 0.12 µg/mL, 
% 12.5 TİK: 0.06 µg/mL, % 6.25 TİK: 0.031 µg/mL, ZYE: 50 µg/mL, *: p<0.05 
 

MCF-7 İnsan meme kanseri hücrelerine çeşitli % TİK dozlarında, 

doksorubisin (% 200, % 100, % 50, % 25, % 12.5, % 6.25 TİK) tek başına ve 

ZYE (50 μg/ml) ile kombinasyonları uygulandı. Uygulanan tedaviden 72 saat 

sonra % canlılık MTT metodu ile değerlendirildi. 

Doksorubisin tek başına uygulanması ile doksorubisin + ZYE 

kombinasyonları karşılaştırıldığında % 6.25 - % 12.5 - % 25 TİK dozlarında 

doksorubisin + ZYE kombinasyonunun % canlılığı epirubisinde olduğu gibi 

arttırdığı görüldü (p<0.05).  
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4.2.4. MCF-7 İnsan Meme Kanseri Hücrelerinin Dosetaksol ve 

Zeytin Yaprağı Ekstresine Verdikleri Yanıt   

 
Şekil-23: MCF-7 insan meme kanser hücrelerinde 72 saatlik dosetaksol ve 

dosetaksol + ZYE uygulaması sonrası ATP metoduna göre doz-% canlılık 
eğrisi. Test İlaç Konsantrasyon (TİK) değerleri (dosetaksol): % 200 TİK: 22.6 
µg/mL, % 100 TİK: 11.3 µg/mL, % 50 TİK: 5.6 µg/mL, % 25 TİK: 2.8 µg/mL, 
% 12.5 TİK: 1.4 µg/mL, % 6.25 TİK: 0.7 µg/mL, ZYE: 50 µg/mL 
 

MCF-7 insan meme kanseri hücrelerine çeşitli % TİK dozlarında, 

dosetaksol (% 200, % 100, % 50, % 25, % 12.5, % 6.25 TİK) tek başına ve 

ZYE (50 μg/ml) ile kombinasyonları uygulandı. Uygulanan tedaviden 72 saat 

sonra % canlılık MTT metodu ile değerlendirildi. 

Dosetaksol tek başına uygulanması ile dosetaksol + ZYE 

kombinasyonları karşılaştırıldığında aralarındaki farklılık istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmadı (p>0.05). Bunun nedeni uygulanan tüm dozlarda ve 

gruplarda zaten maksimum hücre ölümünün gerçekleşmiş olmasıdır. 

Buraya kadar, sonuç olarak ilaçların ZYE ile kombinasyonunun MDA-

MB-231 hücrelerinde ölüm oranını daha da arttırır iken MCF-7 hücrelerinde 

tam tersine ölümden koruyucu etki gösterdiği bulundu. 
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5.M30 Antijen Metoduyla Apoptotik Etkinin Değerlendirilmesi 

5.1.MDA-MB-231 İnsan Meme Kanseri Hücre Soyunda 

Epirubisin, Doksorubisin, Dosetaksol, ve Zeytin Yaprağı Ekstresi 

Uygulaması 

 
Şekil-24: MDA-MB-231 insan meme kanseri hücrelerinde 72 saatlik 

epirubisin, doksorubisin dosetaksol, ve ZYE uygulaması sonrası kaspazla 
kırılmış sitokeratin 18 (M30 Antijen) düzeyleri. MO: yaşam için pozitif kontrol, 
ZYE: Zeytin yaprağı ekstresi 50 µg/ml, Epi % 200 TİK: Epirubisin % 200 TİK: 
1 µg/mL, Dokso % 200 TİK: Doksorubisin % 200 TİK: 1 µg/mL, Dose % 200 
TİK: Dosetaksol % 200 TİK: 22.6 µg/mL 
 

             Şekil-24’te görüldüğü gibi kullanılan hiçbir dozda veya ilaçta MO 

(kontrol) grubuna göre anlamlı M30 artışı izlenmedi. Oysa, bu dozlarda hücre 

ölümü mikroskobik değerlendirmede net olarak görülmekteydi. Bu bulgu, 

ölümün apoptozis ile değil nekrozis ile gerçekleştiğini düşündürmektedir. 
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5.2. MCF-7 İnsan Meme Kanseri Hücre Soyunda Epirubisin, 

