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ÖZET 

DOKTORA TEZİ 

İNSAN MEME KANSERİ HÜCRE HATTINDA (MCF-7) AKT İNHİBİTÖRÜNÜN 
APOPTOZİS ÜZERİNE ETKİSİ 

Ahmet KARAKUŞ 

Danışman: Prof. Dr. Orhan ERDOĞAN 

Amaç: Bu çalışmada, AKT fosforilasyonunu inhibe eden bir benzimidazol bileşiği olan AKT 
inhibitörü-IV (5-(2-Benzotiazolil)-3-etil-2-[2-(metilfenilamino)etenil]-1-fenil-1H-
benzimidazolyum iyodür)’ün MCF-7 insan meme kanseri hücre hattı üzerine sitotoksik ve 
apoptotik etkilerinin meme kanseri tedavisinde kemoterapötik ilaç olarak kullanılan 
tamoksifenle kıyaslanarak belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Yöntem: Amacımız kapsamında, MCF-7 hücreleri hücre kültür ortamında çoğaltıldı ve 
etkilerini araştırmak istediğimiz AKT inhibitörü-IV’ün 0,1, 1, 1,5, 2,5 ve 5 µM’lık 
konsantrasyonları ve tamoksifenin 5, 10, 25 ve 50 µM’ lık konsantrasyonları ile muamele 
edildi. Ardından yapılan MTT testi ile MCF-7 hücrelerinin % canlılık oranları ve uygulanan 
her iki test örneği de gruplarının IC50 değerleri belirlenmiştir. Sonrasında test bileşiklerinin 
apoptotik hücre ölümü üzerine etkisi kolorimetrik olarak CDDE yöntemi ile analiz edilmiştir. 
Test bileşiklerinin apoptotik yolaklarda görev alan AKT, BCL-2, BAX ve Kaspaz-3 gen 
ekspresyonları üzerine etkisi ise Real-Time PCR yöntemi ile değerlendirilmiştir.    

Bulgular: AKT inhibitörü-IV ve tamoksifen uygulanan MCF-7 hücrelerinde hücre canlılığının 
doza bağımlı olarak azaldığı belirlenmiştir. IC50 değerleri AKT inhibitörü-IV için 1,1 µM, 
tamoksifen için ise 5,2 µM olarak hesaplanmıştır. MCF-7 hücrelerine uygulanan tedaviler 
apoptoz oranını önemli oranda artırmıştır. Apoptozun kolorimetrik değerlendirmesi sonucunda 
AKT inhibitörü-IV ve tamoksifen uygulanan hücrelerde kontrol grubu hücrelerine kıyasla 
apoptozun sırasıyla 5,9 ve 3,65 kat arttığı gözlenmiştir. Ayrıca her iki tedavi grubunda da, BCL-
2 ve AKT gen ifadesini azaldığı, BAX ve Kaspaz-3 gen ifadelerinin arttığı belirlenmiştir. 

Sonuç: Kanser tedavisinde son yıllarda yeni teröpatiklerin keşfi ve etkinliğinin araştırılması 
önem arz etmektedir. Bu çalışma ile AKT inhibitörü-IV’ün in vitro ortamda MCF-7 hücreleri 
üzerinde güçlü sitotoksik etkinliğe sahip olduğu, hücreleri apoptotik hücre ölümüne 
yönlendirdiği ve bazı apoptotik gen ekspresyonları üzerinde önemli etkilere sahip olduğu 
sonucuna varılmıştır.  

Anahtar Kelimeler: meme kanseri, AKT inhibitörü-IV, tamoksifen,  sitototoksisite, apoptozis. 

Şubat 2022, 96 sayfa 
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ABSTRACT 

DOCTORAL DISSERTATION 

EFFECT OF AKT INHIBITOR ON APOPTOSIS IN HUMAN BREAST CANCER 
(MCF-7) CELL LINE 

Ahmet KARAKUŞ 

Supervisor: Prof. Dr. Orhan ERDOĞAN 

Purpose: In this study, it was aimed to determine the cytotoxic and apoptotic effects of AKT 
inhibitor-IV, a benzimidazole compound that inhibits AKT phosphorylation, on MCF-7 human 
breast cancer cell line by comparing with tamoxifen, which is used as a chemotherapeutic drug 
in the treatment of breast cancer. 

Method: Within the scope of our purpose, MCF-7 cells were grown in cell culture medium and 
treated with various concentrations AKT inhibitor IV (0,1, 1, 1,5, 2,5 and 5 µM) and tamoxifene 
(5, 10, 25 and 50 µM). Changes in cell viability percentges of AKT inhibitor-IV and tamoxifen 
treated MCF-7 cells were determined by MTT assay, and half maximal inhibitory 
concentrations (IC50) calculated. Afterwards, the effect of test compounds on apoptotic cell 
death was analyzed colorimetrically by CDDE method. The effect of test compounds on the 
expression of AKT, BCL-2, BAX and Caspase-3 genes involved in apoptotic pathways was 
evaluated by Real-Time PCR method. 

Findings: It was determined that the cell viability decreased in a dose-dependent manner in 
MCF-7 cells treated with AKT inhibitor-IV and tamoxifen, and the IC50 values were calculated 
as 1,1 µM for AKT inhibitor-IV and 5.2 µM for tamoxifen. Both test samples applied to MCF-
7 cells significantly increased the rate of apoptosis. As a result of the colorimetric evaluation of 
apoptosis, it was observed that apoptosis increased 5.9 and 3.65 times, respectively, in AKT 
inhibitor-IV and tamoxifen-treated MCF-7 cells compared to control group cells. In addition, it 
was determined that BCL-2 and AKT gene expression decreased and BAX and Caspase-3 gene 
expressions increased in both treatment groups. 

Results: In the treatment of cancer, it is important to discover new therapeutic agents and to 
investigate their efficacy in recent years. With this study, it was concluded that AKT inhibitor-
IV has strong cytotoxic activity on MCF-7 cells in vitro, directs cells to apoptotic cell death and 
has significant effects on some apoptotic gene expressions. 

Keywords: breast cancer, AKT inhibitor IV, tamoxifen, cytotoxicity, apoptosis. 

February 2022, 96 pages 
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GİRİŞ 

Kanser 

Kanser, bir doku veya organdaki hücrelerin düzensiz olarak bölünüp çoğalmasıyla ve 

sonrasında genellikle vücudun diğer dokularına metastazı ile karakterize olan bir hastalıktır 

(Jackson and Loeb 2001). 

Yapılan bilimsel çalışmalar kanserin genetik kökenli bir hastalık olduğunu ve 

deoksiribonükleik asit (DNA)’te meydana gelen mutasyonlardan kaynaklandığını ortaya 

koymaktadır. DNA’da meydana gelen bu mutasyonlar kanser hücrelerinin, normal hücrelerde 

bulunan düzenli ve kontrollü bir şekilde büyümeyi ve çoğalmayı sağlayan mekanizmalardan 

kaçarak kendi hayatta kalma mekanizmalarının oluşumuna neden olmaktadır. DNA’da 

mutasyonların oluşmasının akabinde, tümör başlangıcı, tümör oluşumu, malignansi dönemi ve 

tümör metastazı olmak üzere temel olarak dört farklı süreç meydana gelir (Hahn and Weinberg 

2002). Tümör başlangıcı, fiziksel ve kimyasal faktörler ile DNA arasındaki etkileşimlerin 

sonucunda DNA’da meydana gelen genetik değişimler ile tetiklenir. Bu genetik değişimler geri 

dönüşümsüz olup bu değişikliğe sahip hücrelerin malign (kötü huylu) olma olasılığı normal 

hücrelere kıyasla daha fazladır. DNA’sında mutasyon taşıyan hücrelerin, hücre bölünmesi 

sırasında tümör baskılayıcı genleri veya DNA tamir mekanizmasında rol alan proteinleri 

kodlayan genleri inaktif hale getirebilecek yeni mutasyonlar oluşturma ihtimali oldukça 

yüksektir. Oluşan bu mutasyonlar ise genomik stabilizasyonun bozulmasına ve akabinde kanser 

oluşumuna yol açabilmektedir (Hanahan and Weinberg 2000; Ueno et al. 2003; Bayrak 2010). 

Oldukça karmaşık bir sürece sahip olan kanserin günümüzde kesin bir tedavisi 

bulunmamaktadır. Kanser tedavisinde başta radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi yöntemler 

kullanılmakla beraber bunlara ek olarak hedefe yönelik ilave uygulamalar (beslenme 

alışkanlıklarının düzenlenmesi, spor ve stressiz bir yaşam tarzı, hedefe yönelik ilaçlar gibi) 

tedavinin başarısı için önemlidir (Huang et al. 2010; Nettore et al. 2018; Serda et al. 2018). 

Kanserin Tarihçesi 

Kanseri ilk olarak tıbbın babası olarak bilinen Yunan hekim Hipokrat (M.Ö. 460-370) 

Yunanca’da yengeç anlamına gelen “karkinos” olarak tanımlamıştır. Daha sonra Romalı hekim 

Celsus (M.Ö. 28-50) bu kelimeyi Latince yengeç anlamına gelen “kanser” terimine çevirmiştir 

(Karpozilos and Pavlidis 2004; Anonymus 2012). 17. yüzyıla gelindiğinde yapılan çalışmaların 

ışığında insanoğlu kanserle bilimsel olarak ilk defa tanışmıştır. Patolojinin babası olarak anılan 
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Giovanni Morgagni (1682-1771) yapmış olduğu otopsilerde ölümün patolojik nedenlerini 

araştırarak onkoloji çalışmalarının temelini atmıştır İskoç bilim adamı John Hunter (1728-

1793) bazı kanser türlerinin cerrahi operasyonlar ile düzeltilebileceğini öne sürmüştür (Bayrak 

2010).  

19. yüzyılın başlarında mikroskopun icadı ile kanser çalışmaları hız kazanmış ve 

onkoloji bilimi doğmuştur. Hücresel ve modern patolojinin kurucularından Rudolw Virchow 

(1821-1932) çalışmaları ile modern patoloji ve onkolojiyi bir araya getirmiştir. Böylece, hem 

kanser patolojisinde hem de kanser cerrahisinde önemli gelişmeler yaşanmıştır. Cerrahi 

operasyonlar ile vücuttan alınan parçalar ile hastalıkların kesin tanısı konulmaya başlanmıştır 

(Bayrak 2010). 

İlk olarak vücutta oluşan bir hastalık olarak görülen kanser, sonrasında bir doku hastalığı 

ve zamanla hücrelerin kontrolsüz bölünmesi ve çoğalması ile oluşan bir hücre hatta çekirdek 

hastalığı olarak ele alınmaya başlanmıştır. 20. yüzyılın başlarında, kanser ile ilgili çalışmalar 

hız kazanmış, tedavideki bilgiler hızla artmaya ve gelişmeye başlamıştır. Daha sonraları ortaya 

çıkan ve günümüzde de uygulanan kemoterapi ile tedavi yöntemleri değişmiştir. Daha güncel 

bir tedavi olan immunoterapi ile organizmanın kendi tümör hücrelerini öldürmesi 

amaçlanmıştır. Bu tedavi yöntemlerine ek olarak günümüzde kişiye özgü tedaviler ön plana 

çıkmakta ve kanser tedavisine katkı sunmaktadır (Smith et al. 2015).  

Kanser Morbidite ve Mortalitesi 

Kalp damar hastalıklarından sonra ikinci ölüm sebebi olan kanser günümüzün en önemli 

sağlık problemlerinden bir tanesidir. Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansı'nın (IARC) 

referans aldığı Globocan veritabanı, 2018 yılında dünya genelinde yaklaşık 18,1 milyon yeni 

kanser vakası ve buna bağlı 9,6 milyon kanser ölümünün meydana geldiğini bildirmiştir (WHO 

2018; Ferlay et al. 2019). Kanserin toplumsal yükünün düşük ve orta gelir seviyesine sahip 

ülkelerde nüfus yoğunluğuna bağlı olarak 2010 ve 2030 yılları arasında 13,3 milyon vakadan 

21,4 milyon vaka düzeyine artışı öngörülmektedir (McCormack and Boffetta 2011). Kanser 

vakalarındaki bu artış, hızlı sosyoekonomik gelişmelere bağlı olarak değişen yaşam tarzı ile 

kanser risk faktörlerine maruziyetin ve özellikle ileri yaş populasyonunun artması gibi çeşitli 

sebeplerden kaynaklanmaktadır (Bray et al. 2018; WHO 2018). Dünya genelinde her beş 

erkekten birinin ve altı kadından birinin yaşam süresince kansere maruz kalacağı ve bu hastalığa 

sahip her sekiz erkekten birinin ve on bir kadından birinin hayatlarını kaybedeceği 

öngörülmektedir (WHO 2018).  
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Akciğer kanseri, erkeklerde en sık teşhis edilen kanserdir (erkeklerde toplam vakaların 

%14,5'i ve kadınlarda % 8,4’ü) ve erkeklerde kanser ölümünün önde gelen nedenidir (%22,0). 

Akciğer kanserini erkeklerde görülme sıklığına göre prostat kanseri (%13,5) ve kolorektal 

kanser (%10,9); mortalite durumuna göre karaciğer kanseri (%10,2) ve mide kanseri (%9,5) 

takip etmektedir (Şekil 1) (Globocon 2018).  

Kadınlarda meme kanseri en sık teşhis edilen kanser türüdür (%24,2). Ayrıca meme 

kanseri kadınlarda kansere bağlı ölüm sebebi olarak ilk sırada (%15,0) yer alır. Bunu ikinci ve 

üçüncü en sık görülen kanser türlerinden akciğer kanseri (%13,8) ve kolorektal kanser (%9,5) 

takip etmektedir. Serviks kanseri ise görülme sıklığı (%6,6) ve mortalite (%7,5) bakımından 

dördüncü sırada yer almaktadır (Şekil 2) (Globocon 2018). 

 

Şekil 1. Erkeklerde kanser türlerine göre yaklaşık insidans ve mortalite sayısı (Globocon 2018) 

 

Şekil 2. Kadınlarda kanser türlerine göre yaklaşık insidans ve mortalite sayısı (Globocon 2018) 
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Kansere Sebep Olan Faktörler 

Genetik özellikler  

Normal hücrelerin çekirdek, hücre zarı ve sitoplazmasında bulunan, kontrollü büyüme 

ve çoğalmayı sağlayan birçok gen ve protein, kanser hücrelerinde kontrol mekanizmalarının 

bozulması sonucu hücrelerin anormal olarak bölünmesine neden olmaktadır (Futreal et al. 

2001). 

Enfeksiyonlar ve virüsler 

Enfeksiyonlar, kanserin en önemli nedenlerinden birisidir. 2002 yılında tüm 

malignitelerin %18'inin bulaşıcı ajanlardan kaynaklandığı tahmin edilmiştir. Enfeksiyonla 

ilişkili neoplazmalar arasında, mide, karaciğer ve serviks kanserleri en yüksek insidans 

rakamlarına sahiptir ve büyük ölçüde sırasıyla Helicobacter pylori, Hepatit B ve C virüsleri ve 

insan papilloma virüsü kaynaklı olduğu bildirilmektedir (De Martel and Franceschi 2009). 

İnsan vücuduna giren onkogenik virüsler, uygun koşullarda hücrenin genetik yapısını 

değiştirmek suretiyle hücrenin kontrolsüz olarak çoğalmasına ve kanserli dokuya dönüşmesine 

neden olabilmektedir (Allen et al. 2009). 

Radyasyona maruziyet 

Radyasyon, ısı, güneş ışığı kansere sebep olan unsurlar arasında yer almaktadır. İyonize 

radyasyon ışınları gibi ışınlar (UV, X, gama ışınları vb.) biyolojik yapılara doğrudan etki 

edebilecek yeterli kuantum enerjisine sahip olduklarından biyolojik yapılardan elektron 

kopartabilirler (Yokuş ve Çakır 2002). Bu durum ise DNA’nın yapısında tek ve çift zincir 

kırıkları ile baz modifikasyonlarına neden olur.  

Hormonlar 

Hormonlar, kadınlarda endometriyum, meme ve yumurtalık kanserleri ve erkeklerde 

prostat kanseri dâhil olmak üzere dünya çapında en yaygın görülen kanserlerin çoğunun 

etiyolojisinde önemli bir rol oynamaktadır. Hormonlar, hücre bölünmesini, farklılaşmasını ve 

hassas hücrelerin sayısını kontrol ederek kanser riskini etkileyen ana mekanizmalardandır. 

Hormonların rahimdeki hücre bölünmesi üzerinde çok belirgin etkileri bulunmaktadır. Örnek 

olarak, östrojen hormonu mitozu uyarırken, progesteron hormonu mitozu durdurabilmektedir 

(Key 1995).  
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Toksik kimyasal maddelere maruziyet 

Çevresel kirleticiler, endüstriyel ürünlerin neden olduğu atıklar, bakır, civa kurşun gibi 

ağır metaller, besinlerde bulunan katkı maddeleri, zararlı organizmaları engellemek için 

kullanılan pestisidler gibi kimyasal veya biyolojik toksik maddeler canlılar üzerinde doğrudan 

ya da dolaylı etki gösterebilmektedir. Maruz kalınan bu toksik maddeler maruziyet şekli, süresi 

ve miktarına göre DNA’da kalıcı etki bırakarak mutasyonlara yol açabilmektedirler (Young 

2002; Alam and Jones 2012). 

Diyet 

Kansere sebep olan çevresel faktörlerden olan beslenmenin kanser ile ilişkisi ortalama  

%35’tir (Harris et al. 1993). Diyet ile alınan besinlerin kanserden koruyucu özelliklerinin 

bulunmasının yanı sıra kansere sebebiyet verme özellikleri de bulunmaktadır (Vural 2005). 

Aşırı yağlı, işlenmiş, yanık ve kızarmış gıdalarla benimsenen beslenme tarzı kolorektal, prostat 

ve serviks kanserlerine yakalanma riskini artırırken, sporsuz bir hayat tarzı ve fazla kilo alımı, 

kolon, meme, böbrek, özofagus ve serviks kanseri riskini artmaktadır (Bokurt 2005). Bu 

nedenle kanserden korunmak için kilo kontrolünün sağlanması ve devamlılığı önem arz 

etmektedir (Arslan vd 2013).  

Sigara ve alkol kullanımı 

Sigara içerisinde yer alan kimyasal ajanların başta akciğer kanserine yol açtığı 

bilinmektedir ve kanser riskini arttırmaktadır (Colditz et al. 2003). Birçok sağlık sorununa 

sebebiyet veren alkol kullanımı ağız boşluğu, yutak, yemek borusu, gırtlak, kolorektal, 

karaciğer ve meme kanserine yol açmaktadır (Allen et al. 2009).  

Kanser Hücrelerinin Sağlıklı Hücrelerden Temel Farkları 

Morfolojik farklılıklar 

Kanser hücrelerinde sağlıklı hücrelere kıyasla bulundukları dokularda yapısal bir 

düzensizlik söz konusudur. Sağlıklı hücrelerde, hücrelerin çoğalmasını durduran ve yapısal 

formları düzenleyen mekanizmalar arasında bulunan hücre-hücre ve hücre-matriks etkileşimi 

kanser hücrelerinde yoktur. Sağlıklı epitel hücrelerin dış yüzeyinde yer alan E-kadherin 

adhezyon molekülünün, kanser hücrelerinde yeteri kadar ifade edilememesinden dolayı kanser 

hücrelerinin adhezyon yeteneği sağlıklı hücrelerden daha düşüktür (Christofori and Semb 

1999). Sağlıklı hücrelerin, E-kadherin molekülü sayesinde artan adhezyon yeteneği bulunduğu 

dokuya ve hücrelerin birbirine tutunma potansiyelini artırır. Bu sebeple sağlıklı hücrelerin 
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morfolojileri çeşitlilik gösterebilir. Kanser hücreleri ise tutunma kapasitelerinin düşük olması 

sebebiyle genellikle yuvarlak bir morfolojiye sahiptir (Yokota 2000). 

 

Şekil 3. Normal hücre ve kanser hücresi morfolojileri (Anonymus 2010) 

Moleküler farklılıklar 

Karsinogenezde etkili moleküler faktörler aşığıda belirtilmektedir (Berretta and 

Moscato 2010; Hanahan and Weinberg 2011; Gedik ve Doğan 2018).  

 Apoptozdan kaçış, 

 Hücre döngüsünün fonksiyonunun bozulması, 

 İmmün sistemden kaçış, 

 Hücreler arası bağlantıların bozulması, 

 Hücre içi sinyal iletiminin bozulması,  

 miRNA düzenlenmesindeki anormalikler, 

 Kromozamal bozukluklar, 

 DNA metilasyonunun bozulması, 

 Tümör baskılayıcı genlerin hipermetilasyonu,  

 Onkogenlerin hipometilasyonu, 

 İnflamasyonun artması,  

 İlaç direnci, 

 Telomeraz aktivitesinin bozulması,  

 DNA’nın yapısında meydana gelen hasarlar, 

 Histon modifikasyonlarındaki düzensizlikler,  

 Otofajinin gerçekleştirelememesi, 

 Epigenetik değişiklikler. 

