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Bu çalışmada Bruton Tirozin Kinaz’ın kuvvetli bir inhibitörü olan ve B lenfosit hücrelerine ait 

malign hastalıkların bir kısmı üzerine kullanımı için FDA’dan onay almış İbrutinib ile, henüz 

yeni keşfedilen bir TACC3 inhibitörü olan BO-264’ün tek tek ve kombine kullanımının çeşitli 

meme kanseri hücreleri üzerine antiproliferatif etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. Bu 

amaçla MDA-MB-231, SKBR3 ve MCF-7 hücre hatları kullanılmış ve kombin dozların 

değerlendirilmesi için xCELLigence tabanlı analiz sistemi, mitotik aktivite testi, BrdU 

proliferasyon testi ve kaspaz 3,7 aktivitesi testi uygulanmıştır. 

Hem İbrutinib hem de BO-264’ün tek tek uygulanması kanser hücreleri üzerinde azaltıcı bir 

etki göstermekle birlikte kombin kullanımın en etkili olduğu hücre hattı MCF-7 olmuştur. 

İbrutinib ve BO-264 düşük bir kombinasyon dozuyla ve CI 0,4 değeriyle MCF-7 hücre hattı 

üzerinde sinerjistik etki yaratmış ve bulgulara göre bu etkiyi mitotik aktiviteyi azaltıp, kaspaz 

aktivitesini artırarak hücreyi apoptoza yönlendirmesiyle sağladığı sonucuna varılmıştır.  

Şubat 2023, 51 sayfa. 

Anahtar kelimeler: BO-264, HER2, İbrutinib, Meme Kanseri, Tirozin Kinaz, xCELLigence 
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İNHİBİTÖRÜ OLAN BO-264’ÜN KOMBİNE KULLANIMININ MEME 

KANSERİ ÜZERİNE ANTİPROLİFERATİF ETKİSİ 
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7. SUMMARY 
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This study aimed to investigate the antiproliferative effects of combined use of BO-264 which 

a newly discovered TACC3 inhibitor with Ibrutinib which a potent inhibitor of Bruton Tyrosine 

kinase and approved by the FDA for use on some of the malignant diseases of B lymphocyte 

cells. For this purpose, MDA-MB-231, MCF-7, SKBR3 cell lines were used and xCELLigence-

based analysis system, mitotic activity test, BrdU proliferation test and caspase 3,7 activity test 

were applied for the evaluation of combined doses. 

The use of both Ibrutinib and BO-264 alone showed a reducing effect on cancer cells. The 

combination of Ibrutinib and BO-264 is most effective in the cell line MCF-7. Ibrutinib and 

BO-264 showed a synergistic effect on the MCF-7 cell line with a low combination dose and a 

CI 0.4 value. According to the findings, it was concluded that this effect was achieved by 

reducing mitotic activity and increasing caspase activity by directing the cell to apoptosis. 

February 2023, 51 pages. 

Keywords: BO-264, HER2, Ibrutinib, Berast cancer, Tyrosin kinase, xCELLigence     

      ANTIPROLIFERATIVE EFFECT OF COMBINATION OF PROTEIN 

KINASE INHIBITOR IBRUTINIB AND TACC3 INHIBITOR BO-264 ON 

BREAST CANCER 
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1. GİRİŞ 

Kanser; insan hayatını tehdit eden, farklı dokulara metastaz yapabilen, temelde anormal hücre 

bölünmelerinin oluşturduğu bir hastalıktır (Siegel ve diğ., 2019). Kanser tedavisi için, 

kemoterapi, radyoterapi, cerrahi gibi birçok yol olmasına rağmen tam bir başarı 

sağlanamamıştır (Batlle ve Clevers, 2017). Meme kanseri dünyanın gelişmiş ülkelerinde 

kadınlarda en sık görülen kanserlerden biri olup tüm kadınların yaklaşık %20'sinde ölüm 

nedenidir (Macdonald ve diğ., 2004; Beiki ve diğ., 2012).  