Doksorubisin, Dosetaksol ve Zeytin Yaprağı Ekstresi Uygulaması 

 
Şekil-25: MCF-7 insan meme kanseri hücrelerinde 72 saatlik epirubisin, 
doksorubisin, dosetaksol ve zeytin yaprağı ekstresi uygulaması sonrası 
kaspazla kırılmış sitokeratin 18 (M30 Antijen) düzeyleri. MO: Maksimum 
yaşam, ZYE: Zeytin yaprağı ekstresi 50 µg/ml, Epi % 100 TİK: Epirubisin % 
100 TİK: 1 µg/mL, Dokso % 100 TİK: Doksorubisin % 100 TİK: 1 µg/mL, 
Dose % 100 TİK: Dosetaksol % 100 TİK: 22.6 µg/mL 
 

             % 100 TİK dosetaksol (%337.8) ve % 100 TİK dosetaksol +ZYE 

kombinasyonunda (%265) M30 antijen artışı tespit edilmiştir. 
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6. Western Blotting Sonuçları 

 

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

Şekil-26: 30 saatlik ilaç uygulaması sonrası western blot yöntemiyle PARP, 
kaspaz-3 ve β-aktin tayini. 1 – Kontrol, 2 – ZYE (50 ug/ml), 3 – Epirubisin % 
25 TİK, 4 – Epirubisin + ZYE (% 25 TİK+ 50 ug/ml), 5 – Dosetaksel % 25 TİK, 
6 – Dosetaksol + ZYE (% 25 TİK+ 50 ug/ml), PARP – 116 kDa, kırılmış 
PARP – 89 kDa, Prokaspaz-3 – 35 kDa  
              

             Hücre ölümlerinin apoptozis ile olup olmadığının kontrolü western 

blot ile PARP kırılması metoduyla çalışıldı. Buna göre, MDA-MB-231 ve 

MCF-7 insan meme kanseri hücre soylarında 30 saatlik ilaç uygulaması 

sonrası Western blot yöntemiyle PARP kırılması değerlendirildi. MDA-MB-

231 hücrelerinde kontrol, epirubisin, ZYE ve epirubisin + ZYE gruplarında 

PARP kırılması izlenmemiştir. Bu da MDA-MB-231 hücrelerinin apoptozis ile 

ölmediğini göstermektedir. MCF-7 hücrelerinde kontrolde ve ZYE uygulaması 

sonrasında PARP kırılması gözlenmezken, epirubisin ve dosetaksolün hem 

tek başlarına hem de ZYE ile kombinasyonlarında PARP kırılması 

gözlenmiştir. Bu da MCF-7’de hücre ölümlerinin apoptozis ile gerçekleştiğini 

göstermektedir. 

MDA-MB-231 Prokaspaz-3 

PARP 

    1               2              3                4              5               6 

β-aktin 

MCF-7 Prokaspaz-3 

PARP 

Kırılmış PARP 

β-aktin 
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7.Real Time PCR Sonuçları 

7.1. MDA-MB-231 İnsan Meme Kanseri Hücre Soyunda 

 
Şekil-27: MDA-MB-231 hücre soyunda 14 saatlik ilaç uygulaması sonrası 

RT-PCR sonuçları 
 

                Gen ekspresyonlarında 3 kattan fazla artışlar, anlamlı artış olarak 

kabul edilmiştir. ZYE ile anlamlı artışlar sırası ile HRK (proapoptotik), FASLG 

(proapoptotik), BIK (proapoptotik) ve BCL2L10 (antiapoptotik) gen 

ekspresyonlarında görülmüştür. Epirubisin ile ZYE kombinasyonunda bu 

artışların gerilediği saptanmıştır (Şekil-27). 
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7.2. MCF-7 İnsan Meme Kanseri Hücre Soyunda 

 
Şekil-28: MCF-7 hücre soyunda 14 saatlik ilaç uygulaması sonrası RT-PCR 
sonuçları 
 