  



7 

Metabolik farklılıklar 

Normal hücreler, oksijen varlığında glukozu laktata metabolize etmez yalnızca oksijen 

yokluğunda veya sınırlı miktarda olduğunda anaerobik glikoliz veya laktik asit fermentasyonu 

ile glukozu metabolize eder. Aksine, kanser hücreleri oksijen varlığında bile (aerobik glikoliz) 

glukozu laktata metabolize ederler. Aerobik koşullar altında kanser hücrelerinin glukozu laktata 

metabolize etme eğilimi, Warburg etkisi olarak bilinir (Koppenol et al. 2011). Normal hücreler 

ATP üretimini mitokondriyal oksidatif fosforilasyon ile gerçekleştirir. Aerobik koşullar altında 

normal hücreler ve dokular, glukozu karbondioksite (CO2) ve suya (H2O) oksidatif 

fosforilasyon aracılığıyla metabolize eder ve hipoksik (zayıf oksijenli) koşullar altında glukozu 

laktata dönüştürür. Çoğu kanser hücresi, oksidatif fosforilasyon mekanizmasını daha az 

kullanarak önemli ölçüde daha az miktarda ATP üretmek için bol oksijen varlığında bile 

glikolizi kullanır (Vander et al. 2009). Kanser hücreleri, hücre yüzeyinde bulunan glukoz 

taşıyıcı protein (GLUT) ifadelerini artırarak enerji üretimini gerçekleştirir. 

 

Şekil 4. Normal ve kanser hücrelerinde/dokularında metabolik farklılıklar (Kalyanaraman 
2017) 

HIF-1 (Hipoksi indükleyici faktör-1), kanser hücrelerinin hipoksik koşullara 

adaptosyonunu sağlayan ve hipoksik şartlardaki kanser hücrelerinde yüzlerce genin ifadesini 

değiştiren bir transkripsyon faktörüdür. HIF-1α ve HIF-1β olmak üzere iki alt üniteden 

oluşmaktadır (Kalyanaraman 2017). HIF-1 aracılığıyla değişen gen aktivasyonu ile kanser 

hücrelerinin glukoz tüketimi artar, mitokondriyal enerji üretimi baskılanır böylece hipoksik 

dokuda oksijen ihtiyacı azalır. Kanser hücreleri hipoksik koşullara adapte olarak yeterli enerji 

üretimini gerçekleştirebilmektedir. Ayrıca kanser hücreleri sürekli bölünüp, çoğaldıkları için 

glikolitik yolla biyosentez yapabilirken, sağlıklı hücreler metabolik olarak ATP’ye bağlıdırlar. 

Kanser hücrelerinin metabolik aktiviteleri için ATP’ye bağımsız oluşu bir dezavantaj 

oluşturmaktadır (Kalyanaraman 2017; Gedik ve Doğan 2018).   
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Kanser hücreleri sağlıklı hücrelere kıyasla hücre içerisine 100 kat daha fazla glukoz 

almakta ve hızlıca tüketmektedir (Ortega et al. 2009). Kanser hücrelerinin tükettiği glukozun 

büyük bir kısmı laktata dönüştürülerek, hücrenin çoğalması için gerekli olan nükleik asit ve 

lipid sentezi için kullanılmaktadır. Glukozun kalan diğer küçük kısmı ise oksidatif fosforlisayon 

ile ATP’ye dönüştürülmektedir (Tennant et al. 2009).  

Kanserin Moleküler Biyolojisi ve Mekanizmaları 

Normal hücrelerin aşamalı olarak maligniteye dönüştüğü süreç, genom hasarının bir 

sonucu olarak ortaya çıkan ardışık mutasyonlardan kaynaklanmaktadır. Bu hasar, DNA 

replikasyonundaki hatalar, belirli DNA bazlarının kimyasal kararsızlığı, metabolizma sırasında 

üretilen serbest radikallerin saldırısı gibi endojen süreçlerin sonucunda veya iyonize radyasyon, 

UV ve kimyasal kanserojenler gibi eksojen ajanlarla etkileşimlerden de kaynaklanabilmektedir. 

Hücreler bu tür hasarları onarmak için tamir mekanizmaları geliştirmişlerdir. Ancak çeşitli 

nedenlerle bu tamir mekanizmalarında hatalar meydana gelir ve genomda kalıcı mutasyonlar 

oluşabilmektedir. Bazı inaktive edici mutasyonlar, genomik bütünlüğün korunmasından 

sorumlu genlerde ortaya çıkmakta ve ek mutasyonların edinilmesini kolaylaştırmaktadır 

(Hanahan ve Weinberg 2000).  

Normal hücrenin kanserli hücreye dönüşmesi, proliferasyonu ve hücre ölümünü kontrol 

eden normal hücresel mekanizmalara dâhil olan genlerin, çoğalmayı veya hücre ölümüne, 

onkogenlere ve inaktivasyona karşı korumayı uyaran genlerin aktivasyonuyla sonuçlanan 

mutasyonel hasara uğradığı süreçleri içerir. Normalde proliferasyonu engelleyen genler, tümör 

baskılayıcı genlerdir (Hanahan ve Weinberg 2000).  

Hücre bölünmesi ve apopoptozis üzerindeki normal kontrolleri aşan bir kanser hücresi 

replikatif yaşlanmanın üstesinden gelerek ölümsüz hale gelmeli ve bu yüksek proliferasyon 

oranını sürdürmek için yeterli besin ve oksijen tedarik etmelidir (Hanahan ve Weinberg 2000). 

Kanserde meydana gelen altı anahtar değişiklik, büyüme faktörü bağımsızlığı, büyüme 

baskılayıcılardan kaçınma, apoptozdan kaçınma, replikatif potansiyeli sürdürme, anjiyogenez 

ve invazyon/metastaz olarak tanımlanmıştır (Hanahan ve Weinberg 2000). 

Kanser genleri 

Kanser, her biri normal hücrelerde temel bir işlev sağlayan iki gen sınıfı (onkogenler ve 

tümör baskılayıcı genler) tarafından yönlendirilir. Onkogenler, hücre çoğalmasını, hayatta 

kalmasını ve yayılmasını kontrol eden normal hücresel genlerin (proto-onkogenler) mutasyona 

uğraması ile türetilir. Normal hücrelerde, kontrolsüz hücre büyümesini önlemek için proto-

onkogenlerin ifadesi sıkı bir şekilde düzenlenir. Kanserde, proto-onkogenlerin mutasyonları, 
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kontrolsüz hücre bölünmesinden, artmış hayatta kalmadan ve yayılmadan sorumludur. 

Onkogenler, fenotipik olarak dominant olarak tanımlanır ve bir proto-onkogenin bir kopyasının 

mutasyona uğraması kanser için yeterlidir. Tümör baskılayıcı genler, insan fonksiyonu ve 

gelişiminin normal biyofizyolojisi için gereklidir. Bu genler, hücre çoğalmasını ve hayatta 

kalmanın engellenmesini sağlayan normal hücresel genlerdir. Sıklıkla hücre döngüsü 

ilerlemesinin ve apoptozun kontrolünde yer alırlar. Tümör baskılayıcı genler fenotipik olarak 

resesiftir ve kanser oluşumu için her iki kopyasının da kaybolması gerekmektedir (Harrington 

2016). 

Büyüme faktörlerinden bağımsızlık 

Epidermal büyüme faktörünün, epidermal büyüme faktörü reseptörünün (EGFR) hücre 

dışı bileşeni üzerindeki spesifik ligand bağlama alanına bağlanması, membrandan çekirdeğe bir 

sinyalin geçmesine neden olur. Bu durum, hücrenin davranışını değiştirir. Normal koşullar 

altında, büyüme faktörü reseptörlerinin aktivasyonu çok sıkı bir şekilde kontrol edilir, çünkü 

onları uyaran ligandların sentezi ve salınmasıdır. Kanser hücreleri normal büyüme faktörü 

sinyal yollarını sınırsız hücre bölünmelerini uyarmak için kullanır (Rogers et al. 2005). 

Kanser hücreleri, büyüme faktörlerinden üç ana stratejiden yararlanır. Bunlardan ilki, 

kendi reseptörlerini ve komşularının reseptörlerini uyaran büyüme faktörlerini üretirler ve 

serbest bırakırlar. İkincisi, yüzeylerindeki büyüme faktörü reseptörlerinin sayısını, yapısını 

veya işlevini değiştirirler. Üçüncüsü, büyüme faktörü reseptörünün aşağı akışındaki sinyal 

yolununun düzenlenmesini bozarlar (Harrington 2016).  

 

Şekil 5. Kanser hücrelerinin büyüme faktörlerinden bağımsızlığı (Harrington 2016) 
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Büyüme karşıtı sinyallere duyarsızlık 

Büyüme karşıtı sinyaller normal hücrelerde, hücre döngüsünün G0 evresinde 

durdurulmasını indükler. Büyüme karşıtı sinyallerin aktive edilmesine, hücresel reseptörler 

(TGF) üzerine etki eden ve nükleusa sinyaller gönderen ligandlar (TGF-b) aracılık eder. Bu 

yollar, esas olarak hücre döngüsünü kontrol etmede rol oynar ve bunlara retinoblastoma proteini 

(Rb), siklinler, siklin bağımlı kinazlar (CDK) ve bunların inhibitörlerini (CDKi) içeren 

proteinler eşlik eder. Büyüme karşıtı sinyal yolaklarındaki anormallikler kanserde son derece 

yaygındır ve kanser hücrelerinin hücre döngüsü boyunca ilerlemesinede rol oynarlar. Kanserde, 

Rb’nin, CDKi ailesinin üyelerinin, belirli siklinlerin ve CDK'nın aşırı ifade edildiği birçok 

tümörde gösterilmiştir (Harrington 2016).  

Apoptozisten kaçış 

Normal hücreler, aldıkları hayatta kalma (anti-apoptotik) ve ölüm (pro-apoptotik) 

sinyallerinin dengesini değerlendirerek sürekli olarak canlılıklarını denetler. Normal 

hücrelerde, DNA hasarı ve onarım potansiyeli denetlenirken hücre döngüsü durdurulur. Hasar 

seviyesi onarım kapasitesini aşarsa, anti ve pro-apoptotik sinyallerin dengesi bozulur ve hücre 

apoptoza girer. Apoptoz, DNA hasarının birikimini önler ve mutasyonların hücre bölünmesi ile 

yeni hücrelere geçme riskini ortadan kaldırır. Bu nedenle, bu mekanizma kanser gelişiminin 

engellenmsinde oldukça önem arz eder (Harrington 2016). 

Kanser hücreleri, hücre içi pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin dengesini 

apoptozun inhibisyonu lehine çevirerek apoptozdan kaçabilir. Böylece hücre ölümüne neden 

olmadan DNA hasarını sürdürebilir. Apoptoz yolunu bozan kanser hücrelerinin, antikanser 

tedavilerine dirençli olma olasılığı daha yüksektir (Harrington 2016). 

Anjiyogenez 

Normal dokularda, yeni kan damarlarının oluşması (anjiyogenez), pozitif (pro-

anjiyogenik) ve negatif (anti-anjiyogenik) sinyaller arasındaki bir denge ile çok sıkı bir şekilde 

kontrol altında tutulur. Kanser hücreleri, pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktörler 

arasındaki dengeyi bozarak ihtiyaç duyduğu oksijen ve besin moleküllerini temin etmek için 

vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) gibi pro-anjiyogenik proteinlerin üretimini 

artırarak veya trombospondin-1 gibi anti-anjiyogenik proteinlerin üretimini azaltarak yeni kan 

damarları oluşturabilirler (Harrington 2016).  

  



11 

Ölümsüzlük 

Normal somatik hücreler, replikatif yaşlanma olarak bilinen kalıcı büyüme durması 

dönemine girmeden önce yalnızca sınırlı sayıda hücre bölünmesine (Hayflick sınırı) 

uğrayabilir. Bu süreç, hücrelerin kromozomlarının uçlarını (telomerler) her bölünmede tam 

olarak kopyalayamamasının bir sonucu olarak meydana gelir. Bu nedenle, zamanla telomerler 

giderek kısalır ve etkili bir şekilde hücrelerin ömrünü geri sayan moleküler saatler görev yapar. 

Bunun aksine kök hücreler ve kanser hücreleri, telomerlerinin uzunluğunu koruyarak 

ölümsüzlük kazanırlar. Çoğu tümörde, bu durum telomeraz enzimi aktivitesi ile düzenlenir. 

Telomeraz aktivitesi ile her bir hücre bölünmesinde kaybettikleri kısımlarını yeniden 

oluşturarak hücresel replikatif yaşlanmadan kaçabilirler (Harrington 2016).  

Metastaz 

Metastazlar kanser ölümlerinin %90'ına neden olur. Kanser hücrelerinin devamlı olarak 

bölünmesi ve çoğalması sonucunda, hücreler yapışma özelliklerini kaybettiğinden tümörlü 

dokudan ayrılır ve çevre dokuları istila ederler. Bu hücreler ayrıca lenf ve kan dolaşımına 

katılırak, metastazı oluşturan birincil dokudan uzaktaki diğer organlara/dokulara taşınırlar.  

Metastaz oluşumuna neden olan basamaklar aşağıda verilmektedir: 

 Çevredeki normal dokuların istilası,  

 Lenf ve kan sistemlerinde neoplastik hücrelerin yayılması,  

 Uzaktaki dokularda/organlarda ikincil tümör oluşumunun başlaması.  

Tümör metastazındaki adımların çoğu, hücre-matriks ve hücre-hücre etkileşimlerini 

içerir. Malign hücrelerin birbirine yapışma potansiyeli düşük olduğundan primer tümörden 

ayrılır ve diğer dokuları/organları istila eder. Tümörlerin davranışı, hücre adezyon 

moleküllerinden (örn. E-kadherinler) etkilenir. Gen mutasyonları da tümör vaskülatürünün 

gelişimi ile metastaz oluşumu için tetikleyici bir durumdur. 

Epitelyal tümörlerin invazyonu ve metastazının altında yatan anahtar süreçlerden biri 

epitelden mezenkime geçiştir (EMT). Farklı kanserlerin belirli organlara (meme kanserinden 

karaciğer, kemik ve beyine; akciğer kanserinden beyine ve adrenal beze) metastazları rastgele 

değildir, kemokin reseptörleri tarafından düzenlenmektedir (Harrington 2016). 

Enerji metabolizmasının yeniden düzenlenmesi 

Kanser hücrelerinde, normal hücrelere göre meydana gelen metabolik farklılıklar 

kanserin aşırı ve anormal bölünmelerine yol açar. Kanser hücre metabolizması, büyüme ve 

proliferasyon üzerine kurulmuştur ve temel besin kaynağı glukozdur. Kanser hücreleri Warburg 
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Etkisi ile glukoz alımını artırarak enerji üretimi için hızlı bir yol oluşturmaktadır. Hücre 

içerisinde artan glukoz miktarının, biyokütle birikimini desteklemeye ve sürekli çoğalan 

hücrelerde redoks dengesinin korunmasına yönelik olduğu düşünülmektedir (Kısaçam ve 

Temizer 2017). 

Meme Dokusu 

Göğüs ön duvarında yer alan ve gelişmiş modifiye bir ter bezi olan memenin asıl görevi 

laktasyon ile yenidoğan bebeği beslemektir. Meme, embriyonik dönemin 5-6. haftalarından 

itibaren başlayan ve menapoza kadar devamlı anatomik ve fizyolojik değişimler geçiren bir 

organdır (Başoğlu 2010). Meme dokusu hem erkeklerde hem kadınlarda bulunmasına rağmen 

meme bezleri yalnızca doğum sonrası dönemde yenidoğan bebeği beslemeye yönelik süt 

salgıladığından fonksiyonel olabilmektedir. Meme dokusu, meme bezleri, yağ ve bağ dokudan 

oluşmaktadır. Meme bezleri subkutan olarak anterior ve lateral torasik duvarda konumlanır. 

Her iki memede 15-20 adet lob bulunmaktadır. Memenin apeksinde yer alan ve meme başını 

çevreleyen pigmentli alana areola denilmektedir (Demirali 2009). Meme kanserli hücreler, 

genellikle lenf yolları aracılığıyla metastazlarını yapmaktadır (Romrell and Bland 1997). 

 

Şekil 6. Meme anatomisi ve yapısı (Anonymus 2017) 

Meme Histolojisi 

Parankima dokusu 

Lüminal epitel hücreleri, asıl görevi laktasyonu yani süt salgılanmasını sağlamaktır 

(Pitelka 1988). 
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Miyoepitelyal hücreler, sütün meme başından boşaltılmasını sağlarken aynı zamanda 

epitelyal polariteyi sağlayan alttaki bazal membranı sekrete etmektedirler. Ayrıca lüminal 

hücrelerin büyümesinde, gelişmesinde ve duktal dallanmada rol oynarlar (El-Sabban et al. 

2003).  

Kök hücreler, meme dokusunda bulunan kök hücrelerin multipotent kök hücreler 

olduğu, lüminal ve/veya miyoepitelyal hücrelere farklılaşabildiği düşünülmektedir 

(Hennighausen and Robinson 2005). 

Bazal membran 

Bazal membran, meme dokusunda bulunan duktusları, lobülleri ve alveolleri sarar. 

Kollajen tip IV, laminin, nidojens 1 ve 2, perlekan ve fibronektinden oluşmaktadır (Guelstein 

et al. 1993; Woodward et al. 2001) süt üretimi (Streuli and Bissell 1990) apoptozun 

baskılanması (Pullan et al. 1996), prolaktinle etkileşim (Streuli 1999) gibi birçok epitelyal 

hücre fonksiyonu bazal membran varlığını gerektirir. 

Stroma hücreleri, meme stromasını bağ doku, hücreler ve ekstraselüler matriks (ESM) 

oluşturur. Lobüllerin içinde gevşek bağ doku, lobüllerin arasında düzensiz yoğun bağ doku ve 

yağ doku olmak üzere meme dokusunda 3 tip bağ doku bulunur. Meme stroması memeye hem 

yapısal destek sağlamakta hem de epitelyal-stromal etkileşimler ile hücresel gelişim ve 

farklılaşmada rol oynamaktadır. 

Ekstraselüler matriks, hücrelerin şekil, proliferasyon, göçü, farklılaşması, duktus 

dallanması, polarite ve lümen formasyonu gibi birçok hücre fonksiyonunu etkiler (Sternlicht 

2006). Bu etkiler ya çeşitli faktörler ve/veya bağlama proteinlerinin salgılanması ya da direk 

hücre-ESM etkileşimleri sonucu oluşmaktadır (Streuli 1999).  

Meme Kanseri 

Meme kanseri kadınlarda en fazla görülen kanser türlerinden bir tanesidir. Kadınlarda 

meme kanserine bağlı ölüm oranı %18’dir ve meme kanserine bağlı ölümler; akciğer ve 

kolorektal kanserlerinden sonra üçüncü sırayı almaktadır.  Meme kanseri 30 yaş altı kadınlarda 

nadir görülürken bu yaştan sonraki yıllarda görülme sıklığı artmaktadır ve menapoz sonrası ise 

yavaş bir şekilde görülme sıklığı yükselmeye başlar. Meme kanseri hakkında kadınların risk 

faktörleri, erken tanı ve tedavi yöntemleri hakkında biliçlendirilmesi hastalık ile mücadelede 

önem arz etmektedir (Çapanoğlu ve Bakar 2018). Meme kanseri hastalarından elde edilen 

veriler incelendiğinde meme kanserinin oluşum mekanizmasından çoklu risk faktörlerinin 

sorumlu olduğu bildirilmektedir (Çapanoğlu ve Bakar 2018). Başlıca risk faktörleri yaş, etnik 

köken, canlı doğum sayısı, menapoz yaşı, BRCA1, BRCA2, PTEN, p53 genlerinde veya diğer 
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ilişkili genlerde meydana gelen mutasyonlar, ailesel yatkınlık, alkol ve sigara kullanımı, 

radyasyona maruziyet olarak sıralanabilir (Koçak vd 2011).  

Meme kanserlerinin histolojik ve moleküler sınıflandırılması karsinom tipinin 

anlaşılması için önem arz etmektedir. Meme kanserlerinin sınıflandırılması, histolojik derecesi, 

lenf nodülü metastazı varlığı ve prognostik klinikopatolojik parametrelere göre yapılmaktadır. 

Ayrıca östrojen reseptörü (ER), progesteron reseptörü (PR) ekspresyonu ve insan epidermal 

büyüme faktör reseptörü 2 (HER2) durumunun değerlendirilmesi gibi biyobelirteçler klinik 

olarak yararlıdır (Çapanoğlu ve Bakar 2018). 