Çoğunlukla meme kanseri için sistemik tedaviler oldukça etkilidir ve sonuçlara göre adjuvan 

endokrin tedavisi ve kemoterapi meme kanseri mortalitesini birbirinden bağımsız olarak 

yaklaşık üçte bir gibi ciddi bir oranda azaltmakla birlikte (Early Breast Cancer Trialists' 

Collaborative Group, 2011; Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group, 2012) tedavi 

başarısı moleküler alt tipe, mutlak tekrarlama riskine ve tümör yüküne bağlıdır (Scully ve diğ., 

2012). 

Meme kanseri; histoloji, hücresel köken, mutasyonlar, metastatik potansiyel, hastalık 

ilerlemesi, terapötik yanıt ve klinik sonuç açısından karmaşık ve heterojen bir hastalıktır 

(Ossovskaya ve diğ., 2011). Bu sebeple kombinasyon tedavileri faydalı olabilir. 

Kombinasyon tedavisi farklı mekanizmalara sahip iki veya daha fazla farmakolojik ajanın 

tedavi sürecinde aynı anda uygulanmasıdır. Kombinasyon tedavisi uzun süredir birincil kanser 

tedavisi olarak benimsenmiştir (Pritchard ve diğ., 2012). Tek ilaç tedavisine bakarak kombine 

tedavi, farklı sinyal yollarını hedefleyerek ilaç direncini azaltma yeteneğine sahiptir (Fodale ve 

diğ., 2011). 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1 Meme Kanseri ve Moleküler Alt Tipleri 

Meme kanseri kadınlarda en sık görülen malignite olmakla beraber moleküler düzeyde 

heterojen ve karmaşık bir hastalıktır. Son yıllarda tedavi süreçleri bu heterojenliği dikkate 

alarak gelişmiştir. Meme kanseri sürecindeki temel tedavi yöntemi bölgesel tedavi ve sistemik 

tedavidir -ki meme kanserinin moleküler ve histolojik özellikleri tedavi kararının ne yönde 

olacağını büyük ölçüde etkiler. Meme karsinogenezini yönlendiren moleküler değişiklikler çok 

çeşitlidir ve tümörleri bunu dikkate alarak sınıflandırmak gerekmiştir (Harbeck ve diğ., 2019.) 

Perou ve Sorlie'nin içsel sınıflandırmasına göre meme kanseri: luminal A ve luminal B, bazal 

benzeri ve insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (HER2) ile zenginleştirilmiş olmak 

üzere ayrılmıştır (Perou ve diğ., 2000) fakat şu anda histolojik ve moleküler özellikler dikkate 

alınarak oluşturulan beş alt tipten oluşan bir sınıflandırma kullanılır (Tablo 2.1). ER, PR ya da 

her ikisini de ifade eden tümörler hormon reseptörü pozitif meme kanserleri olarak; ER, PR 

veya HER2 ifade etmeyen tümörler ise üçlü negatif meme kanseri (TNBC)  olarak kabul edilir 

(Harbeck ve diğ., 2019). 

Tablo 2.1: Meme kanserinin moleküler alt tipleri (Holliday ve Speirs, 2011). 
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2.1.1 Bazal Benzeri: Üçlü Negatif Meme Kanseri 

Üçlü negatif meme kanseri, ER, PR ve HER2’nin eksprese edilmediği bir meme kanseri türüdür 

(Wolff ve diğ., 2013) ve genellikle bazal benzeri meme kanserinin (BLBC) bir alt tipi olarak 

sınıflandırılır. Gen ekspresyon profillerinin benzerlik oranı TNBC ve BLBC arasında %60-90 

kadar yüksekken, TNBC olmayan ve BLBC arasında yalnızca %11,5 kadardır (Perou ve diğ., 

2000; Prat ve diğ., 2015). 

TNBC, tüm meme kanserlerinin yaklaşık %10-15'ini temsil eder ve TNBC'li hastaların diğer 

meme kanseri alt tipleri ile karşılaştırıldığında daha kötü bir prognozu vardır (Anders ve Carey 

2009). Tüm meme kanseri hastalarının %15-20 kadarı 40 yaşın altındadır ve verilere göre 

TNBC çoğunlukla bu gruptaki kadınlarda görülmektedir (Morris ve diğ., 2007). Diğer meme 

kanserleriyle karşılaştırıldığında TNBC hastalarının tanıyı almalarından sonraki 5 yıl içinde 

ölüm oranı %40'tır (Dent ve diğ., 2007). TNBC oldukça agresiftir ve hastalarının yaklaşık 