             Epirubisin ile anlamlı artışlar sırası ile FASLG (proapoptotik), 

BCL2L10 (antiapoptotik), HRK (proapoptotik) ve BAX (proapoptotik) gen 

ekspresyonlarında görülmüştür. Epirubisin ile ZYE kombinasyonunda gen 

ekspresyonlarında anlamlı artışlar saptanmamıştır. Üstelik epirubisinin tek 

başına FASLG’da yarattığı aşırı artışın, kombinasyon halinde dramatik 

azaldığı görülmektedir. Bu azalma ZYE’nin MCF-7 hücrelerinde sitotoksisiteyi 

azaltıcı etkisi (Şekil-21 ve 22) ile uyumlu bulunmuştur. 
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TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

 

             Akdeniz diyeti sebze, meyve ve balık açısından zengin, sağlıklı bir 

diyet modeli olarak bildirilmiştir. Bu diyette ağırlıklı olarak zeytinyağı tüketimi 

doymuş yağ asitlerinden fakir, tekli doymamış yağ asitlerinden zengin bir 

içerik sunar.(149,150) Biyoaktif fitokimyasallardan zengin içeriğiyle yüksek 

koruyucu potansiyel gösterir ve epidemiyolojik çalışmalar kardiyovasküler 

hastalıklar ve kansere karşı koruyucu etkisi olduğuna dair kanıtlar 

sunmaktadır.(151,152) Epidemiyolojik çalışmalar Akdeniz diyeti tüketen 

kişilerde bazı kanser tiplerinin özellikle meme, deri ve kolon kanserinin diğer 

populasyonlardan daha düşük insidansı olduğunu göstermektedir (153). 

Zeytin yaprağı ekstrelerinin antikanser, antioksidatif, antiinflamatuar ve 

antimikrobiyal aktiviteleri olduğu çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir (154-157). 

Polifenollerin özellikle oleuropeinin doğal kaynağı olan zeytin yaprağı 

ekstreleri sağlık için potansiyel faydalı kabul edilmektedir. Ayrıca zeytin 

yaprağı ve sızma zeytinyağından gelen fenolik karışımın ana bileşeni olarak 

kullanılan OL’in bazı meme kanseri hücre hatlarına (MCF-7, SKBR3) karşı 

antiproliferatif etkileri gösterilmiştir (135,145,158,169). Antioksidan olarak 

polifenoller, hücreleri oksidatif hasara karşı korur ve son derece etkili 

kemopreventif ajanlar gibi hareket ederler (160-162). OL zeytindeki en fazla 

fenolik bileşik olarak kanser hücresinin büyümesini, motilitesini ve 

invazivliğini inhibe eder (129). OL direkt antitümör etkiler yapar ve kanser 

gelişiminin çeşitli aşamalarında etkili yeni bir sınıf anti-kanser bileşik olarak 

düşünülmektedir (129). Fenollerin farklı hücre içi etkileşimlerle tümör 

hücrelerinde apoptozis indüksiyonu ve proliferasyon inhibisyonu yaparak 

kanser hücresi gelişimini yavaşlatması mümkündür (162).  

             Bizim çalışmamızda MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri 

hücre soyları kullanılarak ZYE ve meme kanseri kemoterapisinde kullanılan 

epirubisin, doksorubisin ve dosetaksol ile kombinasyonlarının sitotoksik 

etkileri değerlendirildi. Yaptığımız literatür taramasında ZYE’nin kemoterapi 

ilaçları ile kombinasyon çalışmasına rastlamadık. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814611002822#ref_b0165
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             Jaouad ve ark.’nın (163) yaptıkları bir çalışmada HL60 (İnsan 

promiyelositik lösemi hücreleri) hücrelerine 72 saat süreyle ZYE, OL ve 

luteolin ile tedavi uygulanmış ve trifan mavisi canlılık testi ile konsantrasyon 

bağımlı olarak tümör hücre canlılığının azaldığı gösterilmiştir. Bu çalışmada 

OL IC50 dozu 170 µM bulunmuştur. DNA fragmantasyon deneyi ile hücre 

ölüm tipine baktıklarında OL (40-640 µM) ile tipik bir DNA fragmantasyonu 

gözlenmemiştir. Hücreler DNA degradasyonu olmadan da apoptotik uyarı 

sonucu ölebilirler. Akridin orange ve etidyum bromid boyamasında her üç 

kimyasalın da apoptozis yoluyla etki ettikleri gösterilmiştir. 