Meme Kanseri Evreleri 

Meme kanserleri, tümörün oluşumu, boyutu ve metastaz durumuna göre çeşitli evrelere 

ayrılır. Meme kanseri tedavisini planlamak için kanserin hangi evrede olduğunun tespiti önem 

arz etmektedir. 

Evre 0, “in-situ” olarak da adlandırılan bu evre, kanserli hücrelerin çevre dokulara 

metastaz yapmadığı, yerinde kalan kanser hücre tipini ifade etmektedir. Evre 0 meme kanserleri 

oluştukları yere göre iki gruba ayrılır. Eğer kanser süt kanallarında (duktus) oluşmuş ise duktal 

karsinoma in situ (DCIS), süt bezlerinde (loblar) oluşmuşsa lobular karsinoma in situ (LCIS) 

olarak adlandırılmaktadır. LCIS mikroskobik olarak kanser hücrelerine benzer görünmesine 

rağmen kanser hücrelerinin karakteristik özelliklerini taşımazlar. Bu nedenle kanser tedavisi 

gibi tedavi yöntemlerine başvurulmaz. LCIS yalnızca memenin herhangi bir bölgesinde kanser 

oluşabilme potansiyelinin arttığını gösteren bir belirteç olarak kabul edilebilir. DCIS’da ise 

kanser hücreleri süt kanalları içinde oluşur ve orada kalırlar, memenin yağ dokusu veya lenf 

bezleri gibi vücudun farklı bölgelerine metastaz yapmazlar (Anonymus 2021). 

Evre I, meme kanserinin başlangıç evresidir ve bu evrede kanser hücreleri metastaz 

yapma eğilimindedir. Ancak bu eğilim kanser hücrelerinin memeden başka organlara metastaz 

yapmadığı durumdur. Bu evrede tümör boyutu 2 cm’den daha küçüktür (Anonymus 2021). 

Evre II, IIA ve IIB olmak üzere iki alt bölüme ayrılmaktadır. Evre IIA’da memede 

tümör gözlenmez fakat koltuk altında bulunan lenf bezlerinde tümör görülmektedir. Koltuk altı 

lenf bezlerine metastaz yapan tümörün boyutu 2 cm’den büyük veya küçük olabilir. Koltuk altı 

lenf bezlerine metastaz yapmayan tümör boyutu 2-5 cm olabilir. Evre IIB’de koltuk altı lenf 

bezlerine metastaz yapan tümör boyutu 2-5 cm, koltuk altı lenf bezlerine metastaz yapmayan 

tümör boyutu 5 cm’den daha büyüktür (Anonymus 2021). 

Evre III, ilerlemiş kanser evresidir. Bu evre, Evre IIIA, IIIB ve IIIC olmak üzere üç alt 

evreye ayrılmaktadır. Evre III’te, koltuk altı lenf bezlerinde kanserli hücre görülür fakat 
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memede tümör görülmez. Tümör boyutu 5 cm ya da daha büyüktür ve çevredeki diğer dokulara 

metastaz yapmamıştır. Evre IIIB’de, tümör farklı boyutlarda olabilir ve memeye yakın dokulara 

(deri veya göğüs duvarı, kaburgalar veya göğüs duvarındaki kaslar) ve lenf nodüllerine 

metastaz yapmış durumdadır. Evre IIIC’de ise kanserli hücreler köprücük kemiğinin altında yer 

alan meme içerisindeki lenf nodüllerine ve memeye yakın dokulara metastaz yapma 

eğilimindedir (Anonymus 2021). 

Evre IV, meme kanserinin son evresidir. Kanser hücreleri memeden diğer organlara 

(karaciğer, akciğer, beyin ve kemikler) metastaz yapmıştır (Anonymus 2021). 

 

Şekil 7. Meme kanseri evreleri (Anonymus 2018) 

Meme Kanseri İçin Risk Faktörleri 

Genetik olmayan ve değiştirilemez risk faktörleri 

Yaş 

Meme kanseri insidansı ve ölüm oranı yaşa bağlı olarak orantılı olarak artar. Dünya 

çapında, bu hastalık genellikle 40 yaşında başlamakta ve artan bir ivmeyle 60 yaş civarında 

zirveye çıkmaktadır (Ferlay et al. 2013; Howlader et al. 2016). Bu durum bazı istisnalar 

göstermektedir. Örneğin; Latin Amerika'da, meme kanserlerinin %20-30'u 20 ile 44 yaşları 

arasında teşhis edilmektedir. Tanı anındaki en yüksek yaş Asya ve Afrika Ülkelerinde 40-50 

yaş iken Batı ülkelerinde 60-70 yaştır (Franco-Marina et al. 2015). Asya ve Afrika ülkelerinde 

meme kanseri tanısının konulduğu en yüksek yaş 40-50 iken batı ülkelerinde 60-70 yaştır 

(Leong et al. 2010; Abdulrahman and Rahman et al. 2012). ABD’de ise meme kanseri tanısı 
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ortalama 61 yaşında konulmaktadır (Iqbal et al. 2015). Meme kanserine bağlı ortalama ölüm 

yaşı ise genel olarak 68'dir (Howlader et al. 2016). 

Irk 

Siyah kadınlarda meme kanseri insidansı beyaz kadınlara göre biraz daha düşük 

olmasına rağmen, siyah kadınlarda meme kanserine bağlı ölüm oranı beyaz kadınlara göre daha 

yüksektir (Iqbal et al. 2015; DeSantis et al. 2016). Meme kanseri kaynaklı ölüm oranının 2012 

yılı itibariyle, siyahlarda beyazlara göre %42 daha yüksek olduğu bildirilmektedir (DeSantis et 

al. 2016). Siyah kadınların, hastalığın evresi, tümör özellikleri, takip ve diğer meme kanseri 

risk faktörleri kontrol edildikten sonra dahi, tedaviye rağmen meme kanserinden kurtulma 

olasılığı beyaz kadınlardan daha düşüktür (Chlebowski et al. 2005; Albain et al. 2009; Iqbal et 

al. 2015). Bazı siyah topluluklarda ortaya çıkan bariz sosyoekonomik eşitsizliklere ek olarak, 

genel olarak siyah kadınların genetik olarak daha agresif bir kanser türüne sahip olma olasılığı 

daha yüksektir (DeSantis et al. 2016). Siyah kadınlar, diğer ırk/etnik kökene sahip kadınlarla 

karşılaştırıldığında en büyük HR-/HER2 meme kanseri oranına sahiptir (Iqbal et al. 2015; Tao 

et al. 2015; DeSantis et al. 2016).  Bazı etnik gruplarda daha düşük meme kanseri insidansının 

nedeninin, daha fazla sayıda çocuk, ilk doğumun daha genç yaşlarda yapılması ve daha uzun 

emzirme süresi dâhil olmak üzere üreme modellerinin çeşitliliğini yansıttığı düşünülmektedir 

(Chlebowski et al. 2005). 

Erken adet ve geç menopoz 

Erken yaşta adet ve menopozda ileri yaş meme kanseri riskini artırmaktadır (Nichols et 

al. 1986; Heflin et al. 2002). Meme kanseri riski, 11 yaşından önce adet görmeye başlayan 

kızlarda 13 yaşında başlayanlara göre yaklaşık %20 daha fazladır (Masi et al. 2007; Duggan et 

al. 2012). Buna ek olarak, 55 yaş ve üzerinde menopoz yaşayan kadınlar, bunu 50-54 yaşları 

arasında yaşayanlara kıyasla yaklaşık %12 daha yüksek meme kanseri riskine sahiptir (Duggan 

et al. 2012). 

Meme özellikleri 

Meme kanseri tanısı 40 yaşın altında konulan kadınların, hastalığa yeniden yakalanma 

riski daha yüksektir (Kroenke et al. 2004). In situ duktal karsinom veya in situ lobuler 

karsinoma gibi bir kanser öncüsü teşhisi konulan kadınların, yeni bir invaziv meme kanseri 

geliştirme olasılığı, önceden tanı konmamış kadınlara kıyasla sırasıyla 8-10 ve 7-12 kat daha 

fazladır (Goel and O’Conor 2016). Meme yoğunluğu %11–%25 olan kadınlarla 

karşılaştırıldığında, meme yoğunluğu %26–50 veya %50'den fazla olan kadınlarda sırasıyla 
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yaklaşık 1,6 veya 2,3 kat daha yüksek meme kanseri riski vardır (Thrush and Lanese 1962; 

Wilson et al. 2008). 

Genetik olmayan ve değiştirilebilir risk faktörleri 

Sosyoekonomik durum ve eğitim durumu 

Toplum geliri, yaşam beklentisi ve eğitim düzeyi göz önünde bulundurularak 

hesaplanan insani gelişme endeksi ile meme kanseri insidans ve ölüm oranları ilişkilidir. Buna 

göre insani gelişme endeksi yüksek olan ülkelerde meme kanseri ölüm oranı, düşük insani 

gelişme endeksine sahip ülkelere kıyasla daha düşüktür (Mendez et al. 2002; Wallace et al. 

2007). Sosyoekonomik koşulların daha iyi olduğu bölgelerde yaşayan kadınlarda meme kanseri 

görülme sıklığı artmasına rağmen (Pe´rez et al. 2006), düşük gelirli bölgelerde ikamet eden 

meme kanseri hastalarında ölüm oranı daha yüksektir (Mier et al. 2007; Winters et al. 2017).  

Ayrıca düşük eğitim düzeyine sahip kadınların, daha eğitimli kadınlara kıyasla metastatik 

meme kanseri insidansı daha yüksektir (Winters et al. 2017).  

Menopozda hormon tedavisi 

Menopoz semptomlarını kontrol etmek için kullanılan iki genel hormonal tedavi 

bulunmaktadır. Bunlar, kombine östrojen ve progesteron ile sadece östrojen tedavisidir. 

Kombine östrojen ve progesteron tedavisi meme kanseri gelişme riskini artırır (Winters et al. 

2017). Yapılan araştırmalar ile 6 yıl boyunca yalnızca östrojen tedavisi kullanan kadınların 

meme kanseri geliştirme riskinin %23 daha düşük olduğunun ifade edilmesine rağmen (Winters 

et al. 2017), başka araştırmalarda menapoz başlangıcından hemen sonra östrojen tedavisine 

başlayan kadınlarda özellikle meme kanseri riski ile pozitif bir korelasyon mevcuttur (Winters 

et al. 2017). 

Sigara ve alkol 

Menopozdan önce sigara kullanımının meme kanseri riskini artırdığını gösteren 

çalışmalar bulunmaktadır. İlk gebeliğinden önce sigara kullanmaya başlayan kadınlarda (% 21'e 

kadar daha yüksek risk) ve fazla sigara kullananlarda (yılda 40 paketten fazla) daha fazla risk 

bulunmaktadır. Bazı araştırmalar ise, menopozdan sonra sigara içmeye başlayan kadınların, 

tütünün antiöstrojenik etkisine bağlı olarak meme kanseri riskinde önemli bir düşüş olduğunu 

göstermektedir (Slater et al. 1998; Alberti et al. 2009).  

Alkol tüketimi, meme kanseri riskinin artmasıyla ilişkilidir ve doza bağlıdır (Stocks et 

al. 2008). Spesifik olarak, günde 5–9,9 gr (haftada 3–6 bardak şarap) tüketimi %10'a kadar 

artan riskle ilişkilendirilmektedir (Byrd et al. 2012). Bu bulguların arkasında muhtemelen 
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alkolün kandaki östrojen seviyelerini artırma mekanizması yatmaktadır. Bu nedenle, alkol 

tüketimiyle bağlantılı meme kanserlerinin çoğu östrojen reseptörü pozitif (ER+) alt tipindedir 

(Winters et al. 2017). 

Spor ve beslenme  

Düzenli fiziksel aktivite yapan kadınlarda ve yüksek miktarda meyve ve sebze 

tüketenlerde meme kanseri riski azalmaktadır. Haftada en az 7 saat yürüyen kadınlar, hareketsiz 

kadınlara kıyasla %10-%25 daha düşük meme kanseri riskine sahiptir ve menopoz sonrası 

kadınlarda daha da fazla koruyucu etki göstermektedir (Marmot et al. 2005).  

Genetik risk faktörleri 

BRCA1 ve BRCA 2 gen mutasyonları 

Meme kanseri ile ilişkili iki gen olan BRCA1 ve BRCA2'de dâhil olmak üzere tümör 

baskılayıcı genler, genomik bütünlük ve transkripsiyonel düzenleme yoluyla işeleyişleri 

hücresel süreçlerde önem arz etmektedir (Legler et al. 2002; New et al. 2013). Meme 

kanserlerinin yaklaşık %3'ü ve yumurtalık kanserlerinin yaklaşık %10'u bu genlerin 

mutasyonlarından kaynaklanmaktadır (Escribà-Agüir et al. 2016). Bu mutasyonlar, maligniteye 

yol açan kalıtsal veya sporadik bir süreç yoluyla ortaya çıkabilir. 

Kalıtsal BRCA mutasyonlarına sahip olan bireyler ayrıca inaktif bir BRCA alleline 

sahiptir. Ergenlik döneminde, östrojen bağımlı meme epiteli hızlı hücre bölünmesine ve 

çoğalmasına uğrar. Bu değişiklikler, DNA onarım sistemi üzerinde hasarlı DNA'yı tamir 

edemez ve apoptosiz ile hücre ölümü gerçekleşir. Bu süreç sırasında, hasarlı DNA’ya sahip 

küçük bir hücre populasyonu, apoptozisden kaçarak mutasyona uğrayan ve hasarlı DNA'ya 

dayalı protein üretimi gerçekleşir. Hasar gören birden fazla DNA bölgesi, genellikle hücre 

döngüsü kontrol noktası aktivasyonundan sorumlu genleri etkiler. Bir hücre bu kontrol 

noktasını atlayabildiğinde, kalıcı olarak hücre ölümünden kaçar ve kontrolsüz hücre 

çoğalmasına uğrar.  

Sporadik BRCA mutasyonları, kalıtsal bir süreçte görülen patofizyolojiye benzer. 

Östrojen tarafından uyarılan meme epitelinde hızlı çoğalma ile BRCA geninde meydana gelen 

mutasyonların oranı artmaktadır. Sporadik malignitede BRCA allellerinin veya 

hipofonksiyonel aktif bir allelin inaktivasyonu gerekir. Klinik semptomlar tipik olarak yaşamın 

ilerleyen dönemlerinde mutasyonlar ve hücre inaktivasyonu arttıkça ortaya çıkar (Welcsh et al. 

2001). 
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Transkripsyonel susturma da BRCA ekspresyonuna katkıda bulunan bir faktör olarak 

kabul edilmiştir. BRCA allelleri düzenleyici proteinlere bağlıdır. Pozitif olarak düzenlenen 

proteinlerin inaktivasyonu, tümör baskılayıcı hücrelerin ekspresyonunun azalmasına neden 

olurken, negatif düzenleyici proteinlerin artan ekspresyonu, malignite riskiyle sonuçlanan gen 

ekspresyonunu azaltır (Welcsh et al. 2001). 

BRCA1 içinde 1800'den fazla mutasyon tanımlanmıştır ve bu mutasyonlar vücuttaki her 

hücrede mevcut olup bu nedenle gelecek nesillere aktarılabilir (Winters et al. 2017). 

 

Şekil 8. Meme kanseri için risk faktörleri 

Meme Kanserinin Tedavisi 

Meme kanseri tedavisinde cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, hormonal tedavi ve hedefe 

yönelik tedavi uygulamaları bulunmaktadır. 

Cerrahi  

Kanser tedavisinde cerrahinin gerekliliği, kanserin evresi, biyolojik özellikleri, klinik 

seyri ve hastanın isteği gibi birçok faktöre bağlıdır. Cerrahi tedavide, tüm meme dokusunun 

çıkarılması olan mastektomi, sadece küçük miktarda çevre dokuya sahip tümörün çıkarılması 

olan lumpektomi, lenf nodunun çıkarılması ve sentinel lenf nodu diseksiyonu arasında seçim 

yapılması gerekir. Ayrıca cerrahi sonrasında meme rekonstrüksiyonuna ihtiyaç duyulabilir 

(Yenigün 2011).  
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Radyoterapi  

Radyoterapi, X-Ray’in keşfedilmesinden sonra meme kanserinin tedavisinde cerrahi ile 

kombinasyon halinde veya cerrahi ve kemoterapinin kombinasyonel tedavisinin bir parçası 

olarak kullanılmaya başlanan bir tedavi yöntemidir. Radyasyon enerjisinin tümör üzerindeki 

temel amacı, tümörlü hücreleri öldürmek ve tümörü çevreleyen dokuyu kurtarmaktır. 

Radyasyon tedavisinin tolere edilmesi nispeten kolaydır ve yan etkileri tedavi edilen alanla 

sınırlıdır. İki tür radyasyon vardır; dış ve iç radyasyon. Dış radyasyon, tipik olarak lumpektomi 

ve bazen mastektomi sonrası verilen en yaygın radyasyon türüdür. Dahili radyasyon, 

lumpektomi sonrası kullanılan daha az yaygın bir radyasyon verme yöntemidir (Yenigün 2011). 

Kemoterapi 

Kemoterapi, kanserin esas olarak ortaya çıktığı doku veya organdaki kanser hücrelerini 

veya ileri evre meme kanseri hücrelerini öldürmek için ilaç olarak uygulanmaktadır. 

Kemoterapi, cerrahiden sonra kalabilen kanser hücrelerini öldürmek için erken evre invaziv 

meme kanserini tedavisinde kullanılmaktadır. İleri evre meme kanserininde ise, kanser 

hücrelerini mümkün olduğunca öldürmek için ileri evre için kullanılmaktadır. Bazı durumlarda 

ise kanseri küçültmek için ameliyattan önce kemoterapi uygulanmaktadır. Kemoterapi kan 

dolaşımından geçerek tüm vücudu etkileyebilir. Çoğu durumda, iki veya daha fazla ilacın 

kombinasyonları, meme kanseri için kemoterapi tedavisi olarak verilmektedir (Yenigün 2011). 

Hormonal tedavi 

Östrojen aynı zamanda meme karsinojeni olarak da rol oynadığından, ana tedavilerin 

bir yolu da östrojeni etkisiz hale getirmektir. Östrojen miktarını azaltmak, erken evre ER (+) 

meme kanserlerinin ameliyattan sonra yeniden ortaya çıkma riskini azaltabilir. Ayrıca ileri evre 

veya metastatik ER (+) pozitif meme kanserlerinin büyümesini yavaşlatmaya yardımcı olabilir. 

Tedavide kullanılan hormanal ilaçlar, ER (-) meme kanserlerine karşı etkili değildir (Yenigün 

2011). 

Östrojen, seçici östrojen reseptör modülatörleri (SERM'ler) veya seçici östrojen enzim 

modülatörleri (SEEM'ler) kullanılarak inhibe edilebilir. Tamoksifen gibi SERM'ler östrojen 

reseptörü aracılığıyla çalışır ve östrojene müdahale eder. Aromataz inhibitörleri (formestan) 

gibi SEEM'ler, androjenik öncüllerden östrojen sentezini inhibe eder (Yenigün 2011). 

Hedefe yönelik tedavi 

Hedefe yönelik tedavi, kanser hücrelerinin hızlı veya anormal bir şekilde büyümesine 

izin veren bir protein gibi kanser hücrelerinin spesifik özelliklerini hedefleyen bir tedavi 
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türüdür. Bu tedaviler genellikle sağlıklı hücrelere kemoterapiden daha az zarar verir. Hedefe 

yönelik tedaviler antikorları içeriyorsa, bunlara immün hedefli tedaviler denir. Meme 

kanserinin tedavisinde kullanılan hedefe yönelik üç tedavi vardır. Bunlardan ilki, kanser 

hücrelerinin, büyüme sinyallerini alma yeteneğini bloke ederek HER2 (İnsan Epidermal 

Büyüme Faktörü Reseptörü 2) pozitif meme kanserlerine karşı çalışan Herceptin'dir. İkincisi, 

kontrolsüz hücre büyümesine neden olabilecek belirli proteinleri bloke ederek HER2 pozitif 

meme kanserlerine karşı çalışan Tykerb'dir. Üçüncüsü ise, kanser hücrelerinin büyümesi ve 

çalışması için ihtiyaç duyduğu yeni kan damarlarının oluşmasını engelleyerek çalışan 

Avastin’dir (Yenigün 2011).  

MCF-7 İnsan Meme Kanseri Hücre Hattı 

Hücre hatları, laboratuvar araştırmalarında yaygın kullanımı ve özellikle kanser 

araştırmalarında in vitro model olarak tercih edilmelerinden dolayı meme kanseri çalışmaları 

için de anahtar bir element olarak görülebilir (Burdall et al. 2003).  