             Stefania ve ark.’nın (164) T-47D ve MCF-7 insan meme kanseri 

hücre soylarında OL ve asetillenmiş türevleri ile yaptıkları bir çalışmada T-

47D hücrelerinde 72 saatlik tedavi sonrası trifan mavisi canlılık testi ile doz 

bağımlı (1-100 µM) hücre proliferasyonunun inhibisyonu gözlenmiştir. MCF-7 

hücrelerinde OL etkisi görülmezken sadece asetillenmiş türevlerinin 

inhibisyon etkisi gözlenmiştir. Bu çalışmada OL’in asetillenmiş türevlerinin 

serbest haline göre, meme kanseri hücre proliferasyonu inhibisyonu ve 

antioksidan olarak daha güçlü etki gösterdikleri saptanmıştır. Akım sitometri 

ile yapılan hücre siklusu analizlerinde T-47D hücrelerinde OL ve asetillenmiş 

türevlerinin G0/G1 fazında minimal blok yaptıkları, MCF-7 hücrelerinde ise 

sadece 2 asetillenmiş türevinin G2/M fazında blok yaptıkları gösterilmiştir (72 

saat 100 µM).   

             SW-620 insan kolon adenokarsinoma hücre soyunda MTT 

metoduyla 10 µM dozdan itibaren OL’in 72 saatlik tedavisinde antiproliferatif 

etkisi bulunmuştur (165). HT-29 hücre dizisinde ise 72 saatlik OL tedavisi 

sonrası antiproliferatif etki saptanmamıştır. Bu farklılığı SW-620 hücrelerinin 

K-ras mutasyonu olmasına (166) böylece apoptozis indüksiyonuna hassas 

olmasına bağlamışlardır (165). 

             Zouhaier ve ark’nın (167) MCF-7 insan meme kanseri hücre soyunda 

yaptıkları bir çalışmada ZYE’nin hücreleri doz bağımlı bir şekilde inhibe ettiği 

nötral kırmızı birikim testi ve MTT metoduyla gösterilmiştir. ZYE’nin insan 

meme adenokarsinoma hücrelerini G1 fazında durdurduğu hücre siklusu 

analizi ile saptanmıştır (48 saat 2000-2400-2800 µg/ml). ‘Western blotting’ 
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analizlerinde 2200 μg/ml ZYE’nin 48 saat sonrasında siklin D1 

ekspresyonunda azalmaya neden olduğu bulunmuştur. Bu azalmış 

ekspresyon (peptidil-prolil izomeraz) Pin1’in azalmasının sonucu olduğunu 

belirtmişlerdir. Pin1’in siklin D1 ekspresyonunu transkripsiyon faktör c-jun 

aracılığıyla kontrol ettiği ve c-jun ekspresyonunun ZYE tedavisi sonrası arttığı 

gösterilmiştir. 

             Çalışmamızda ZYE’nin MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri 

hücre soylarında ATP metoduyla doz bağımlı olarak tümör hücre canlılığını 

azalttığını tespit ettik. MDA-MB-231 hücre soyunda epirubisin ve 

dosetaksolün tek başlarına kullanımı ile ZYE ile kombinasyonları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulundu (p<0.05). Bu durum kemoterapötik 

ilaçların istenmeyen yan etkilerinden korunmada önemli olabilir. Çünkü düşük 

dozların ZYE ile kombinasyonunun etkili sitotoksik yanıtlara neden olduğu 

görüldü. Özellikle MDA-MB-231 hücre soyunun invaziv karakterli olduğu göz 

önüne alındığında bu önem daha da artmaktadır. Fakat MDA-MB-231’deki 

etkiye zıt olarak MCF-7 hücrelerinde ZYE ile kombinasyon tedavisinin tümör 

hücre canlılığını arttırdığını tespit ettik. ZYE’nin, MCF-7 hücrelerinde 

epirubisin ile kombine edildiğinde epirubisinin etkinliğini azalttığı görüldü. 

ZYE’nin bu etkisi gen ekspresyonu çalışmasında da doğrulanmıştır. Nitekim 

epirubisin ile 100 kat artan FasLG ekspresyonu (apoptozis artışı), ZYE ile 

kombine edilmesi halinde dramatik azalmıştır. 

             ZYE’nin her iki hücre soyunda sitotoksik etki göstermesine rağmen 

yaptığımız M30 antijen deneyinde apoptozis belirteci olan M30 düzeylerini 

arttırmadığı gözlenmiştir. Bu sonuçlar da sitotoksik etkinin apoptozisten değil 

nekrozisten kaynaklandığını düşündürmektedir. Nitekim Western blot 

analizlerinde ne MCF-7 ne de MDA-MB-231 hücrelerinde diğer bir apoptozis 

belirteci olan kırılmış PARP gözlenmedi. Böylece ZYE’nin tek başına etkisinin 

nekrozis ile gerçekleşmekte olduğunu düşünmekteyiz. MDA-MB-231 

hücrelerinde epirubisin ve dosetaksolün tek başlarına ve ZYE ile 

kombinasyonlarında kırılmış PARP gözlendi. Bu bulgu epirubisin ve 

dosetaksolün apoptozis ile ölüme yol açtığını göstermektedir. Ayrıca her iki 

hücre soyunda da prokaspaz-3 tespit edilmesine rağmen diğer bir apoptozis 



64 

 

belirteci olan aktif kaspaz-3’e rastlanmadı. MCF-7 hücrelerinde normalde 

kaspaz-3 eksikliği olduğu bilinmektedir (168). Bununla birlikte birçok 

araştırmada da MCF-7 hücrelerinde kaspaz-3 varlığı gösterilmiştir (169-177). 

O yüzden bu bulgu MCF-7 için sürpriz olmamıştır. Fakat MDA-MB-231’de 

bulunmamış olması ölümlerin nekrotik karakterde olduğunu göstermektedir. 

Nitekim MDA-MB-231’de PARP kırılması da gözlenmemiştir. Tüm bu 

sonuçlar göz önüne alındığında ZYE’nin hücreleri MDA-MB-231’de 

apoptozisle öldürmediğini göstermektedir. Muhtemelen ölüm nekrozis ile 

gerçekleşmektedir. RT-PCR sonuçlarına bakıldığında MDA-MB-231 

hücrelerinde 14 saatlik ilaç uygulaması sonrası ZYE ile antiapoptotik olan 

BCL2L10, proapoptotik olan BIK, FASLG ve HRK genlerinde artış olduğu 

saptandı. Fakat bu artış miktarları muhtemelen apoptozis için yeterli olmadı. 

Yani biyolojik bir anlamlılık ifade etmemektedir. MCF-7 hücrelerinde de 

apoptozis ile uyumlu bir gen ekspresyon artışına rastlanmadı. Gen 

düzeyindeki bu bulgular da ayrıca MCF-7 hücrelerinde ZYE’nin neden olduğu 

ölüm modunun apoptozis ile gerçekleşmediğini doğrulamaktadır. Epirubisin 

ile anlamlı artışlar sırası ile FASLG (proapoptotik), BCL2L10 (antiapoptotik), 

HRK (proapoptotik) ve BAX (proapoptotik) gen ekspresyonlarında 

görülmüştür. Epirubisin ile ZYE kombinasyonunda gen ekspresyonlarında 

artış saptanmamıştır. Bu da ZYE’nin MCF-7 hücrelerinde epirubisinin etkisini 

bozduğunu göstermektedir. 

             Zeytinyağı polifenollerinin östrojen ve antagonisti tamoksifen gibi 

hidroksil grubu olan aromatik halkası mevcuttur. Bu özellik potansiyel olarak 

gözlenen antiöstrojenik etkiden sorumlu olabilir (178). HT ve OL’nin 10-75 

µM dozlarında kullanımında [3H]timidin bağlanma testi ile östrojenin 

indüklediği proliferasyonun doz bağımlı inhibisyonu saptanmıştır. Aynı 

zamanda OL’nin östrojenin indüklediği ERK1/2 aktivasyonunu bloke ettiği de 

gösterilmiştir (159). Bu bulgular bizim çalışmamızda MCF-7 hücrelerinde 

OL’in epirubisinin sitotoksik etkisini neden bozduğunu da açıklayabilir. Çünkü 

proliferasyonu azalmış hücrelerin ölümü de zorlaşır. Bilindiği gibi anti-kanser 

ilaçlar proliferasyonu hızlı hücrelerde etkindirler. 
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              MCF-7, SKBR3 ve JIMT-1 meme kanseri hücre dizilerinde ZYE’nin 

10-1000 µg/ml dozları arasında yapılan bir çalışmada 72 saat sonrasında 

MTT metoduyla doz bağımlı inhibisyon görülmüştür (179). 