1970 yılında Dr. Soule ve arkadaşları tarafından Michigan Kanser Vakfı’nda 69 yaşında, 

metastatik meme kanseri hastalığı olan beyaz ırktan bir kadının plevral efüzyonundan izole 

edilmiştir (Soule et al. 1973). Michigian Kanser Vakfı -7’nin kısaltması olarak izole edilen 

meme kanseri hücrelerine MCF-7 ismi verilmiştir. MCF-7 yıllardır çok sayıda araştırmacı 

tarafından yaygın olarak kullanılan bir meme kanseri hücre dizisidir (Baguley et al. 2011). 

Antikanser ilaçları da dâhil olmak üzere dünya çapında meme kanseri araştırmaları için uygun 

bir model hücre hattı olduğu kanıtlanmıştır (Shirazi et al. 2011). ER (+) ve progesteron 

reseptörü (PR) pozitif olup (Shirazi et al. 2011) luminal A moleküler alt tipine aittir (Done 

2011).  MCF-7, normalde düşük metastatik potansiyele sahip olduğu düşünülen, epitelyal 

morfolojiye sahip, zayıf agresif ve noninvaziv bir hücre hattıdır (Gest et al. 2013). MCF-7 hücre 

hattında BCL-2 ve Kaspaz-6, -7 ve -9 genleri yüksek seviyede ifade edilirken, p53 ve p21 

genleri de normal seviyede ifade edilmektedir (Chodosh 1998). 

MCF-7 hücreleri 75 cm2’lik hücre kültür flasklarında  %10 fetal sığır serumu (FBS), 2 

mM glutamin, 0,01 mg/mL insülin ve %1 penisilin/streptomisin karışımı içeren, düşük glukozlu 

DMEM (Dulbecco'nun Modifiye edilmiş Eagle) besiyerinde 37°C'de kültüre edilebilir 

(Barabutis et al. 2007). 
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Şekil 9. MCF-7 insan meme kanseri hücrelerinin mikroskobik görüntüsü 

Apoptozis (Programlanmış Hücre Ölümü) 

Apoptozis terimi ilk olarak, hücre ölümünün morfolojik bir formunu tanımlamak için 

kullanılmıştır (Kerr et al. 1972). Apoptoz, fetal gelişim sırasında ve yetişkin dokularda çok 

çeşitli fizyolojik ve patofizyolojik süreçlerin düzenlenmesinde kritik rol oynayan 

programlanmış bir hücre ölümü biçimidir (Reed 2000). Fizyolojik hücre ölümü çoğu durumda 

nekrozun aksine apoptozla gerçekleşir (Fulda 2015).  

Apoptozis normal olarak gelişim, yaşlanma ve dokulardaki hücrelerin devamını 

sağlamak için bir homeostatik mekanizma olarak oluşmasının yanı sıra, hastalık durumunda ya 

da zararlı ajanlar tarafından hücreler zarar gördüğünde bir savunma mekanizması olarak da 

oluşabilir (Elmore 2007). Kanser tedavisinde kullanılan radyoterapi veya kemoterapide 

kullanılan ilaçlar, bazı hücrelerde DNA hasarına neden olur ve bu da p53'e bağlı bir yolla 

apoptotik ölüme yol açabilir. Kortikosteroidler gibi bazı hormonlar, bazı hücrelerde (örn. 

Timositler) apoptotik ölüme yol açabilirken diğer hücreler etkilenmezler (Elmore 2007). Son 

olarak, apoptoz, "kaspazlar" adı verilen bir grup sistein proteazın aktivasyonu ile hücrenin nihai 

ölümüne yol açan karmaşık olaylar dizisini içeren koordineli ve genellikle enerjiye bağımlı bir 

süreçtir (Elmore 2007). 

Apoptoz Morfolojisi 

Apoptoz sırasında hücrede meydana gelen değişiklikleri ışık ve elektron mikroskobu ile 

tanımlamıştır (Häcker 2000). Erken apoptoz sürecinde, hücre küçülür, sitoplazma yoğunlaşır, 

organeller daha sıkı paketlenir ve piknoz ışık mikroskobu ile görülebilir (Kerr et al. 1972; 

Elmore 2007). Apoptozun en karakteristik özelliği kromotin yoğunlaşması olan piknozdur. 

Apoptotik hücre, koyu renkli eozinofilik sitoplazmalı ve yoğun mor nüklear kromatin parçacıklı 

yuvarlak veya oval bir kitle olarak görünür (Elmore 2007). 
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Apoptoz Mekanizması 

Yapılan araştırmalar ışığında ekstrinsik veya ölüm reseptör yolu ve intrinsik veya 

mitokondriyal yol olmak üzere iki ana apoptotik yol olduğu bilinmektedir. Her iki yol birbiri 

ile bağlantılıdır ve bir yoldaki moleküller diğer yoldaki molekülleri etkileyebilir (Igney and 

Krammer 2002). T-hücre aracılı sitotoksisiteyi ve hücrenin perforin-granzime bağlı 

öldürülmesini içeren ek bir yol vardır. Ekstrinsik, intrinsik ve perforin-granzim yolları aynı 

terminalde veya yürütme yolunda birleşir. 

 

Şekil 10. Apoptozun ekstrinsik ve intrinsik yolları (Wong 2011) 
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Ekstrinsik apoptoz yolak 

Ekstrinsik ölüm reseptörü yolu, ölüm sinyalleri ölüm reseptörlerine bağlandığı zaman 

başlar. Birkaç ölüm reseptörü tanımlanmasına rağmen en iyi bilinen ölüm reseptörleri tip 1 TNF 

reseptörü (TNFR1) ve Fas (CD95) proteinleridir. Bunların sinyalleri sırasıyla TNF ve Fas 

ligandı (FasL) olarak isimlendirilir (Hengartner 2000). Bu ölüm reseptörleri TNFR-1 ile ilişkili 

TRADD ve FADD adaptör proteinleri ve Kaspaz-8 gibi sistein proteazlarla etkileşen hücre içi 

bir ölüm bölgesine sahiptirler (Schneider and Tschopp 2000).  Ölüm ligandının ölüm 

reseptörüne bağlanması, bir adaptör protein için bir bağlanma bölgesinin oluşumuyla sonlanır 

ve ligand-reseptör-adaptör kompleksi ölüm indükleyici sinyalleme kompleksi (DISC) olarak 

isimlendirilir (O’Brien and Kirby 2008). DISC prokaspaz-8'i aktive eder. Başlatıcı bir kaspaz 

olan ve prokaspaz-8’in aktif formu olan Kaspaz-8 diğer kaspazlar ile etkileşim kurarak 

apoptozu başlatır (Karp 2008).  

İntrinsik mitokondriyal yolak 

Adından da anlaşılacağı gibi, intrinsik yolak hücre içinde başlatılır. Onarılamaz genetik 

hasar, hipoksi, sitozolik Ca+2 konsantrasyonlarının aşırı yükselmesi ve şiddetli oksidatif stres 

gibi iç uyaracılar, intrinsik mitokondriyal yolun başlamasını tetiklemektedir (Karp 2008). Bu 

yolak uyarıcılardan bağımsız olarak mitokondri geçirgenliğinin artması ve sitokrom-c gibi pro-

apoptotik moleküllerin sitoplazmaya salınması sonucunda aktifleşir (Danial and Korsmeyer 

2004). Bu yolak, BCL-2 ailesine ait bir grup protein tarafından düzenlenmektedir (Tsujimoto 

et al. 1984). BCL-2 proteinlerinin pro-apoptotik üyeleri (örn. BAX, BAK, BAD, BCL-XS, 

BİD, BİK, BİM ve HRK) ve anti-apoptotik üyeleri (örn. BCL-2, BCL-XL, BCL-W, BFL-1 ve 

MCL-1) olmak üzere iki ana grubu vardır. Anti-apoptotik üyeler, sitokrom-c'nin mitokondriyal 

salınımını bloke etmek suretiyle apoptozu düzenlerken, pro-apoptotik üyeler sitokrom-c'nin 

mitokondriyal salınımını aktive ederek apoptoza etki eder. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik 

proteinler arasındaki denge apoptozun başlatılıp başlatılmayacağını belirler (Reed 1997). 

Mitokondriden sitoplazmaya salınan diğer apoptotik faktörler apoptoz indükleyici faktör (AIF), 

mitokondri kaynaklı ikinci kaspaz aktivatörü (Smac), DIABLO ve Omi/HtrA2’dir. (Kroemer 

et al. 2007). Sitoplazmik sitokrom-c salınımı, sitokrom-c, Apaf-1 ve Kaspaz-9'dan oluşan 

apoptozom kompleksinin oluşumu ile Kaspaz-3'ü aktifleştirir (Kroemer et al. 2007). Diğer 

yandan, Smac/DIABLO veya Omi/HtrA2, apoptoz proteinleri inhibitörüne (IAP'ler) bağlanarak 

kaspaz aktivasyonunu destekler. Daha sonra Smac/DIABLO ve Omi/HtrA2 IAP'lerin Kaspaz-

3 veya -9 ile etkileşiminin bozulmasına yol açar (Kroemer et al. 2007; LaCasse et al. 2008). 

Ekstrinsik ve intrinsik yolakların her ikisi de Kaspaz-3'e çıkar. Kaspaz-3, nüklear apoptozda 

görevli kaspaz ile aktifleşen deoksiribonükleaz inhibitörünü parçalar. Hücre döngüsü, hücre 
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iskeleti ve sinyal yolakları üzerinde de etkileri olan kaspazlar, hücre iskelet proteinlerinin, 

protein kinazların,  DNA tamir proteinlerinin ve endonükleazların inhibe edici alt birimlerinin 

aktivasyonuna neden olur. Böylece apoptozdaki tipik morfolojik değişiklikler meydana gelir 

(Ghobrial et al. 2005).  

Apoptozis ve Karsinogenez  

Apoptoz direnci kanser hücrelerinin karekteristik özelliklerinden bir tanesidir. BCL-2 

ailesinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik üyeleri arasındaki dengenin bozulması, kaspaz 

fonksiyonun azalması ve ölüm reseptörü sinyallemesinde meydana gelen bozukluklar hücrenin 

apoptoza girişini engellemektedir (Wong 2011). 

 

Şekil 11. Apoptozun bozulmasına ve karsinogeneze katkıda bulunan mekanizmalar (Wong 
2011) 

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein dengesinin bozulması 

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler arasındaki denge hücre ölümünün 

düzenlenmesinde önemli bir rol oynamaktadır. Ayrıca, bazı genlerin aşırı veya yetersiz 

ekspresyonunun, kanser hücrelerinde apoptozu azaltarak karsinogeneze katkıda bulunduğu 

bilinmektedir (Wong 2011). 
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BCL-2 protein ailesi 

BCL-2 protein ailesi, apoptozun düzenlenmesinde intrinsik yolakta önemli bir rol 

oynayan pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerden oluşur (Grosset al. 1999). BCL-2 

proteinlerinin tümü mitokondri dış membranında konumlanır (Minn et al. 1997). İşlevlerine ve 

BCL-2 homoloji (BH) alanlarına göre BCL-2 protein ailesinin üyeleri üç gruba ayrılır (Dewson 

and Kluc 2010). İlk grup, dört BH alanının tümünü içeren anti-apoptotik proteinlerdir ve 

hücreyi apoptotik uyaranlardan korurlar. BCL-2, Bcl-XL, MCL-1, BCL-W, A1/BFl-1 ve BCL-

B/BCL2L10 proteinleri bu grupta yer alır. İkinci grup, yalnızca BH-3 proteinlerinden oluşur. 

Bu gruptaki proteinler BİD, BİM, PUMA, NOXA, BAD, BMF, HRK ve BİK’dir. DNA hasarı, 

büyüme faktörü eksikliği ve endoplazmik retikulum stresi gibi hücresel streste apoptozun 

başlatıcıları olarak aktive edildikleri için pro-apoptotiktirler. Üçüncü grubun üyeleri, dört BH 

alanını da içerir ve bunlar pro-apoptotiktir. BAX, BAK ve BOK/MTD bu gruptadır (Dewson 

and Kluc 2010). Pro-apoptotik BCL-2 üyeleri apoptozu indüklerken, anti-apoptotik BCL-2 

üyeleri apoptozu engeller (Cory and Adams 2002). 

BCL-2 protein ailesinin anti-apoptotik ve pro-apoptotik üyelerinin dengesindeki 

bozulma, apoptoz mekanizmasında düzensizliklere yol açabilir. Bu duruma, bir veya daha fazla 

anti-apoptotik proteinin aşırı ifadesi, bir veya daha fazla pro-apoptotik proteinin yetersiz ifadesi 

ya da her iki durumun birlikteliği neden olabilir (Wong 2011). 

p53 

p53 proteini, 17. kromozomun kısa kolunda (17p13.1) yer alan TP53 tümör baskılayıcı 

gen tarafından kodlanan ve en iyi bilinen tümör baskılayıcı proteinlerden birisidir. İsmini 

molekül ağırlığından (53 kDa) almaktadır (Levine et al. 1991). Apoptozun uyarılmasında, 

hücre döngüsünün düzenlemesinde, hücresel yaşlanmada, DNA rekombinasyonunda ve gen 

amplifikasyonunda (Oren and Rotter 1999) rol oynamaktadır ve "genomun gardiyanı" olarak 

adlandırılır (Lane 1992). İnsan kanserlerinin %50'den fazlası p53 genindeki mutasyonlar ile 

ilişkilidir (Bai and Zhu 2006). 

Apoptoz proteinleri inhibitörü (IAP'ler) 

Apoptoz proteinleri inhibitörü (IAP’ler), apoptozisi, sitokinezi ve sinyal iletimini 

düzenleyen yapısal ve işlevsel olarak birbirine benzer protein grubudur. Bugüne kadar, NAIP 

(BIRC1), c-IAP1 (BIRC2), c-IAP2 (BIRC2), c-IAP2 (BIRC3), X'e bağlı IAP (XIAP, BIRC4), 

Survivin (BIRC5), Apollon (BRUCE, BIRC6), Livin/MLIAP (BIRC7) ve IAP benzeri protein 

2 (BIRC8) olmak üzere sekiz IAP tanımlanmıştır (Vucic and Fairbrother 2007). Kaspazların 

endojen inhibitörleri olan IAP'ler, korunmuş BIR alanlarını kaspazların aktif bölgelerine 
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bağlayarak, aktif kaspazların bozunumuna yol açarak veya kaspazların substratlarına 

bağlanmasını engelleyerek kaspaz aktivitesini inhibe edebilirler (Wei et al. 2008). Birçok 

kanserde düzensiz IAP ekspresyonu bildirilmiştir (Wong 2011). 

Kaspazlar 

Kaspazlar apoptozun başlaması ve yürütülmesinde önemli moleküllerdir. İnflamasyon 

sürecinde görev alan kaspazlar (Kaspaz-1, -4, -5, -13 ve -14) ve apoptozda merkezi oynayan 

kaspazlar (Kaspaz-2, -3, -6, -7, -8, -9 ve -10) olmak üzere iki kaspaz grubu bulunmaktadır. 

Apoptozda görev alan kaspazlar kendi içinde başatıcı (Kaspaz-2, -8, -9 ve -10) ve efektör 

(Kaspaz-3, -6 ve -7) kaspazlar olmak üzere ikiye ayrılır. Başlatıcı kaspazlar, apoptotik yolağın 

başlamasından birinci derecede sorumludur. Efektör kaspazlar ise, kendilerine spesifik 

proteinleri parçalamak suretiyle apoptotik hücre morfolojisinin oluşmasında etkili olurlar. 

Düşük kaspaz seviyesi veya kaspaz fonksiyonundaki bozulma apoptozun azalmasına sebebiyet 

vererek karsinogeneze katkıda bulunur (Fink and Cookson 2005). Bazı durumlarda, birden fazla 

kaspaz aşağı regüle edilerek tümör hücresi büyümesine ve gelişimine katkıda bulunabilir 

(Wong 2011). 

Karsinogenezde PI3K/AKT/mTOR Sinyali  

PI3K/AKT/mTOR sinyali, hücre büyümesi, çoğalması, hareketliliği ve sağ kalımı gibi 

hücresel fonksiyonları yürüten hücre içi ve hücre dışı uyarıları hücre içi sinyallere dönüştüren 

önemli bir yoldur. PI3K sinyalinin aktivasyonu, artan hücre döngüsü, metabolizma, hayatta 

kalma ve hareket kabiliyeti dâhil olmak üzere çoğu kanser gelişim sürecine katkıda bulunur 

(Vivanco and Sawyers 2002). Tablo 1’de, PI3K/AKT/mTOR yolağının ana düğümlerinde 

meydana gelen moleküler değişiklikler ve neden olduğu tümör tipleri gösterilmiştir. 
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Tablo 1. Kanserde PI3K/AKT/mTOR Yolağındaki Değişimler (Vivanco and Sawyers 2002) 

Tümör Tipi Değişiklik Tipi 

Glioblastoma PTEN mutasyonu/eksikliği 

PTEN mutasyonları 

Artmış AKT-1 aktivitesi 

AKT-2 ampflikasyonu ve aşırı ekspresyonu 

PI3K p110α ampflikasyonu 

PI3K p85α ampflikasyonu 

Meme Artmış AKT-1 aktivitesi 

AKT-2 ampflikasyonu ve aşırı ekspresyonu 

RSK ampflikasyonu ve aşırı ekspresyonu 

PTEN heterozigot lokusunun kaybı 

PI3K ve AKT aşırı aktivasyonu 

Endometrial PTEN mutasyonu 

Hepatoselüler karsinoma PTEN mutasyonu 

Melanoma PTEN mutasyonu 

Akciğer PTEN mutasyonu 

Böbrek hücreli karsinoma PTEN mutasyonu 

Tiroid PTEN mutasyonu 

AKT aşırı aktivasyonu ve ekspresyonu 

Büyüme faktörü reseptörleri tarafından düzenlenen PI3K aktivitesi, RTK'larda meydana 

gelen herhangi bir mutasyon ile artış gösterebilir. Bir PI3K aktivatörü olan epidermal büyüme 

faktörü reseptörünün (EGFR) mutasyonu, küçük hücreli akciğer kanserinin gelişimine yol açan 

en önemli değişikliklerden biridir. EGFR gen amplifikasyonu ve aşırı ekspresyonu, glioblastom 

tipi tümörlerde sıklıkla gözlenirken, diğer kanser türlerinde çok yaygın değildir (Fumarola et 

al. 2014). PI3K'nın katalitik alt birimini şifreleyen PIK3CA geni, meme, endometriyal, 

kolorektal ve yumurtalık tümörleri dâhil olmak üzere çeşitli insan kanserlerinde sıklıkla 

mutasyona uğrar. PI3K sinyalini antagonize eden PTEN tümör baskılayıcı geni, insan 

kanserinde en sık görülen mutasyona uğramış ikinci gendir. PTEN mutasyonu, glioblastoma ve 

endometrial sarkom dâhil olmak üzere hem kendiliğinden hem de kalıtımsal kanserlerde 

tanımlanmıştır. Meme, kolorektal, pankreas ve yumurtalık kanserlerinde AKT-1'in mutasyonu 

bildirilmiştir (Freudlsperger et al. 2011). 

Artan PI3K/AKT/mTOR sinyalleri, tümör anjiyogenezini teşvik eder. Nitrik oksit 

sentaz'ın (NOS) uyarılması, Glikojen sentaz kinaz-3β (GSK-3β) ve FOXO transkripsyon 

faktörünün inhibisyonu ile bu sinyal yolu, vasküler endotel büyüme faktörü (VEGF) 

aktivasyonunu indükleyen hipoksi ile indüklenebilir faktör 1-alfa (HIF-1α) ekspresyonunu 

arttırır (Tokunaga et al. 2008). Ek olarak, AKT endojen anjiyojenik inhibitör trombospondin-1 
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proteinini (TSP-1) baskılar. Böylece, PI3K yolu, proanjiyogenik faktörlerin aşırı ekspresyonu, 

antianjiyogenik faktörlerin inhibisyonu ile anjiyogenezi teşvik eder. PI3K yolu, çeşitli 

mekanizmalar yoluyla tümör metastazını arttırmaktadır (Şekil 12) (Yuan and Cantley 2008). 

GSK3β ve retinoblastoma (Rb) proteininin siklin bağımlı kinaz 4/6 (cdk4/6) ile AKT 

inhibisyonu, hücre döngüsü S-fazı giriş genlerinin E2F aracılı transkripsiyonu ile sonuçlanır. 

Ribozomal protein S6 kinaz beta-1'in (S6K1) rapamisin kinaz kompleksi-1'in hedefi (TORC1) 

aracılı aktivasyonu ve haberci RNA'ların translasyonuna izin veren ökaryot translasyon 

başlatma faktörü 4E bağlayıcı proteinin (4E-BP1) inhibisyonu, hücre döngüsünün S fazında 

ilerlemesi için gereklidir (Owusu-Brackett et al. 2019). Ek olarak, S fazına geçiş, p27 ve p21 

gibi hücre döngüsü ilerlemesinin negatif regülatörlerini inhibe ederek gerçekleşir. Son olarak, 

FOXO3 proteinleri, MDM2 ve BAD gibi pro-apoptotik faktörlerin inhibisyonu, hücre döngüsü 

ilerlemesini artırmaktadır  (Şekil 12) (De et al. 2016). 

 

Şekil 12. PI3K/AKT/mTOR sinyal yolağına dâhil olan anahtar moleküller (Porta et al. 2014) 

Karsinogenezde AKT’nin Rolü 

Serin/Treonin Kinaz AKT, aynı zamanda Protein Kinaz B (PKB) olarak da bilinen, 

insan kanserlerinde en sık aktive olan, AKT-1, AKT-2 ve AKT-3 olmak üzere üç izoformu olan 

bir protein kinazdır (Nelson et al. 2007). Hücre çoğalması, hücre sağ kalımı ve glukoz 
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metabolizmasının düzenlenmesinden sorumlu olan AKT-1 ve AKT-2 birçok dokuda ifade 

edilerek onkogenik ve apoptotik sinyal yolağında aktif olarak rol alır (Tokunaga et al. 2008). 

AKT-3 beyin dokusunda yoğun olarak ifade olur ve mitokondriyal biyogeneze katılır (Wright 

et al. 2008). AKT'nin hiperaktivasyonu apoptoz direnci, hücre büyümesi, hücre çoğalması ve 

enerji metabolizması ile ilişkilidir. Bu yoldaki sapmalar kilit bir faktördür ve tümör direncinde 

önemli bir rol oynar (Campbell et al. 2001; Tokunaga et al. 2006). AKT molekülünün ilişkili 

olduğu, PI3K/AKT/mTOR sinyalinin düzensizleştirilmesi meme kanseri, böbrek kanseri ve 

nöroendokrin tümörleri gibi birçok insan kanserlerinde ortaya konmuştur (Ocana et al. 2014). 

AKT/mTOR yolağının düzenlenmesi tümör baskılayıcı özellikte olan PTEN geni tarafından 

kodlanan hem lipid hem de protein fosfataz aktivitesine sahip olan PTEN proteini aracılığıyla 

gerçekleşir (Feng 2010). PTEN proteinin mutasyonu, aşırı AKT aktivasyonuna yol açarak 

kontrolsüz hücre çoğalması ile apoptozdan kaçış ve anjiyogenez meydana gelir (Phin et al. 

2013). Bu nedenle AKT sinyali, tümör oluşum sürecinde yer alan çoklu yollarda merkezi bir 

rol oynar ve PI3K/AKT yolunun hiperaktivasyonu kanserlerde yaygın olarak görülür (Liu et al. 

2009).  

AKT aktivitesi, reseptör tirozin kinazlar (RTK) ile düzenlenir. RTK'lar, direkt veya 

adaptör proteinler ile birlikte sınıf I fosfatidilinositol 3-kinazları (PI3K) aktive eder. PI3K’lar, 

fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfat (PIP3) üretmek için fosfatidilinositol-4,5-bifosfatı (PIP2) 

fosforile eder. Plazma membranında PIP3e AKT bağlanması, AKT'nin fosforillenmesine neden 

olan bir konformasyonel değişikliği indükler. Bu değişiklik ağırlıklı olarak AKT aktivasyonuna 

yol açan T308 (Tirozin308) ve S473 (Serin473)  rezidülerinde meydana gelir (Şekil 13). 

Fosfoinositid bağımlı kinaz-1 (PDK1) tarafından T308'in fosforilasyonu, substrat afinitesini 

arttıran ve AKT kinaz aktivitesini destekleyen yapısal bir değişikliğe yol açar (Lien et al. 2017).  

MTORC2 (rapamisin kompleksi-2'nin memeli hedefi) tarafından AKT'nin PIF cebinde S473'ün 

fosforilasyonu, AKT'nin PDK1'e afinitesini artırarak AKT aktivitesini arttırdığı 

düşünülmektedir (Sarbassov et al. 2005). 

PI3K/AKT sinyal yolağının önemli negatif regülatörleri olan tümör baskılayıcı genler, 

PTEN (fosfataz ve tensin homoloğu), PP2A (protein fosfataz 2A), PHLPP (pH domain ve lösin 

bakımından zengin tekrarlı protein fosfataz I içerir) ve PIP3, AKT pT308 ve AKT pS473’ü 

defosforile eder (Şekil 13) (Gao et al. 2005). 



31 

 

Şekil 13. AKT'nin aktivasyonu ve negatif regülasyonu (Brown and Banerji 2017) 

Normal Hücre Fizyolojisinde AKT’nin Rolü 

AKT sinyali, kanserde merkezi bir rol oynamanın yanı sıra, normal hücresel fizyoloji 

için de gereklidir. Yetişkinlerde, AKT-1 hemen hemen her dokuda ifade edilir, AKT-2 insüline 

duyarlı dokularda daha yüksek ifade edilir ve AKT-3 tüm dokularda düşük seviyelerde 

bulunurken, beyin ve endokrin dokularda daha fazla ifade edilir (Uhlen et al. 2010; Uhlen et al. 

2015).  

AKT, glukoz homeostazında da önemli bir rol oynar ve AKT'nin farmakolojik 

inhibisyonu hiperglisemi ve hiperinsülinemi ile ilişkilidir (Crouthamel et al. 2009). AKT, 

glikojen sentezini uyarmanın yanı sıra, glukoz taşıyıcı GLUT4'ün plazma zarına 

translokasyonunu tetikleyerek hücrenin glukoz alımını da teşvik eder. (Manning and Cantley 

2007). 

Özellikle AKT-1 ve AKT-2, kardiyak büyümesini, kasılma fonksiyonunu ve koroner 

anjiyogenezi düzenlemek için de önemlidir. AKT-1 nakavt farelerde görülen ateroskleroza 

karşı normal endotelyal fonksiyonu ve endotelyal nitrik oksit sentezini korumak için AKT-1’in 

gerekliliği belirtilmiştir (Hers et al. 2011). AKT ayrıca trombosit aktivasyonunu ve 

agregasyonunu destekleyen, AKT sinyallemesinin sıkı kontrol ihtiyacını vurgulayan pro-

trombotik bir etkiye sahiptir (Hers et al. 2011). AKT'nin kardiyovasküler ve endokrin 

sistemlerde oynadığı rolün yanı sıra nöro-koruyucu olduğu ve nöronlar arasındaki sinaptik 

iletimde rol oynadığı gösterilmiştir (Hers et al. 2011). Normal insan fizyolojisinde AKT 

sinyallemesinin geniş kapsamlı etkileri göz önüne alındığında, klinikte AKT inhibitörlerinin 

geniş kapsamlı etkileri olduğu görülmektedir. 
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AKT İnhibitorleri 

AKT molekülü, kanser tedavisi için bir hedef olarak kabul edilir ve etkili farmasotik 

inhibitörlerin/ajanların geliştirilmesi önem arz etmektedir (Brasseur et al. 2017). Yapılan 

preklinik çalışmalar ile potansiyel inhibe edici fonksiyonları bulunan çeşitli AKT inhibitörleri 

bildirilmiştir. AKT inhibitörleri, inhibisyon mekanizmalarına ve bunların kimyasal 

bileşimlerine göre sınıflandırılır. Bunlar ATP-rekabetçi inhibitörler, allosterik inhibitörler ve 

geri dönüşümsüz inhibitörler olarak üç başlık altında sınıflandırılabilir. ATP-rekabetçi 

inhibitörler, hedeflerinin fosfotransferaz aktivitesini bloke etmek için ATP ile rekabet ederek 

hareket eden en güçlü protein kinaz inhibitörleridir. Örneğin, izokinolin-5-sülfonamidler, 

aminofurazanlar, azepan türevleri, tiyofenkarboksamidler ve türevleri ve 2,3-difenilkinoksalin. 

Allosterik inhibitörler, aktif bölgeden başka bir bölgedeki enzime bağlanarak enzimin yapısal 

olarak değişmesine neden olur, böylece aktif bölge artık substrat için kullanılamaz. ATP-

rekabetçi ve allosterik inhibitörler doza bağımlı bir şekilde AKT kinaz aktivitesini inhibe eder 

(Thorpe et al. 2015). Allosterik inhibitörler, ATP-rekabetçi inhibitörlere göre daha fazla 

spesifiteye, düşük toksisiteye ve daha az yan etkiye sahiptir (Lu et al. 2014). AKT'yi hedef alan 

diğer belirgin allosterik inhibitörlerin bazıları, 2,3-Diphenilquinoxaline, indol-3-karbinol ve 

bunların analogları, sülfonamiderivatifleri, tiyoüre türevleri ve pürin türevlerinin plazma 

zarının toplanmasını önleyen alkil fosfolipitlerdir (ALP'ler). Üçüncü tip inhibitörler, enzimlere 

kovalent veya kovalent olmayan şekilde bağlanan ve etkilerini geri dönüşümsüz olarak inhibe 

eden geri dönüşümsüz inhibitörlerdir. Streptomyces sp.'den izole edilen doğal bir ürün olan 

laktokinomisin, kendisine kovalent olarak bağlanan ve fosforilleme kabiliyetini potansiyel 

olarak inhibe eden geri dönüşümsüz bir AKT inhibitörüdür (Brasseur et al. 2017). Ayrıca, doğal 

olarak oluşan antosiyaninler, likorin ve verrucarin J gibi, AKT inhibitör aktiviteleri ile anti-

tümör ve anti-metastatik özellik gösteren başka küçük inhibitörler de vardır. Kanser tedavisi 

için en etkili AKT inhibitör tipinin belirlenmesi, AKT geninde meydana gelen mutasyon tipine 

bağlıdır. Çeşitli AKT inhibitörlerinin anti-tümör etkisini ve moleküler mekanizmasını anlamak 

için daha fazla çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır (Urak et al. 2017).  

AKT inhibitörü-IV 

AKT inhibitörü-IV (5-(2-Benzotiyazolil)-3-etil-2-[2-(metilfenilamino)etenil]-1-fenil- 

1H-benzimidazolyum iyodür),  AKT'nin yukarı akışında, ancak PI3K'nın aşağı akışında bir 

kinazın ATP bağlanma bölgesini hedefleyerek AKT fosforilasyonunu/aktivasyonunu inhibe 

eden hücre geçirgen bir benzimidazol bileşiğidir (Sun et al. 2011).  

PI3K/AKT (protein kinaz B) yolağının inhibitörleri, antikanser ve antiviral ajanlar 

olarak araştırılmaktadır. Benzimidazol türevi AKT inhibitörü-IV (5-(2-Benzotiyazolil)-3-etil-
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2-[2-(metilfenilamino)etenil]-1-fenil- 1H-benzimidazolyum iyodür) bu yolu etkiler ve güçlü 

antikanser ve antiviral aktivite sergiler (Sun et al. 2011). 

 

Şekil 14. AKT inhibitörü-IV’ün kimyasal yapsı 

Tamoksifen  

Tamoksifen, 1977 yılında, birincil meme kanserinin adjuvan tedavisi için kullanımı 

onaylanmış bir ilaçtır (Jordan 1994). 

Tamoksifen, östrojenin kendi reseptörlerine bağlanmasını inhibe eden bir antiöstrojen 

görevi görerek antikanser etki göstermektedir (Osborne et al. 1996). Tamoksifen, otokrin veya 

parakrin mekanizmalar aracılığı ile büyümeyi uyarabilen büyüme faktörleri ve kanser hücreleri 

tarafından salgılanan anjiyogenik faktörler dâhil olmak üzere östrojen tarafından düzenlenen 

genlerin ekspresyonunu inhibe eder (Arteaga and Osborne 1991 ). Ayrıca, hücre döngüsünü G1 

fazında durdurarak hücre proliferasyonunu yavaşlatır ve programlanmış hücre ölümüne 

doğrudan neden olabilir (Ellis et al. 1997). 

Tamoksifen, adjuvan tedavi olarak uygulanması meme kanseri nüks ve ölüm riskini 

azaltır. Bu nedenle, östrojen reseptör pozitif invaziv meme kanseri olan hem menopoz öncesi 

hem de menopoz sonrası kadınlar için kullanımı endikedir. Tamoksifen ayrıca metastatik meme 

kanserli menopoz sonrası kadınlar için tercih edilen ilk hormonal tedavidir ve genç kadınlarda 

birinci veya ikinci basamak tedavi olarak faydalıdır. Güvenli ve iyi tolere edilebilir bir ilaç 

tedavisi olmasının yanısıra endometriyal kanser riskini artırabilir (Osborne 1998). 

Tamoksifenin meme kanseri gelişimi için yüksek risk altındaki kadınlarda kullanımına 

ilave olarak, kardiyovasküler mortalite ve kemik yoğunluğu üzerinede ek faydaları 

bulunmaktadır (Osborne 1998). 
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Şekil 15. Tamoksifenin kimyasal yapısı 

Çalışmanın Amacı 

Bu çalışmada, AKT inhibitörü-IV’ün MCF-7 insan meme kanseri hücrelerindeki 

sitotoksik ve apoptotik etkilerini, PI3K/AKT yolağının hormon tedavisine dirençte çok önemli 

bir mekanizma olduğunu göz önünde bulundururak, meme kanseri tedavisinde kullanılan 

hormon tedavisi ilaçlarından biri olan tamoksifen ile kıyaslayarak belirlemeyi amaçladık. Bu 

bağlamda, MCF-7 hücreleri hücre kültür ortamında çoğaltıldı ve etkilerini araştırmak 

istediğimiz AKT inhibitörü-IV ve tamoksifen ile muamele edildi. Sonrasında yapılan çeşitli 

analiz yöntemleri ile uygulanan bileşiklerin MCF-7 hücreleri üzerindeki sitotoksik, 

antiproleratif ve apoptotik yolaklarda görev alan bazı genler üzerine etkileri belirlendi.  
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KURAMSAL TEMELLER 

Kanser, hücrelerin anormal olarak bölünmesi sonucu farklı doku ve organlara metastazı 

ile karakterize olan karmaşık süreçler içeren bir hastalıktır. Kanser tedavisinde hastalığın 

seyrine göre cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, immünolojik ve kimyasal tedaviler gibi farklı 

tedavi yöntemleri uygulanmaktır (DeVita et al. 2008). Son yıllarda kanser mekanizmasının 

daha iyi anlaşılması üzerine hedefe yönelik tedavi uygulamaları tedavinin başarısında önem arz 

etmektedir (Peters and Brown 2015). 

Meme kanseri son yıllarda kadınlar arasında artan bir sorun olarak 

tanımlanmaktadır. Dünya çapında, meme kanseri her yıl tahminen 1,15 milyon kadını 

etkilemektedir (Ferlay et al. 2002). Meme kanserinin önlenmesi, erken teşhis ve tedavideki 

ilerlemelere rağmen, meme kanserli hastalar ortalama 2 yıllık sağ kalımla (18-24 ay) metastatik 

ve tedavisi olmayan evreye girmektedir (Chia et al. 2003). 

Hem genetik hem de genetik olmayan risk faktörleri meme kanseri gelişimini 

etkiler. Genetik faktörler, yüksek ve orta riskli kanser yatkınlık genlerinde 

(sırasıyla BRCA1 veya BRCA2 ve CHEK2) ve meme kanseriyle ilişkili ortak tek nükleotid 

polimorfizmlerinde (SNP'ler)  mutasyonları içerir (Coughlin 2019). Genetik olmayan risk 

faktörleri arasında artan yaş, kişisel meme patolojileri öyküsü (atipik hiperplazi ve in situ 

lobüler karsinom vb.), yüksek mamografik yoğunluk, yüksek vücut kitle indeksi, eksojen 

hormon kullanımı, alkol, yetersiz fiziksel aktivite ve üreme faktörleri bulunur (He et al. 2010; 

Stolk et al. 2012; Stone et al. 2006). 

Canlılar yaşamını devam ettirebilmek için hücreleri sürekli kendilerini yenilemelidir. 

Ölen ve yaşlanan hücrelerin yerini yeni hücreler alır. Bu mekanizma hücrelerin bölünüp 

çoğalmasını sağlayan genler ve aşırı hücre çoğalmasını engelleyen genler tarafından kontrol 

edilmektedir (Kumar et al. 1992). Bu genler; proto-onkogenler ve anti-onkogenlerdir. Bu 

genlerin ekspresyonunun bozulması hücrelerin kontrolsüz ve anormal olarak çoğalmasına 

neden olur (Sutherland 1999). 

İlk olarak Kerr ve arkadaşları tarafından hücre ölümünün morfolojik bir biçimi olarak 

tanımlanan apoptosiz (Kerr et al. 1972), organizmalarda fonksiyonunu kaybeden ve gereksinim 

duyulmayan hücrelerin programlı ölümüdür. Doku embriyogenezinde, organizmaların 

şekillenmesinde ve çeşitli hastalıklara kadar birçok mekanizmada önemli roller almaktadır. 



36 

Genel olarak apoptosiz, belirli morfolojik özellikler ile karakterize edilen enerji bağımlı 

biyokimyasal bir mekanizmadır (Horvitz 1999.).  

Apoptosiz, spesifik reseptör molekülleri CD95, büyüme faktörleri, tümör nekroz faktör 

(TNF), ultraviyole ışınlar, radyasyon, ısı şoku, oksidatif stres, sitotoksik teröpatikler ve 

bakteriler gibi çeşitli fizyolojik ve patofizyolojik indükleyiciler tarafından indüklenebilir 

(Janssen et al. 2003; Lancellotti et al. 2009). Apoptoza uğrayan hücrenin morfolojisi, hücre 

büzülmesi, nükleer kondensasyon, membran kabarması, membrana bağlı apoptotik cisimlere 

parçalanma ile karakterizedir (Saikumar et al. 1999).  

Apoptozun bozulması, kanser, viral enfeksiyonlar, otoimmün hastalıklar, 

nörodejeneratif bozukluklar ve AIDS dâhil olmak üzere bir dizi insan hastalığının patogenezine 

katkıda bulunmaktadır (Thompson 1995). 

Memelilerde, dışsal yol (ölüm reseptörünün aracılık ettiği yol) ve içsel yol 

(mitokondriyal aracılı yol) olmak üzere iki merkezi apoptotik yol vardır (Hassen et al. 2012). 

Bu iki yolun yanı sıra, endoplazmik retikulum stresi ile aktive edilen apoptozda Kaspaz-12 veya 

Kaspaz-2'nin başlatıcı rolü de dâhil olmak üzere daha az bilinen ek kaspaz aktivasyon yolları 

vardır (Szegezdi et al. 2006). Perforin/granzim yolu, T hücresi aracılı sitotoksisiteyi içeren 

başka bir yoldur. Bu yol, granzim A veya granzim B yoluyla apoptozu indükleyebilir. Tüm bu 

apoptotik yollar (dışsal, içsel ve granzim B yolları) aynı terminalde birleşir (Jin and El-Deiry 

2005).  

BCL-2, apoptozu inhibe etmek suretiyle hücre sağkalımını artıran bir proto-onkogendir. 

Yapılan çalışmalar, BCL-2’nin birçok hücre tipinde çeşitli uyaranlar tarafından apoptozu 

durdurabileceğini veya erteleyebileceğini göstermektedir (Hockenbery et al. 1990). BCL-2’nin 

anti-apoptotik fonksiyonunu açıklamak için birkaç hipotez ortaya atılmıştır. BCL-2, Ca+2 

homeostazı için bir regülatör görevi görebilir (Gulbins et al. 2000) veya bir antioksidan olarak 

aktivite gösterebilir (Haunstetter and Izumo 1998). Buna ek olarak, BCL-2, apoptozise özgü 

intraselüler proteolize aracılık eden sitozolik kaspazların mitokondri aktivatörlerinin 

salınmasını önleyebilir (Chao and Korsmeyer 1998) . 

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik BCL-2 proteinleri arasında bir denge mevcuttur. Bu 

dengenin bozulması hücrenin kontrolsüz çoğalmasına sebep olmaktadır. Anti-apoptotik 

üyelerinden olan BAX ve pro-apoptotik BCL-2 arasındaki dengenin, BAX lehine kayması ile 

hücreler bir ölüm komutu yürütür ancak dengenin BCL-2 lehine kayması ile apoptozis 

engellenir ve hücreler hayatta kalır. BAX eksikliği olan fareler hücresel hiperplazi sergiler ve 

bu durum BAX’ın bir pro-apoptotik molekül olarak rolünü teyit eder. BAX kaspazları aktive 



37 

edebildiği ve mitokondriyal disfonksiyonu tetikleyebildiği gibi, BCL-2 ifadesi her iki olayı da 

bloke edebilir (Reed 1997; Korsmeyer 1999.)  