            Aköz zeytin yaprağı kurutulmuş ekstraktı “AOLE” (209, 178, 66 

µg/mL) ve metanol zeytin yaprağı ekstraktı “MOLE”nin (174, 510, 175 µg/mL) 

MCF-7, T-24 (insan üriner mesane karsinomu) ve BBCE (insan endotelyal 

hücreleri) hücrelerinde proliferasyon inhibisyonu yaptığı saptanmıştır (158). 

             MCF-7 hücrelerinde 48 saat % 0.1 ZYE tedavisi sonrası kanser 

hücresi proliferasyonunun kontrol hücrelerine göre % 60 inhibe olduğu 

gösterilmiştir. OL ve HT ile zaman ve konsantrasyon bağımlı olarak hücre 

inhibisyonu gözlenmiştir. MCF-7 hücrelerinde 3, 6 ve 12 saatlik 200 μg/mL 

OL ya da 50 μg/mL HT tedavisi sonrası multikaspaz deneyi yapılmıştır. Her 

iki ajanın da kontrol hücreleri ile karşılaştırıldığında kaspaz aktivasyonunu 

zaman bağımlı olarak indüklediği saptanmıştır. MCF-7 hücrelerinin OL ve HT 

ile tedavisi sonrası apoptotik hücre ölümü hücre siklusunun G1 fazında bloke 

edilmesiyle saptanmıştır. MCF-7 hücreleri 100 μg/mL OL ve 25 μg/mL HT ile 

tedavi edilmiş. 24 saat sonrasında OL’de % 41.1, HT’de % 45.7 G1 fazında 

hücre siklusu arresti bulunmuştur (145). Bu bulgular bizim bulgulara terstir. 

Muhtemelen ekstrakt hazırlama yöntemindeki farklılıklar bu duruma neden 

olabilir. 

            OL normal insan deri fibroblastları (NL-Fib) ve tümör hücrelerinde 

(LN-18, zayıf diferansiye glioblastoma; TF-1a, eritrolösemi; 786-O, renal 

hücreli adenokarsinoma; T-47D, meme infiltratif duktal karsinoma-plevral 

efüzyon; RPMI-7951, deri malign melanoma lenf nodu metastazı; ve LoVo, 

kolorektal adenokarsinoma-supraklavikular bölge metastazı) % 0.005–0.025 

dozlarında 5 günlük tedavi sonrası CellTiter MTS hücre proliferasyon kiti ile 

hücre proliferasyonlarına bakıldığında doz bağımlı inhibisyon gözlenmiştir. 

Hücre migrasyon deneyi ile % 0.01 OL ile hücre motilitesinin inhibe olduğu 

gösterilmiştir (129). Kendiliğinden yumuşak doku sarkomu gelişen İsviçre 

albino farelerinde yapılan bir deneyde % 1 oleuropein içeren içme suyu 

verildiğinde tümörde gerileme görülmüştür. OL hücre büyümesini, motilitesini 

ve invazivliğini inhibe eder. Aktin hücre iskeletinin bozulmasıyla bağlantılı 
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olarak hücre yuvarlanmasını indüklediği gösterilmiştir (180). OL’in 2 saat 

içinde canlı hücrelerin aktin iskeletini bozduğu gösterilmiştir.  

              Rida ve ark.’nın (181) Jurkat lösemik hücre soyunda yaptıkları bir 

çalışmada Bcl-2, Bax ve p53 proteinlerine Western blot ile baktıklarında ZYE 

ile bu proteinlerin ekspresyonlarında değişiklik olmadığı görülmüştür. ZYE’nin 

antiproliferatif etkisini farklı bir apoptotik yolak üzerinden gerçekleştirdiği 

düşünülmektedir (181). Ya da ölüm modu apoptozis değil nekrozis olabilir. 