Apoptoz ile yakından ilişkili kaspazlar, aspartata özgü sistein proteazlar enzim ailesinin 

üyeleridir. Kaspazların aktivasyonu ve işlevi, IAP, BCL-2 ailesi proteinleri, kalpain ve Ca+2 

gibi çeşitli moleküller tarafından düzenlenir (Fan et al. 2005). Sağlıklı hücrelerde kaspazlar 

inaktif durumdadır, ölüm uyaranına cevap olarak aktif hale geçerler. Kaspazlar, apoptotozda 

morfolojik ve biyokimyasal özelliklerden sorumludur. Yapılarına ve fonksiyonlarına göre, 

başlatıcı kaspazlar (Kaspaz-2, -8, -9 ve -10) ve efektör kaspazlar (Kaspaz-3, -6 ve -7) olmak 

üzere iki kaspaz gruba bulunmaktadır. Başlatıcı kaspazlar, kaspaz takviye bölgesi (CARD) veya 

efektör ölüm bölgesi (DED) ile etkileşimi sağlayan uzun N-terminal bölgeleri 

bulundurmalarından dolayı efektör kaspazlardan ayrılırlar (Hunter et al. 2007).  

AKT, üç izoformlu (AKT-1, AKT-2 ve AKT-3) bir Serin/Treonin kinazdır. PI3K'nın 

downstream hedefidir ve kanser hücrelerinin sağ kalımında, hücre döngüsüne girişte ve glukoz 

metabolizmasında önemli bir rol oynar (Engelman 2009). Meme kanserlerinde, artmış AKT-1 

aktivitesi, AKT-2 ampflikasyonu ve aşırı ekspresyonu bildirilmiştir (Vivanco and Sawyers 

2002).  

PI3K/AKT/mTOR yolağı, hücre dışı uyaranlara yanıt olarak sinyal iletimi ile hücre 

fizyolojisinde merkezi bir rol oynar. Bu yolak proliferasyon, büyüme, hayatta kalma, 

hareketlilik ve metabolizma gibi birçok hücresel işlevleri kontrol etmektedir (Engelman et al. 

2006). Bu sinyal yolundaki mutasyonlar, kanserde sıklıkla bulunur, özellikle meme kanserinde 

yaygındır ve tümörlerin yaklaşık %60'ı PI3K/AKT/mTOR yolunu aktive eden genetik 

değişiklikleri barındırır (Engelman 2009). 

AKT, mitokondriyal değişiklikleri, kaspazdan bağımsız bir şekilde geciktirerek 

apoptozu ve prokaspazların aktif kaspaz formlarına dönüşmesini engeller ayrıca AKT 

aktivasyonu, sitokrom-c'nin mitokondriden salınmasını ve mitokondriyal membran 

potansiyelindeki değişiklikleri inhibe etmektedir. Yani, AKT’nin sitokrom-

c salınımından önce apoptoz zincirine müdahale ederek hücre canlılığını ve kaspaz 

aktivasyonunu desteklediğini göstermektedir (Kennedy et al. 1999). 

Yapısal olarak aktif AKT veya BCL-2'nin kararlı ekspresyonunun apoptozu 

engellediğini, ancak yalnızca BCL-2'nin mitokondriden sitokrom-c'nin salınmasını 

önlemektedir. Bu da AKT'nin post-mitokondriyal düzeyde apoptozu düzenlediğini 

düşündürmektedir. Bununla tutarlı olarak, aktif AKT'nin aşırı ekspresyonu, endojen BCL-2, 

BCL-X veya BAX'ın ekspresyon seviyelerini değiştirmeden hücrelerin apoptoza girişini 

engeller (Zhou et al. 2000).  
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PI3K yolağının, kötü huylu fenotipe katkıda bulunabilecek çeşitli hücresel işlemlerde 

merkezi bir rol oynadığı iyi bilinmektedir. Buna göre, bu sinyalleme kademesindeki anahtar 

düğümlerin farmakolojik inhibisyonunu hedefleyen inhibitörlerin geliştirilmesi bir odak 

noktası olmuştur. Bugüne kadar, upstream reseptör tirozin kinazları hedefleyen teröpatikler 

klinik olarak başarı elde etmiştir. PI3K, AKT ve mTORC1 ve 2'nin yeni inhibitörleri erken faz 

klinik deneylerinden geçmektedir. Bu inhibitörlerin bazı eksiklikleri iyileştirilerek kanser 

hastaları için anlamlı faydalar sağlayacağı umulmaktadır (Markman et al. 2010). 

AKT'yi hedefleyen ve inhibisyonuna neden olan bileşikler,  hem ATP-rekabetçi aktif 

bölgeye yönelik inhibitörleri ve ATP-rekabetçi olmayan allosterik bileşikleri içermektedir. Bazı 

AKT inhibitörleri ise her iki bileşik sınıfını temsil eden inhibitörlerdir ve insan kanserlerinin 

tedavisi için etkinlikleri klinik deneyler ile değerlendirilmektedir (Pal et al. 2010).  

Meuillet et al. (2003) tarafından yapılan araştırmaya göre, PH alanını hedefleyen ve 

membran lokalizasyonunu önleyen bir başka lipid bazlı AKT inhibitörü olan PX-316, MCF-7 

insan meme kanseri ile HT29 insan kolon kanseri hücre hatlarında hücre canlılığını azalttığı 

aynı zamanda fareler ve sıçanlar için düşük toksisite sergilediği bildirilmektedir.  Bu nedenle, 

PX-316, AKT hayatta kalma sinyalini inhibe eden yeni bir potansiyel teröpatik sınıfının öncü 

bileşiği olarak tanımlandığı ifade edilmektedir.  

Heerding et al. (2008) tarafından yapılan bir çalışmada, bir aminofurazan türevi, ATP 

rekabetçi AKT inhibitörü olan GSK690693’ün, AKT kinaz aktivitesinin hücre içi inhibisyonu 

ile tutarlı aktiviteye sahip tümör hücresi proliferasyonunu inhibe edererek apoptozu indüklediği 

belirtilmektedir. Ayrıca klinik öncesi çalışmalarda, GSK690693'ün çeşitli hematolojik 

neoplazinin proliferasyonunu inhibe ettiği bildirilmektedir. 

Levy et al. (2009), farklı hematolojik neoplaziyi temsil eden 112 hücre hattının 

proliferasyonu üzerindeki etkisini değerlendirmişlerdir. Buna göre, test edilen hücre hatlarının 

yüzde elli beşinin, AKT inhibitörüne duyarlı olduğunu ve akut lenfoblastik lösemi (ALL) hücre 

hatlarının GSK690693 inhibitörüne en duyarlı hücre olduğunu belirtmişlerdir. AKT'nin hücre 

hayatta kalmasındaki rolü ile tutarlı olarak GSK690693’ün, hassas ALL hücre hatlarında 

apoptozu da indüklediği sonucuna varmışlardır.  

 Chautard et al. (2010), malign glioma hücre hattı SF763 hücrelerinde AKT inhibitörü-

IV’ün, AKT aktivasyonunu önemli ölçüde düşürdüğü sonucuna varmışlardır. 

Li et al. (2010), AKT inhibitörü olan perifosin ile in vitro olarak tedavi edilen AS, NGP, 

BE2, KCNR insan nöroblastoma hücre hatlarının tamamında AKT fosforilasyonun azaldığını 

ve apoptozisin arttığını bildirmişlerdir. Perifosin kaynaklı hücre ölümünün kaspaz bağımlı 
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apoptotik yolla ilişkili olup olmadığını Kaspaz-3/-7 aktivite deneyi ile belirlemişler ve tüm 

insan nöroblastoma hücrelerinin Kaspaz-3/-7 aktivitesinde bir artış tesbit etmişlerdir.  

Greenwood et al. (2011) tarafından yapılan araştırmada, Faz-I klinik denemelerinde 

kullanılan ATP-rekabetçi inhibitörlerden olan, AZD5363’ün meme ve prostat kanseri hücre 

hatlarında PRAS40, GSK-3p ve downstream markörü P70S6K dâhil olmak üzere bir dizi AKT 

substratının fosforilasyonunun inhibisyonuna yol açtığını göstermişlerdir. AZD5363'ün, meme 

ve prostat hücre hatlarında bir anti-proliferatif ve bazı durumlarda sitotoksisite ile sonuçlanan 

bir etkiye sahip olduğunu belirtmişlerdir. 

Hirai et al. (2010) yaptıkları çalışma ile, allosterik AKT inhibitörü MK-2206'nın birkaç 

antikanser ajan ile kombinasyon halinde etkisini değerlendirmişleridir. MK-2206’nın, insan 

kanser hücre hatlarında, erlotinib (bir epidermal büyüme faktörü reseptörü inhibitörü) veya 

lapatinib (insan epidermal büyüme faktörü reseptörü-2 inhibitörü) gibi moleküler hedefli 

ajanlarla kombinasyon halinde sinerjik olarak hücre proliferasyonunu inhibe ettiği sonucuna 

varmışlardır.  

Tan et al. (2011), solid tümörleri tedavi etmek için geliştirilmekte olan allosterik AKT 

inhibitörü MK-2206'nın fare adiposit hücre hattında (3T3-L12) glukoz metabolizması üzerine 

etkilerini araştırmışlardır. Buna göre, MK-2206’nın T308AKT ve S473AKT fosforilasyonunu 

güçlü bir şekilde inhibe ettiğini bildirmişlerdir. 

Yap et al. (2011), in vitro ve in vivo AKT aktivitesini bloke eden bir ATP-rekabetçi 

AKT inhibitörü olan CCT128930’un, AKT inhibisyonu ile tutarlı olarak, belirgin 

antiproliferatif aktivite sergilediğini ve in vitro çoklu tümör hücre hatlarında bir dizi AKT 

substratının fosforilasyonunu inhibe ettiğini bildirmekle beraber,  PI3K/AKT yolağının diğer 

bildirilen spesifik AKT inhibitörleri ile tutarlı olarak U87MG insan glioblastoma hücrelerinde 

baskın bir şekilde hücre döngüsünün G1/Go evresinde tutuklamasına neden olduğunu 

bildirmişlerdir.  

Cheng et al. (2012), yeni allosterik AKT inhibitörü MK-2206'nın, otofajiden apoptoza 

geçişi teşvik ederek malign gliomayı inhibe etmede gefitinib ile sinerji oluşturabildiğini ve bu 

kombine tedavinin kötü huylu glioma veya diğer kanser türlerinin tedavisinde daha yararlı 

olabileceğini belirtmişlerdir. 

Li et al. (2019), allosterik AKT inhibitörü MK-2206 ve Glut1 inhibitörü WZB117 

kombinasyonunun, hem ER (+) MCF-7 hem de üçlü negatif MDA-MB-231 meme kanseri 

hücrelerinde AKT inhibisyonu ve ROS indüksiyonu yoluyla sinerjik bir sitotoksik etki 
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gösterdiğini, bu durumunda DNA hasarına neden olabileceğini ayrıca bu kombinasyonunu 

nihayetinde meme kanseri hücrelerinde apoptozise yol açabileceğini bildirmişlerdir.  

Yamaji et al. (2017), ATP rekabetçi AKT inhibitörü olan Afuresertib’in altı farklı insan 

malign plevral mezotelyoma (MPM) (ACC‐MESO‐4, Y‐MESO‐8A, MSTO‐211H, NCI‐H28, 

NCI‐H290 ve NCI‐H2052)  hücreleri üzerindeki etkilerini araştırmışlardır. Buna göre 

afuresertibin, ACC‐MESO‐4 ve MSTO‐211H hücrelerinde Kaspaz-3 ve Kaspaz-7 aktiviteleri 

ile birlikte apoptotik hücre sayısını önemli ölçüde artırdığını, ayrıca G1 fazında hücre 

döngüsünü güçlü bir şekilde inhibe ettiğini rapor etmişlerdir.
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MATERYAL VE YÖNTEM 

Materyal 

Çalışmada Kullanılan Laboratuvar Cihazları 

Tablo 2. Çalışmada Kullanılan Laboratuvar Cihazları 

Cihaz Marka ve Model 

Biyogüvenlik kabini Bilser-BLF 2000 

Karbondioksitli inkübatör Thermo-3131 

İnverted mikroskop Optech 

Nanodrop MaestroNano 

Mikroplaka okuyucu Thermo Scientific-MultiSkan Go 

Su banyosu WiseBath-WB11 

Otoklav DAIHAN-MaXterile-80 

Ultra saf su cihazı Thermo Scientific-Smart2Pure  

Vakum pompası Rocker 300 

Termal cycler Bio-Rad-T100 

Real Time PCR Bio-Rad-CFX600 

Santrifüj Thermo Scientific-Medifuge 

Soğutmalı santrifüj Thermo Scientific-SL 8R 

Masaüstü spin santrifüj Wisd-CF10 

Buzdolabı Arçelik-4263 

Derin dondurucu (-20°C) Arçelik-4263 

Derin dondurucu (-86°C) Thermo Scientific-88400v 

Sıvı azot tankı Arpege 

Hassas terazi  Shımadzu-AUW220D 

Terazi Kern-PFB2000-2 

Blok ısıtıcı Stuart-SBH130 

Mikropipet seti Thermo Fischer 

Otomatik pipetler Gilson 

Spin vortex Scilogex-MX-S 
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Çalışmada Kullanılan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler 

Tablo 3. Çalışmada Kullanılan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler 

Kimyasal Marka 

AKT inhibitörü-IV (5-(2-Benzotiazolil)-3-etil-2-[2-
(metilfenilamino)etenil]-1-fenil-1H-benzimidazolyum iyodür 

Sigma 

Tamoksifen Sigma 

DMEM EuroClone 

MEM Biological Industries 

Penisilin/Streptomisin HyClone 

FBS PANBiotech 

PBS Biological Industries 

Tripsin-EDTA Biowest 

Tripan blue Sigma 

DMSO MilliporeSigma 

Etanol Sigma 

PCR primerleri Sentegen 

5, 10 ve 25 mL'lik serolojik pipetler Nest 

Cam pastör pipeti Hirschmann 

15 ve 50 mL'lik falkon tüpler Nest 

15 ve 50 mL'lik ependorf tüpler Isolab 

Mikrosantrifüj tüpleri Isolab 

PCR tüpleri Isolab 

75 cm2 hücre kültür flaskı Nest 

Kryotüp Tarsons 

6 ve 96 kuyucuklu mikroplakalar Corning 

Çalışmada Kullanılan Kitler 

Tablo 4. Çalışma Kapsamında Kullanılan Kitler 

Kit Marka 

MTT ThermoFischer 

Cell Death Detection ELISA Kit Roche 

RNA İzolasyon Kiti Hibrigen 

cDNA Sentez Kiti Bio-Rad 

2 x qPCRBIO SyGreen Mix Lo-ROX Kit PCR Biosystems 
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Çalışmada Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması 

Tablo 5. Çalışma Kapsamında Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması 

Çözelti Hazırlanışı 

DMEM besiyeri  500 mL'lik yüksek glukoz içeren DMEM 
medyum içerisine 50 mL FBS ve 5 mL 
penisilin/streptomisin ilave edildi ve kullanımı 
için +4°C’ye kaldırıldı. 

Hücre dondurma medyumu 100 mL için, 95 mL DMEM medyum ve 5 mL 
DMSO karıştırıldı, 10 mL'lik alikuatlara ayrıldı 
ve kullanımı için -20°C’ye kaldırıldı. 

Hücre Hattı 

Deneysel çalışmalarda MCF-7 insan meme kanser hücre hattı kullanıldı. Kullanılan 

MCF-7 hücre hattının özellikleri Tablo 6’da belirtildi. 

Tablo 6. Çalışma Kapsamında Kullanılan MCF-7 İnsan Meme Kanseri Hücre Hattının 
Özellikleri 

Organizma İnsan 

Doku Meme 

Morfoloji Epitel 

Hastalık Adenokarsinom 

Kültür Özelliği Adherent 

Yaş 69 

Cinsiyet Kadın 

Etnik köken Kafkas 

Metod 

Hücre Kültürü 

Hücre pasajlama ve saklama 

MCF-7 meme kanseri hücreleri, 75 cm2 kültür flasklarında içerisine %10 FBS, 100 

U/mL penisilin ve 0,1 mg/mL streptomisin ilave edilerek hazırlanan DMEM besiyerinde 

37°C’de, %95 nem ve %5 CO2’li inkübatörde kültür ortamında çoğaltıldı. Hücreler her gün 

kontrol edildi ve besiyerleri tazelendi. İnvert mikroskop altında incelenen hücreler konfluent 

olduğu zaman (%80-85 yoğunluğa ulaştıklarında) pasajlama yapıldı. İlk olarak hücre kültür 

flasklarında bulunan besiyeri aspire edildi ve flasklar 5 mL PBS ile yıkandı. Daha sonra 6 mL 

Tripsin-EDTA çözeltisi eklenerek flasklar 5 dakika inkübatörde inkübe edildi ve hücrelerin 
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flask yüzeyinden ayrılması sağlandı. İnkübasyonu takiben laminar flow kabini içerisine alınan 

hücre kültür flasklarına eklenen tripsin miktarı kadar DMEM besiyeri eklendi. Flasklarda 

bulunan hücre süspansiyonu steril pipetler ile flasklardan çekilerek 15 mL’lik steril falkon 

tüplere alındı. Bu tüpler 2000 rpm’de 4 dakika santrüfüjlendi ve süpernatant kısmı vakum 

pompası ile aspire edildi. Pelet üzerine 6 mL besiyeri eklenerek birkaç kez pipetleme yapıldı 

ve içerisinde 20 mL besiyeri bulunan hücre kültür flasklarına 1 mL hücre süspansiyonu eklendi. 

Stok olarak saklamak için, Tripsin-EDTA muamelesinden sonra 15 mL’lik falkon tüpleri 

içerisinde bulunan santrifüj edilen ve süpernatantı uzaklaştırılan hücre pelletlerinden bazılarının 

üzerine 1 mL dondurma medyumu (%95 medyum, %5 DMSO) eklenerek birkaç kez pipetleme 

yapıldı. Pipetlemeden sonra falkon tüpteki karışım pipetle çekilerek dondurma tüplerine 

(cryotüp) alındı. Dondurma tüplerinde bulunan karışım ilk olarak bir gece -86oC’ de tutuldu ve 

sonrasında sıvı azot tankına (-196oC) bırakıldı. 

Hücre kültürü deneylerinde, MCF-7 meme kanseri hücreleri üzerine, AKT inhibitörü-

IV ve tamoksifen (referans kanser ilacı) uygulaması 24 saat süre ile uygulandı. 

Hücre sayımı 

Pasajı yapılan hücrelerin ekiminin yapılabilmesi için mililitrede bulunan hücre sayısının 

belirlenmesi, hücre kültürü ve sitotoksisite çalışmaları için önem arz etmektedir.  

Bu amaçla hücre sayımı için aşağıdaki yöntem uygulandı. 

1. Süspanse hale getirilmiş hücrelerden 10 µL alındı ve 10 µL Tyrpan blue boyası 

eklenerek karıştırıldı (Tyrpan blue membran bütünlüğü bozulmuş olan ölü 

hücrelerin içerisine girerek hücreleri mavi renge boyarken, canlı hücreler bu boya 

ile boyanmazlar). 

2. Neubauer lamının üzerinde yer alan her iki bölmeye de hazırlanan karışımdan 10’ar 

µL lamın yüzeyini kaplayacak şekilde pipetlenerek inverted mikroskop altında 

hücrelerin sayımı yapıldı. 

3. Neubauer lamının dört köşesinde ve ortasında bulunan büyük karelerin içerisinde 

yer alan canlı hücreler sayıldı. 

4. Toplam hücre sayısı 5’e bölünerek her bir karede bulunan ortalama canlı hücre 

sayısı hesaplandı. 

5. Toplam hacim hücre süspansiyonun hacmine oranlanarak (20/10=2) dilüsyon 

katsayısı belirlendi ve son olarak aşağıdaki formül kullanılarak canlı hücre sayısı 

hesaplandı.  

Canlı hücre sayısı/mL = Ortalama canlı hücre sayısı x Dilüsyon katsayısı x 10.000 
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Şekil 16. Neubauer lamının üzerinde yer alan kareler 

Mikroplakalara hücrelerin ekilmesi 

Flasklarda bulunan hücre süspansiyonu steril pipetler ile flasklardan çekilerek 15 mL’lik 

steril falkon tüplere alındı. Bu tüpler 2000 rpm’de 4 dakika santrüfüjlendi ve süpernatant kısmı 

vakum pompası ile aspire edildi. Falkon tüpte pellet halde bulunan hücrelerin üzerine 1 mL 

DMEM besiyeri eklenerek pipetaj yapıldı. Daha sonra hücre süspansiyonu pipet ile çekilerek 

50 mL’lik steril falkon tüpe aktarıldı ve üzerine 19 mL DMEM besiyeri eklenerek vortekslendi. 

96 kuyucuklu mikroplakaların her bir kuyucuğuna 1 x 104 hücre/mL yoğunluk olacak şekilde 

hücre ekimi yapıldı ve mikroplaka bir gece boyu 37°C’de, %95 nemli ve %5 CO2’li ortamda 

inkübasyona bırakıldı. 

Hücrelerin test bileşikleri ile muamelesi 

Çalışma kapsamında MCF-7 meme kanseri hücre serileri üzerine uygulaması yapılan test 

bileşiği olan AKT inhibitörü-IV’ün 0,1, 1, 1,5, 2,5 ve 5 µM’lık konsantrasyonları ile 

tamoksifenin 5, 10, 25 ve 50 µM’lık konsantrasyonları hazırlandı ve mikroplakara 200 µL 

ekildi. Aynı miktarda çözücü (DMSO) ve kontrol grubu (DMEM besiyeri) hücrelerin ekimi 

yapılan mikroplaka kuyucuklarına Şekil 17’de gösterilen düzende eklendi. 24 saat  %5 CO2’li 

inkübatörde 37℃ sıcaklıkta inkübe edildi. İnkübasyon sonunda uygulanan AKT inhibitörü-

IV’ün ve tamoksifenin hücre canlılığına olan muhtemel etkileri 3-(4,5-dimetiltiazol–2-il)-

difeniltetrazolium bromid (MTT) yöntemi ile belirlendi. 
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Şekil 17. 96’lık mikroplaka düzeni 

Hücre Canlılığının ve In Vitro Sitotoksisitenin Belirlenmesi 

Test bileşiklerinin hücreler üzerine sitotoksik etkisi, sitotoksisitenin belirlenmesinde 

yaygın olarak kullanılan ve bir enzimatik yöntem olan MTT yöntemi ile belirlendi. 

Bu yöntem MTT bileşiğinin tetrazolium halkasını parçalayabilmesi özelliğine dayanır. 

Bileşik (MTT) canlı hücrelere absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal süksinat dehidrogenaz 

tarafından katalize edilerek mavi-mor renkli, suda çözünmeyen formazana indirgenir (Denizot 

and Lang 1986; Horáková et al. 2001). Bu reaksiyon yalnızca aktif mitokondrinin bulunduğu 

hücrelerde gerçekleşir. Buda hüre canlılığının bir belirteci olarak kabul edilir ve oluşan renk 

spektrofotometrik olarak ölçülerek yaşayan hücre sayısı ile ilişkilendirilir. 

 

Şekil 18. MTT ve formazan ürünün kimyasal yapısı 

İlk olarak MTT çözeltisi 0,5 mg/mL konsantrasyonda steril fosfat tamponu içerisinde 

hazırlandı. Test bileşikleri ile hücrelerin muamelesini takiben, mikroplakadaki her bir 

kuyucukta bulunan medyum aspire edildi ve her bir kuyucuğa hazırlanan MTT solüsyonundan 

100 µL ilave edilerek 3 saat süreyle %5 CO2’li inkübatörde 37℃ sıcaklıkta inkübe edildi. 
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İnkübasyondan sonra kuyucuklardaki MTT solüsyonu aspire edildi ve her bir kuyucuğa 50 µL 

dimetilsülfoksit (DMSO) ilave edildi. Kuyucuklarda bulunan hücrelerin optik dansisiteleri 

(OD) ELISA mikroplaka okuyucuda (Thermo MultiskanGo, ABD) 570 nm dalga boyunda 

ölçüldü (Mosmann 1983). Kontrol kuyucukları (sadece medyum bulunan kuyucuklar) 

okutularak, elde edilen absorbans değerlerinin ortalaması alındı ve bu değer %100 canlı hücre 

olarak kabul edildi. Tamoksifen ve AKT inhibitörü-IV uygulanan kuyucuklardan elde edilen 

absorbans değerleri, kontrol absorbans değerine oranlandı ve yüzde canlılık değerleri 

hesaplandı (Tekin vd 2015; Koran vd 2017). Bu deneyler birbirinden bağımsız olarak, farklı 

günlerde en az 10 kez tekrarlandı.  

 

Şekil 19. AKT inhibitörü-IV ve tamoksifen uygulanmış MCF-7 hücrelerine ait MTT 
uygulanmış 96’lık mikroplaka düzeni 

Etkin dozun (IC50) belirlenmesi 

Yapılan MTT analizi verilerine göre AKT inhibitörü-IV’ün ve tamoksifenin yüksek 

düzeyde etkisinin hangi dozda gerçekleştiği belirlendi. Bileşiklerin uygulanan farklı 

konsantrasyonlarındaki etkileri Graphpad Prizm 6 programı aracığıyla değerlendirilerek test 

bileşiklerinin hücreler üzerine inhibe edici konsantrasyon 50 (IC50) değerleri hesaplandı. Bu 

basamaktan sonra gerçekleştirilecek olan çalışmalarda hücrelere test bileşiklerinin belirlenen 

etkin dozlarının uygulamaları yapıldı. 

Apoptozun Kolorimetrik Olarak Belirlenmesi (CDDE) 

Yöntemin prensibi 

CDDE (Cell Death Detection ELISAPLUS) kiti apoptozun in vitro olarak 

değerlendirilmesini sağlar. Yöntemin esası, hücre ölümü ile artan DNA fragmantasyonu 

sonucunda açığa çıkan sitoplazmik histonların belirlenmesine dayanır. Apoptoziste görülen 
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endonükleaz aktivitesi ile DNA’nın yapsında internüklozomal kırıklar meydana gelir. Bu 

kırıklar mono- ve oligo-nükleozomların oluşmasına yol açar. Kit içerisinde bulunan Anti-

Histon-Biyotin antikoru histon proteinleri ile etkileşirek apoptoz esnasında oluşan, 

sitoplazmadaki kırık DNA fragmentlerine ve streptavidin ile kaplı olan plağa tutunur. Bu 

sayede mono- ve oligo-nükleozomlar plak yüzeyine tutunmuş olur. Anti-DNA-Peroksidaz 

antikoru ise streptavidin kaplı plağa bağlanır. Kit içerisindeki ABTS susbstratı vasıtasıyla Anti-

DNA-Peroksidaz aktivitesi tesbit edilir.  Böylece her bir örneğe ait mono- ve oligo-nükleozom 

miktarı kolorimetrik olarak belirlenebilir.  

 

Şekil 20. Apoptozisin kolorimetrik olarak belirlenmesi (CDDE) prensibinin şematik gösterimi  

Kit içeriği  

 Anti-Histon-Biotin, 1 mL saf su ile sulandırıldı ve 10 dk vortekslendi. 

 Anti-DNA-POD, 1 mL saf su ile sulandırıldı ve 10 dk vortekslendi. 

 Coating solution’dan 1 mL alınıp üzerine 9 mL saf su eklendi ve karıştırıldı. 

Kullanımından hemen önce 1 mL Anti-Histon-Biotin antikoru ile 9 mL coating 

buffer karıştırıldı.  

 Washing buffer 15-25oC arasında ısıtıldı ve 40 mL alınarak üzerine 360 mL saf su 

eklenerek karıştırıldı. 

 Incubation buffer’dan 225 μL alındı ve 25 μL su ile seyreltildi. 

 Conjugate solution için 1 mL Anti-DNA-POD ile 9 mL incubation buffer 

karıştırıldı Bu karışım kullanımından hemen önce hazırlandı. 

 Test edilecek örnek sayısına göre 1, 2 veya 3 adet ABTS substrat tableti 5, 10 veya 

15 mL substrat buffer içerisinde çözündü ve kullanılmadan hemen önce sıcaklığı 

15-25oC’ye gelecek şekilde ayarlandı. Bu çözelti substrat solution olarak kullanıldı. 

 



49 

Örneklerin hazırlanması 

1. MCF-7 hücrelerinin DMEM medyumu ile konsantrasyonu 1x105 hücre/mL olarak 

ayarlandı ve eppendorf tüplere 500 μL/tüp = 5x104 hücre/tüp olacak şekilde 

aktarıldı. 

2. Uygulanacak maddelerinin (AKT inhibitörü-IV ve tamoksifen) etken dozları tüplere 

eklendi. 

3. Tüplerin kapakları gaz geçirgenliğinin olması amacıyla gevşek bırakıldı ve 37℃, 

%5 CO2’li karbondioksit inkübatörde 4 saat inkübe edildi. 

4. İnkübasyon sonrasında tüpler inkübatörden alınarak 200 g’de 5 dk santrifüj edildi. 

5. Süpernatant uzaklaştırıldı ve pelet üzerine 1 mL DMEM medyum eklendi. 

6. Tüpler 1500 g’de 5 dk santrifüj edildi. 

7. Hücre peleti üzerine 500 μL incubation buffer ilave edilerek karışması sağlandı. 

8. Hücrelerin lizis olması için 15-25oC’de, 30 dk inkübe edildi. 

9. Hücre lizatı 20000 g’de 10 dk santrifüj edildi. 

10. Santrifüj sonrası süpernatanttan 400 μL alındı. Hücrenin çekirdeği yüksek 

moleküler ağırlığa sahip unfragment DNA içerdiğinden, bu kısımda peletin 

çalkalanmamasına dikkat edildi.  

11. Süpernatant 1:10 hacimde olacak şekilde incubation buffer ile seyreltildi (1x104 

hücre ekivalenti/mL) (örnek solüsyonu). 

CDDE protokolü  

1. 100 μL coating solution 96 kuyucuklu mikroplakanın her bir kuyucuğuna pipetlendi 

ve mikroplaka yapışkan kaplayıcı sıkıca ile kapatıldı.  

2. 15-25oC’de, 1 saat inkübe edildi. 

3. İnkübasyonun ardından coating solution uzaklaştırıldı. 

4. Her bir kuyucuğa 200 μl incubation buffer eklendi ve mikroplaka yapışkan 

kaplayıcı ile kapatıldı. 

5. 15-25oC’de, 30 dk inkübe edildi. 

6. İnkübasyonun ardından incubation buffer uzaklaştırıldı ve kuyucuklar 250-300 μL 

washing solution ile üç defa yıkandı. Ardından washing solution kuyucuklardan 

uzaklaştırıldı.  

7. Her bir kuyucuğa 100 μL örnek eklendi. İki kuyucuğa kontrol amaçlı olarak örnek 

yerine 100’er μL incubation buffer eklendi ve mikroplaka yapışkan kaplayıcı ile 

sıkıca kapatıldı. Negatif kontrol olarak bir kuyucuğa madde uygulanmamış hücre 

içeren örnek solüsyonu eklendi. 
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8. 15-25oC’de, 90 dk inkübe edildi. 

9. İnkübasyonun ardından karışım uzaklaştırıldı ve kuyucuklar 250-300 μL washing 

solution ile üç defa yıkandı. Ardından washing solution kuyucuklardan 

uzaklaştırıldı.  

10. Kör kuyucuklar dışındaki her bir kuyucuğa 100 μL conjugate solution eklendi ve 

mikroplaka yapışkan kaplayıcı ile sıkıca kapatıldı. 

11. 15-25oC’de, 90 dk inkübe edildi. 

12. İnkübasyonun ardından karışım uzaklaştırıldı ve kuyucuklar 250-300 μL washing 

solution ile üç defa yıkandı. Ardından washing solution kuyucuklardan 

uzaklaştırıldı. 

13. 100 μL substrat solution mikroplakanın her bir kuyucuğuna eklendi. 

14. 250 rpm’de mikroplaka çalkalayıcı üzerinde renk değişimi fotometrik analiz için 

yeterli olana kadar (10-20 dk) inkübe edildi. 

15. Mikroplaka kenarına özenli bir şekilde vurularak kuyucuklardaki içerik homojenize 

edildi. Substrat solution körüne karşı 405 ve 490 nm dalga boylarında absorbanslar 

okutuldu. 

16. Deney birbirinden bağımsız olarak üç tekrarlı olarak gerçekleştirildi. Her bir örneğe 

ve negatif kontrole ait ortalama absorbans değerleri belirlendi. Örneklerin ortalama 

absorbans değerleri sırayla negatif kontrolün ortalama absorbans değerine 

oranlanarak, her bir örnek için zenginleştirme faktörü hesaplandı. 

Zenginleştirme Faktörü = (Örnek) abs / (Kontrol) abs 

Apoptotik Gen Ekspresyon Seviyesinin Belirlenmesi  

MCF-7 meme kanseri hücrelerine uygulanan AKT inhibitörü-IV ve tamoksifenin 

apoptotik gen ekspresyon seviyesine yaptığı etkinin gözlenmesi için kantitatif gen analizi 

yapıldı. Bu amaçla hedef dizilere spesifik primer setleri dizayn edildi. Nispi ekspresyon 

değişiminin değerlendirilebilmesi için housekeeping gen olarak bilinen β-actin referans olarak 

alındı. Ekspresyondaki değişim düzeyi CT değerleri arasındaki karşılaştırma ile hesaplandı. 

Hücre kültüründen total RNA izolasyonu 

RNAlater solüsyonunda saklanan hücrelerden total RNA izolasyonu yapıldı ve izole 

edilen RNA’ların kalitesi ve miktarı ölçüldü. Hemen ardından DNaz uygulaması yapılarak 

cDNA eldesi yapıldı. 

Amacımıza yönelik olarak AKT inhibitörü-IV’ün etkin dozu, tamoksifenin etkin dozu ve 

kontrol grubu için ayrı ayrı hazırlanan 75 cm2’lik flasklar 24 saat süre boyunca 37°C’de, %95 
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nem ve %5 CO2’li ortamda inkübasyona bırakıldı. Bu süre sonunda flasklardaki medyum aspire 

edildi. Flaskların tabanında bulunan hücreler kazınarak toplandı ve 15 mL’lik falkon tüplere 

alındı. Toplanan hücrelerin üzerine 10 mL soğuk PBS eklendi ve 3000 rpm’de santrifj edildi. 

Süpernatant kısmı aspire edilerek tekrar 10 mL soğuk PBS eklendi ve 3000 rpm’de santrifj 

edilerek sıvı faz uzaklaştırıldı. 

Elde edilen hücrelerden cDNA kütüphanesi hazırlamak için total RNA izolasyonu, kit 

(MG-RNA-01) yardımıyla Hibrigen şirketinin önerdiği prosedüre göre gerçekleştirildi. 

Hibrigen şirketinin RNA izolasyon prosedürü basamakları şu şekildedir.  

1. Hücrelerein üzerine lizis tamponu eklendi ve hücreler 15 saniye vorteks yapılarak 

parçalandı. 

2. Nükleoprotein kompleksinin tamamen parçalanması için buz üzerinde 5 dakika 

inkübasyon yapıldı. 

3. İnkübasyonu takiben 4oC’de 12000 rpm’de 5 dakika santirifüj edildi ve süpernatant, 

yeni bir RNaz bulundurmayan mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. Bu aşama protein, 

yağ ve polisakkaritlerden kurtulmayı sağladı. 

4. Tüpe 200 μl kloroform eklendi, 15 saniye vorteks ile homojen hale gelene kadar 

karıştırıldı ve buz üzerinde 10 dakika inkübasyona bırakıldı.  

5. İnkübasyonun ardından 4oC’de 12000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi ve en 

üstteki renksiz faz yeni Rnaz bulundurmayan boş tüpe aktarıldı. 

6. Alınan renksiz fazın hacmine göre üzerine ½ oranında önceden soğutulmuş %96’lık 

etanol eklendi ve karışım vortekslendi.  

7. Karışım spin kolon tüpe aktarıldı. 4oC’de 12000 rpm’de 30 saniye santrifüj edildi 

ve altta kalan sıvı kısım atıldı. 

8. 500 μl yıkama tamponu RPI eklendi ve 4oC’de 12000 rpm’de 30 saniye santrifüj 

edilerek altta kalan sıvı kısım atıldı. 

9. 500 μl yıkama tamponu RW eklendi, 1 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi ve 

4oC’de 12000 rpm’de 30 saniye santrifüj edilerek altta kalan sıvı kısım atıldı. Bu 

basamak bir kere daha tekrarlandı. 

10. Spin kolon tüp 12000 rpm’de 2 dakika kuruması için santrifüj edildi.  

11. Spin kolon 1,5 ml’lik yeni mikrosantrifüj tüplerine yerleştirildi.  

12. Direk olarak spin kolon membranın üzerine 25 μl DEPC su eklendi ve 2 dakika oda 

sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. 

13. 12000 rpm’de 2 dakika toplama için santrifüj edildi.  
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14. Saflaştırılmış olan RNA kısa süreli saklama için -20°C’de, uzun süreli saklama -

86°C’de saklandı. 

cDNA kütüphanelerinin hazırlanmasında Bio-Rad şirketinden satın alınan iScript™ 

cDNA sentez kiti kullanıldı ve cDNA sentezi şirket tarafından önerilen protokole göre aşağıdaki 

şekilde yapıldı. 

Sırasıyla bir mikrosantrifüj tüpüne; 

 8-9 μL dH2O, 

 1 μL DNaz I, 

 1 μL 10X Buffer, 

 1 μg RNA örneği eklendi, 

37°C’de 30 dakika bekletildikten sonra üzerine aşağıda belirtilen miktarlarda hazırlanan 

mix eklendi. 

 Nuclease-free water                              5 μL 

 iScript Revers Transcriptase                 1 μL 

 5X iScript Reaction Mix                       4 μL 

Toplam reaksiyon hacmi 20’şer μL olan tüpler termal cycler cihazına (T100 Thermal 

Cycler for PCR, Bio-Rad) yerleştirilerek aşağıdaki tabloda verilen program uygulandı. Program 

bitiminde cDNA içeren tüpler kullanılmak üzere -20°C’ye kaldırıldı. 

Tablo 7. cDNA Sentezi İçin Termal Cycler Cihazı Programı 

Sıcaklık/Süre 1. Döngü 2. Döngü 3. Döngü   4.Döngü 

Sıcaklık (OC)                   

Süre (dk)                      

     95 

      5                  

      46  

      20                 

      95 

       1 

       4 

       ∞ 

Primer dizaynı 

Primer tasarımında NCBI web sitesinden (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) insana (Homo 

sapiens) özgü BCL-2, BAX, AKT, Kaspaz-3 ve β-actin genlerine ait mRNA dizilerinden 

yararlanıldı. Seçilen prim erler özgül olmayan bağlanmayı engelleyecek şekilde seçildi. 

Belirtilen genlere ait tasarlanan forward ve reverse primer dizilimleri aşağıda yer almaktadır. 
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Tablo 8. Çalışmalarda Ekspresyon Düzeyi Araştırılan Genlere Ait Primer Bilgileri 

Primer Sekans (5´- 3´) Uzunluk (bç) 

β-actin İleri CACCCCAGCCATGTACGTTGC 21 

β-actin Geri CCGGAGTCCATCACGATGCCA 21 

BAX İleri CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG 21 

BAX Geri CCAGCCCATGATGGTTCTGAT 21 

BCL-2 İleri GAGGGGCTACGAGTGGGATGC 21 

BCL-2 Geri GGAGGAGAAGATGCCCGGTGC 21 

AKT İleri CACACCACCTGACCAAGATG 20 

AKT Geri CTGGCCGAGTAGGAGAACTG 20 

Kaspaz-3 İleri GCGAATCAATGGACTCTGGAA 21 

Kaspaz-3 Geri GTCAACAGGTCCATTTGTTCC 21 

Real-Time PCR 

Çalışma kapsamında cDNA’lar, Maxima SYBR Green qPCR Master karışımı ve BCL-

2, BAX, AKT, Kaspaz-3 ve β-actin genlerine özgü primerler kullanılarak Real-Time PCR 

tekniği ile Tablo 9’da verilen paramatreler uygulanarak çoğaltıldı. Real-Time PCR 

reaksiyonları hazırlanırken, standart eğrilerin çizilebilmesi amacıyla kontrol grubundan elde 

edilen cDNA örneğinden elde edilen ölçümlerle β-aktin arasındaki ölçümlerin 

değerlendirilmesi aşamasında analiz programı ile standart eğriler çizildi. Deneylerde tüm 

cDNA örnekleri ve standart örnekler aynı şartlarda ve aynı grup içerisinde deneysel hataları ve 

farkları azaltmak amacıyla üçer örnek olarak analiz edildi.  Seçilen zaman noktalarında 

eksprese olan BCL-2, BAX, AKT, Kaspaz-3 ve β-actin gen ekspresyon miktarları ile 

hücrelerden elde edilen cDNA ile gen ekspresyon seviyeleri kontrol grubu arasındaki ilişki 

incelendi. 