             B16 fare melanoma hücre soyunda 1.25 mg/ml ZYE uygulaması 

sonrası yapılan RT-PCR analizlerinde kaspaz-3, 8 ve 9’un gen 

ekspresyonlarında azalma, immünoblot analizinde ise Bcl-2 ve Bcl-XL’de 

artma, Bcl-XL antagonisti olan p53 ve Bim’de azalma saptamışlardır. ZYE 

uygulanan hücrelerde aktif kaspaz-3 ekspresyonunun azalmasının Bim ve 

p53’ün Bcl-2’yi bloke etmesindeki yetersizlik ile ilişkili olabileceği 

düşünülmüştür (182). 

            OL kanser ilerlemesinin birçok adımını hedef alan yeni bir sınıf anti-

kanser ilaç olarak önerilmektedir. Antioksidan olarak onkogeneze neden olan 

genetik hasardan hücreleri korur. Anti-anjiogenik olarak tümör progresyonunu 

önler. Son olarak kanser hücrelerini inhibe ederek tümör gerilemesini sağlar. 

Tüm bu özelliklerin tek bir moleküldeki eşsiz kombinasyonu, OL aktif kanser 

ilaçları ile birlikte diyet bileşeni olarak insan çalışmalarında kullanılmaya 

değer gözükmektedir (129). 

             Sonuç olarak in vitro sonuçların ümit verici sitotoksik etkiyi telkin 

etmesi nedeni ile OL’in anti-kanser ajanlarla kombine edilmesi ile ilgili olarak 

hayvan çalışmalarının yapılmasının faydalı olabileceği düşünülmüştür. Daha 

önemli olarak, fenotipik farklılığa bağlı olarak OL’in anti-kanser ilaçların 

etkisini bozabileceği ya da artırabileceği düşünülmüştür. 
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                                          KISALTMALAR                                         Ek: 1 
 

 
Aİ                  : Aromataz inhibitörleri  
AJCC            : American Joint Commitee On Cancer 
Apaf 1           :Apoptozis proteaz aktive edici faktör 1                                                         
BRCA-1  : Breast Cancer Resistance Protein 1 
BRCA-2  : Breast Cancer Resistance Protein 2 
CA                  Siklofosfamid-Doksorubisin  
CA 15-3 : Karbonhidrat Antigen 15-3 
CA-549  : Karbonhidrat Antijen 549 
CA 27.29      : Cancer antijen 27.29 
CEA  : Karsino Embriyonik Antigen 
CK18            : Sitokeratin 18  
CMF              : Siklofosfamid-metotreksat-5-Florourasil 
EBV               : Ebstein-Barr virüsü  
EGF               : Epidermal growth factor  
EGFR   : Epidermal Büyüme Faktör Reseptör 
ER                 : Östrojen reseptör 
FAC               : 5-Florourasil-Doksorubisin-Siklofosfamid 
FADD            : Fas adapter protein with a death domain 
FEC  : 5-Florousali-Epirubisin-Siklofosfamid 
GnRH           : Gonadotropin salgılatıcı hormon  
HPV              : İnsan papilloma virüsü  
HRT              : Hormon replasman tedavisi  
HT                : Hidroksitirosol 
LHRH            : Lüteinizan hormon salgılatıcı hormon   
MCA   : Mücin-like Carsinoma Associated Antigen 
MI   : Minimum yaşam 
MO   : İlaç uygulanmamış kontrol hücreleri 
MTT  : Metiltiazoltetrazolium  
OKS   : Oral Kontraseptif 
OL                 : Oleuropein 
PR                : Progesteron reseptör 
RLU              : Rölatif ışık ünitesi 
RT-PCR : Eş zamanlı-polimeraz zincir reaksiyonu 
STL               : Sitotoksik T lenfositler 
SDS              : Sodyum Dodecyl Sülfat  
TAM              : Tamoksifen  
TGF alpha    : Transforming growth factor alpha  
TİK    : Test İlaç Konsantrasyon 
TNFR            : Tümör Nekrozis Faktor Reseptor  
TNM              : Tümör-nod-metastaz 
TPA  : Doku Polipeptid Antigen 
TRADD         : TNFR adapter protein with a death domain 
UICC             : Union İnternational Contre Cancere 
WHO             : Dünya Sağlık Örgütü 
ZYE               :Zeytin yaprağı ekstresi 
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