Tablo 9. Ekspresyon Düzeyi Araştırılacak Genlere Ait Amplifikasyonu İçin PCR Reaksiyon 
Karışımı 

PCR Bileşeni Kullanılan Miktar (μL) Son Konsantrasyon 

SybrGreen 2X                   

Primer R 

Primer F 

cDNA 

dH2O 

              10,0 

               0,8 

               0,8 

               5,0                           

               3,4 

                                 1X 

                               400 nM 

                               400 nM 

                                   - 

                                   - 

Toplam Hacim                 20  μl  
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Tablo 10. Real-Time PCR İşlemi Parametreleri 

Basamaklar  Sıcaklık-Süre-Döngü 

Ön Denatürasyon  95oC–2 dk-1 

Denatürasyon 95oC–5 sn 

Bağlanma            66oC–45 sn       45 

Uzama 74oC–2 dk 

Son Uzama 74oC–5 dk-1 

Bekleme +4oC–∞–1 
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ARAŞTIRMA BULGULARI 

MTT Testi ile Hücre Canlılığının Belirlenmesi 

Çalışmamızda, insan MCF-7 meme kanseri hücrelerine 0,1, 1, 1,5, 2,5 ve 5 µM’lık AKT 

inhibitörü-IV ve tamoksifenin 5, 10, 25 ve 50 µM’ lık konsantrasyonları 24 saat süreyle ayrı 

ayrı uygulandı. 24 saat sonunda MTT testi ile bileşiklerin % canlılık değerleri belirlendi. Hücre 

canlılığının, uygulanan tedavilerde hücre canlılığın azaldığı belirlendi. Bu azalışın AKT 

inhibitörü-IV ve tamoksifen uygulanan hücre gruplarının her ikisinde de doza bağımlı olduğu 

görüldü.   

 

Şekil 21. AKT inhibtörü IV’ün MCF-7 meme kanseri hücreleri üzerine uygulanan farklı 
konsantrasyonlarının hücre canlılığına etkisi 

 

 

 

 



56 

 

Şekil 22. Tamoksifenin MCF-7 meme kanseri hücreleri üzerine uygulanan farklı 
konsantrasyonlarının hücre canlılığına etkisi 

IC50 Değerinin Belirlenmesi 

AKT inhibitörü-IV ve tamoksifen için hücre çoğalmasında %50 azalmaya neden olan 

konsantrasyonlarının yani IC50 dozlarının sayısal değeri belirlendi. MTT analizi verilerine göre 

elde edilen konsantrasyona bağlı % canlılık değerleri kullanılarak uygulanan maddelerin IC50 

değerleri hesaplandı (Tablo 11). 

Tamoksifen için IC50 değeri 5,2±0.13 µM olarak hesaplandı. AKT inhibitörü-IV için ise 

IC50 değeri 1,1±0.29 µM olarak bulundu.  

Çalışmanın bundan sonraki basamakları için, AKT inhibitörü-IV ve tamoksifen 

bileşiklerinin IC50 değerlerine karşılık gelen dozları kullanıldı. 

Tablo 11. MCF-7 Meme Kanseri Hücrelerine Uygulanan Maddelerin IC50 Değerleri (Ortalama 
değerler ± standart sapma) 

Örnek IC50 (µM) 

AKT inhibitörü-IV 1,1±0,29 

Tamoksifen 5,2±0,13 

RNA Konsantrasyonlarının Belirlenmesi 

MCF-7 meme kanseri hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan AKT inhibitörü-IV’ün 1,1 

µM’lık, tamoksifenin 5,2 µM’lık konsantrasyonları ile kontrol grubundan izole edilen 

RNA’ların konsantrasyonları Tablo 12’de verildi. 
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Tablo 12. Kontrol Grubu, AKT İnhibitörü-IV ve Tamoksifen Uygulanan MCF-7 Hücrelerinden 
İzole Edilen RNA’ların Saflık Dereceleri ve Konsantrasyonları 

Örnek RNA Saflık 
(A260/A280) 

RNA Konsantrasyon 
(ng/μL) 

Kontrol 1,9 1620,92 

AKT inhibitörü-IV 1,9 1530,54 

Tamoksifen 2,1 1231,91 

Apoptozisin Kolorimetrik Değerlendirmesine Ait Bulgular 

Apoptozisin kolorimetrik olarak değerlendirmesinde, apoptozis meydana gelen 

hücrelerin DNA’larının yapılarında internükleozomal kırıklar oluşur ve bu kırıklar sonucunda 

oluşan mono ve oligonükleozom oranındaki artış zenginleniştirme faktörü olarak belirtilir. 

Zenginleştirme faktörü kontrol grubu için 1,0 olarak kabul edildi ve MCF-7 hücreleri üzerine 

uygulanan bileşiklerin hücrelerdeki apoptoz artışı belirlendi. 

1,1 µM AKT inhibitörü-IV ve 5,2 tamoksifen ile 24 saatlik bir tedavi uygulanan MCF-

7 hücrelerinde sırasıyla zenginleştirme faktörü 5,9 ve 3,6 olarak hesaplandı. Bu değerler AKT 

inhibitörü-IV ve tamoksifen ile muamele edilen MCF-7 hücrelerindeki mono ve 

oligonükleozom miktarının kontrol grubuna göre oranını ifade etmektedir.  

Bu durumda, AKT inhibitörü-IV uygulanan MCF-7 hücrelerinin kontrole kıyasla 

apoptozun 5,9 kat, tamoksifen uygulanan MCF-7 hücrelerinin ise 3,6 kat tetiklendiği, 

tamoksifen uygulanan hücrelere kıyasla AKT inhibitörü-IV uygulanan hücrelerde apoptozun 

1,6 kat arttığı ifade edilebilir. Gruplar arasında meydana gelen apoptoz artışı istatistiksel olarak 

anlamlı bulundu (p<0,001, p<0,0001) (Şekil 23). 

 

Şekil 23. Tamoksifen ve AKT inhibitörü-IV’ün MCF-7 meme kanser hücrelerindeki apoptotik 
etkisi (p<0,001=**, p<0,0001=***) 
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Gen Ekspresyonlarına Ait Bulgular 

MCF-7 meme kanseri hücrelerine uygulanan AKT inhibitörü-IV’ün ve tamoksifenin 

AKT, BCL-2, BAX, Kaspaz-3 genlerine ait mRNA ekspresyon düzeyi belirlendi. Genlere ait 

mRNA ekspresyon seviyeleri 2−ΔΔCT metodu ile hesaplandı (Livak and Schmittgen 2001). 

Sonuçlar β-aktin referans genine ait mRNA ekspresyon düzeyi kullanılarak normalize edildi. 

AKT, BAX, BCL-2, Kaspaz-3 genlerine ait mRNA ekspresyon oranları belirlendi. Tüm 

genlere ait mRNA ekspresyon seviyeleri kontrol grubu için 1,0 olarak değerlendirildi ve 

sonuçlar kontrol grubuna göre kat ifade eden değerler olarak verildi. 

AKT, BCL-2, BAX ve Kaspaz-3 genlerine ait mRNA ekspresyonlarının kontrol 

gruplarına göre artış ve azalış oranları Tablo 13’te verildi. 

Tablo 13. AKT, BCL-2, BAX ve Kaspaz-3 Genlerine Ait mRNA Ekspresyonu Oranları 
(Ortalama değerler ± standart sapma) 

Örnek AKT BCL-2 BAX Kaspaz-3 

Kontrol 1,00±0,03 1,00±0,06 1,00±0,06 1,00±0,03 

AKT inhibitörü-IV 0,32±0,03 0,55±0,03 5,97±0,34 6,43±0,08 

Tamoksifen 0,706±0,03 0,66±0,02 4,63±0,4 5,42±0,04 

 

 

Şekil 24. AKT geninin β-actin’e bağlı ait ekspresyon seviyeleri (p>0,05=ns, p<0,01=*, 
p<0,001=**) 

AKT mRNA seviyelerinde, kontrol grubuna göre kıyasla AKT inhibitörü-IV 

uygulamasında istatistiksel olarak anlamlı bir azalış belirlenirken (p<0,001), tamoksifen 

uygulamasındaki azalışta istatistiksel olarak anlam tespit edilemedi (p>0.05). Tamoksifen 
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uygulama grubuna göre AKT inhibitörü-IV uygulama grubunda ise AKT mRNA seviyesindeki 

azalış, istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,01). 

 

Şekil 25. BAX geninin β-actin’e bağlı ait ekspresyon seviyeleri (p>0,05=ns,  p<0,001=**) 

BAX mRNA seviyelerinde, kontrol grubuna göre kıyasla tamoksifen ve AKT 

inhibitörü-IV uygulamasında istatistiksel olarak anlamlı bir artış belirlendi (p<0,001). 

Tamoksifen uygulama grubuna göre AKT inhibitörü-IV uygulama grubunda ise AKT mRNA 

seviyesindeki artışta, istatistiksel olarak anlam tesbit edilmedi (p>0,05). 

 

Şekil 26. BCL-2 geninin β-actin’e bağlı ait ekspresyon seviyeleri (p>0,05=ns, p<0,0001=***) 

BCL-2 mRNA seviyelerinde, kontrol grubuna göre kıyasla tamoksifen ve AKT 

inhibitörü-IV uygulamasında istatistiksel olarak anlamlı bir azalış belirlendi (p<0,0001). 

Tamoksifen uygulama grubuna göre AKT inhibitörü-IV uygulama grubunda BCL-2 mRNA 

seviyesindeki azalışında, istatistiksel olarak anlam tesbit edilemedi (p>0,05). 
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Şekil 27. Kaspaz-3 geninin β-actin’e bağlı ait ekspresyon seviyeleri (p<0,01=*, p<0,0001=***) 

Kaspaz-3 mRNA seviyelerinde, kontrol grubuna göre kıyasla tamoksifen ve AKT 

inhibitörü-IV uygulamasında istatistiksel olarak anlamlı bir artış belirlendi (p<0,01, p<0,0001). 

Tamoksifen uygulama grubuna göre AKT inhibitörü-IV uygulama grubunda Kaspaz-3 mRNA 

seviyesindeki artışında, istatistiksel olarak anlamlı olduğu görüldü (p<0,01). 
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TARTIŞMA ve SONUÇ 

Meme ve yumurtalık kanserleri kadınlarda en sık görülen iki malignitedir; meme kanseri 

kadınlarda kansere bağlı ölümlerde ikinci sırada bulunmaktadır (DeSantis et al. 2011, Stewart 

et al. 2017). Hormonal tedavi ve kemoterapi meme kanseri tedavisinde etkili olmasına rağmen, 

bazı tümörlerin standart tedavilere içsel veya edinilmiş direnci vardır (Monk et al. 2009, Fan et 

al. 2015). Kapsamlı araştırmalar, terapötik direncin altında yatan epigenetik, genomik değişim 

ve DNA onarımı gibi birçok potansiyel hücresel süreci ortaya çıkarmıştır (Osborne and Schiff 

2011; van Zyl et al. 2018).  

Meme kanseri hastalarının genel sağkalım oranı son on yılda önemli ölçüde artış 

göstermektedir, bu durum tümörün erken tesbit edilmesinden kaynaklanmaktadır. Ne yazık ki, 

hâlihazırda mevcut olan tedavi yöntemleriyle ilerlemiş meme kanserinin iyileşme oranı hala 

kabul edilemez derecede düşüktür. Umut verici tedavilerden birisi de,  tümör hücresinin 

ölümünü indükleyebilen kemoterapötik ajanların ve bunların kombinasyonlarının 

uygulanmasıdır (Faivre et al. 2006).  Bu tür terapilerin genel hasta sağkalımını iyileştirdiği 

gösterilmiş olmasına rağmen, bunlar genellikle tedaviye bağlı toksisite ve kullanılan ilaçlara 

karşı çapraz direnç geliştirme potansiyeli ile ilişkilidir (Abrams et al. 1994).  Bu nedenle, 

normal hücreler üzerinde minimum yan etkilerle tümör hücrelerini etkili bir şekilde öldüren 

bileşiklerin keşfi ve geliştirilmesi önem arz etmektedir.  

Östrojen reseptörü pozitif meme kanseri kemoterapisinde yaygın olarak kullanılan 

tamoksifen, hücre proliferasyonunu inhibe eder ve östrojen reseptörüne bağlı gen ekspresyon 

modülasyonu ile meme kanseri hücrelerinin apoptozunu indükler. Tamoksifenin hücre 

ölümünün uyarılmasındaki etkilerine örnek olarak, apoptozda yer alan BCL-2 protein ailesinin 

üyelerinin ekspresyonunun transkripsiyonel düzenlenmesi verilebilir (Kallio et al. 2005). 

Hedeflenen kanser tedavileri, spesifik moleküler hedeflere müdahale ederek tümörün 

büyümesini, ilerlemesini ve metastazını inhibe etmek için kullanılır ve şu anda antikanser ilaç 

geliştirmenin odak noktasıdır. AKT, hücre sağkalımı ve çoğalmasında anahtar bir faktör olarak 

işlev görür ve akciğer, meme, yumurtalık, mide ve pankreas karsinomları dâhil olmak üzere 

çeşitli insan kanserlerinde mutasyonla aşırı eksprese edilir. Çok sayıda çalışma, AKT'nin 

hücresel proliferasyonun bir aracı olarak ve ilaç geliştirmede etkili bir hedef olarak önemini 

göstermiştir. Bununla birlikte, doğrudan AKT ve AKT sinyal yolunun diğer ana bileşenlerini 
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hedef alarak ortaya çıkan terapötiklerin araştırılması kanser tedavisi için önemlidir ve gereklidir 

(Urak et al. 2017). 

Literatürde çok çeşitli AKT inhibtörleri mevcut olup bu inhibitörlerin sitotoksik 

etkilerine ait çalışmalar bulunmasına rağmen, AKT inhibitörü-IV hakkında yapılmış yeteri 

kadar çalşıma bulunmamaktadır. Meme kanseri tedavisine katkıda bulunabilecek bir 

potansiyele sahip AKT inhibitörü-IV’ün insan meme kanser hücre hattında in vitro etkinliğinin 

belirlenmesi ve apoptotik etkilerinin aydınlatılması, yapılabilecek ileri çalışmalar ile klinikte 

kullanımı için önemli sonuçlar doğurabilecektir. Bu amaçla yapılan bu çalışmada AKT 

inhibitörü-IV’ün insan meme kanseri hücreleri (MCF-7) üzerindeki sitotoksik etkisi ile apoptoz 

üzerindeki rolünü meme kanseri tedavisinde kullanılan ilaçlardan olan tamoksifen ile 

kıyaslayarak ortaya koymaya çalıştık.  

AKT inhibitörü-IV’ün, K562 ve U937 insan lösemi hücreleri üzerine uygulanan 0, 0,5, 

1, 5, 10, 25 μM’lık dozlarının in vitro hücre canlılığını doza bağlı olarak azalttığı 

belirtilmektedir. Ayrıca, Embelia ribes bitkisinden izole edilen bir kinon türevi olan Embelin 

ile AKT inhibitörü-IV’ün K562 ve U937 hücrelerinde sinerjik etki göstererek hücre canlılığını 

AKT inhibitörü-IV’e kıyasla daha fazla azaltmaktadır (Prabhu et al. 2017). 

Allosterik AKT inhibitörü MK-2206 ve Glut1 inhibitörü WZB117 kombinasyonunun, 

hem ER (+) MCF-7 hem de üçlü negatif MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerinde AKT 

inhibisyonu ve ROS indüksiyonu yoluyla sinerjik bir sitotoksik etki gösterdiğini, bu durumunda 

DNA hasarına neden olabileceğini ayrıca bu kombinasyonunu nihayetinde meme kanseri 

hücrelerinde apoptozise yol açabileceğini bildirmişlerdir (Li et al. 2019).  

Faz-I klinik denemelerinde kullanılan AZD5363’ün meme ve prostat kanseri hücre 

hatlarında PRAS40, GSK-3p ve downstream markörü P70S6K dâhil olmak üzere bir dizi AKT 

substratının fosforilasyonunun inhibisyonuna yol açmaktadır. AZD5363'ün, meme ve prostat 

hücre hatlarında bir anti-proliferatif ve bazı durumlarda sitotoksisite ile sonuçlanan bir etkiye 

sahip olduğunu belirtmişlerdir (Greenwood et al. 2011). 

Su et al. (2012) Yaptıkları çalışmada, MCF-7 meme kanseri hücrelerine 48 saat boyunca 

bir AKT inhibitörü olan perifosin uygulaması sonucu, perifosinin PI3K/AKTsinyali üzerindeki 

moleküler etkisini AKT, mTOR ve HIF‐1α'nın inhibisyonunu ile belirtmişlerdir (Su et al. 

2012). 

Çalışmamızda ilk olarak, AKT inhibitörü-IV’ün ve tamoksifenin MCF-7 hücrelerinde 

sitotoksik etkisini belirledik. Buna göre; AKT inhibitörü-IV için ise IC50 değeri 1,1 µM olarak 

hesaplanırken, tamoksifen için IC50 değeri 5,2 µM olarak hesaplandı. Bu durumda, AKT 
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inhibitörü-IV’ün, tamoksifene göre daha düşük dozda MCF-7 hücreleri üzerinde göstermiş 

olduğu sitotoksik etki ile daha güçlü bir sitotoksik ajan olduğu söylenebilir. 

Çalışma kapsamında tamoksifen ve AKT inhibitörü-IV uygulanan tedaviler apoptoz 

oranını önemli oranda artırmıştır. Apoptoz sırasında oluşan mono ve oligonükleozomların 

kolorimetrik değerlendirmesi sonucunda, AKT inhibitörü-IV ve tamoksifen tedavilerinde 

apoptozda kontrole göre önemli artışlar görüldü. Apoptozun AKT inhibitörü-IV uygulanan 

grupta kontrole göre 5,9 kat, tamoksifen uygulamasında ise 3,6 kat arttığı belirlendi. Böylece, 

MCF-7 hücrelerinde AKT inhibitörü-IV’ün, tamoksifene kıyasla apoptoz üzerinde daha güçlü 

etkiye sahip olduğu söylenebilir. 

AKT mRNA seviyelerinde, kontrol grubuna kıyasla tamoksifen ve AKT inhibitörü-IV 

uygulamasında önemli bir azalış belirlendi. AKT mRNA seviyesinde, kontrole göre AKT 

inhibitörü-IV uygulamasında 3,12 kat, tamoksifen uygulamasında ise 1,41 kat azalış 

görülürken, AKT inhibitörü-IV uygulamasında bağlı AKT mRNA seviyesinin ise tamoksifen 

uygulamasına kıyasla 2,21 kat azaldığı görüldü. 

BAX mRNA seviyelerinde, kontrole göre AKT inhibitörü-IV ve tamoksifen 

uygulamasında anlamlı bir artış görüldü. BAX mRNA seviyesi, kontrole göre AKT inhibitörü-

IV uygulamasında 5,97 kat, tamoksifen uygulamasında ise 4,63 kat arttı. AKT inhibitörü-IV 

uygulamasına bağlı BAX mRNA seviyesinde ise tamoksifen uygulamasına kıyasla 1,28 kat 

artış belirlendi. 

BCL-2 mRNA seviyelerinde, kontrole göre AKT inhibitörü-IV ve tamoksifen 

uygulamasında anlamlı bir azalış tesbit edildi. BCL-2 mRNA seviyesinde, kontrole kıyasla 

AKT inhibitörü-IV uygulamasında 1,81 kat, tamoksifen uygulamasında ise 1,51 kat azalış 

görülürken, AKT inhibitörü-IV uygulamasına bağlı BAX mRNA seviyesinde ise tamoksifen 

uygulamasına kıyasla 1,2 kat azalış belirlendi. 

Kaspaz-3 mRNA seviyelerinde, kontrol grubuna kıyasla AKT inhibitörü-IV ve 

tamoksifen uygulamasında anlamlı bir artış belirlendi. Kaspaz-3 mRNA seviyesinde, kontrole 

kıyasla AKT inhibitörü-IV uygulamasında 6,43 kat, tamoksifen uygulamasında ise 5,42 kat 

artış görülürken, AKT inhibitörü-IV uygulamasına bağlı Kaspaz-3 mRNA seviyesinde, 

tamoksifen uygulamasına kıyasla 1,18 kat artış görüldü. 

Tüm bu sonuçlar birlikte değerlendiğinde, AKT fosforilasyonunu/aktivasyonunu inhibe 

eden hücre geçirgen bir benzimidazol bileşiği olan AKT inhibitörü-IV’ün, meme kanseri 

tedavisinde kullanılan tamoksifene göre MCF-7 insan meme kanseri hücreleri üzerine daha 

güçlü bir sitotoksik etki gösterdiği, yine tamoksifene kıyasla daha güçlü apoptotoik etkiye sahip 
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olduğu ve tamoksifen ile kontrol grubuna göre apoptotik yolaklarda görev alan BCL-2 ve AKT 

genlerinin ifadesini nispeten daha azaltarak, BAX ve Kaspaz-3 gen ifadesini nispeten daha fazla 

artırarak hücreleri apoptoza yönlendirdiği söylenebilir. Bu çalışma ile elde edilen sonuçların 

yapılacak daha ileri çalışmalar (in vivo ve klinik çalışmalar) için bir basamak teşkil edeceği 

düşünülmektedir.  
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