%46'sında metastaz görülmekle beraber metastaz çoğunlukla tanıdan sonraki 3. yılda ortaya 

çıkar (Lin ve diğ., 2008). Metastaz sonrasında sağkalım süresi ortalama 13,3 aydır ve TNBC 

olmayan hastalarda ortalama nüks süresi 35-67 ay olmasına rağmen TNBC hastalarında bu süre 

19-40 ay kadardır ve TNBC hastalarının nüksten sonraki 3 ay içindeki ölüm oranı %75’tir 

(Zhang ve diğ., 2015; Gluz ve diğ., 2009). Üstelik TNBC birçok geni eksprese etmemesi 

sebebiyle endokrin tedaviye veya moleküler hedefli tedaviye duyarlı değildir fakat bazal 

benzeri TNBC örneklerinin yaklaşık %70-78'inin yüksek oranda EGFR ifade etmesi sebebiyle, 

EGFR'nin TNBC'de hedef olabileceği tahmin edilmektedir (Chaudhary ve diğ., 2018; Livasy 

ve diğ., 2006).  

2.1.2 Luminal B Meme Kanseri 

Meme kanserlerinin %15-20’sini oluşturan ve daha agresif bir fenotipe, dolayısıyla daha kötü 

prognoza ve yüksek histolojik dereceye sahip olan luminal B tümörler (Creighton, 2012); 

proliferasyonu artmış ER+ meme kanseri olarak tanımlanabilir (Wirapati ve diğ., 2008) ve 

luminal B meme kanserinin, luminal A’ya göre daha kötü prognozunun olması en belirgin 

özelliğidir (Perou ve diğ., 2000). Tedavi edilmemiş luminal B tümörlerinde genel sağkalım 

yüksek riskli olarak kabul edilen bazal benzeri ve HER2+ gruplara benzer sonuçlar gösterir 

(Tran ve Bedard, 2011). 
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Luminal B tip meme kanserinde gözlenen artmış nüks oranları tanıdan sonraki ilk 5 yılla 

sınırlıdır ve 5 yıldan sonra uzak nükslerde fark yoktur (Ignatiadis ve diğ., 2009).  Luminal meme 

kanserlerinin kemik ve plevraya metastaz eğilimi olduğu bilinmekle beraber; bir çalışmada, 

luminal A ve luminal B meme kanserleri arasında metastaz bölgelerinde fark gözlenmemiştir 

(Smid ve diğ., 2008). 

2.1.3 Claudin-low Meme Kanseri 

2007'de Herschkowitz ve arkadaşları, claudin-low (CL) adını verdikleri meme kanserinin yeni 

bir moleküler alt tipini tanımladılar ve buna göre bu alt tip; claudin 3, claudin 4 ve claudin 7, 

okludin ve E-kadherin dahil olmak üzere sıkı bağlantılarda ve epitelyal hücre-hücre 

yapışmasında yer alan genlerin düşük ekspresyonu ile karakterizedir (Herschkowitz ve diğ., 

2007). 

CL meme kanseri, tüm invaziv meme kanserlerinin %7-14'ünü oluşturan ve kötü bir prognozla 

ilişkilendirilmiş bir alt tiptir (Prat ve diğ., 2010; Prat ve Perou, 2011). CL tümörlerin tercihen 

üçlü negatif bir fenotip gösterdiği kabul edilmiş olmasına rağmen üçlü negatif meme 

kanserlerinin küçük bir azınlığı CL’dir (Dias ve diğ., 2017). Genel olarak, CL tümörler en az 

görülen alt tip olmakla birlikte çoğunlukla bazal benzeri alt tipe benzer şekilde hormon 

reseptörleri negatif tümörlerdir. Bununla birlikte, Claudin-low tümörlerin yaklaşık %15-25'inin 

ve bazal benzeri tümörlerin yaklaşık %10'unun hormon reseptörleri pozitiftir (Prat ve Perou, 

2011). 

Yapılan bir çalışmaya göre Claudin-low tümörleri olan hastalar, luminal A tipi meme kanseri 

olan hastalarla karşılaştırıldığında daha kötü bir genel sağkalıma sahiptir fakat bununla birlikte 

bu tümörler, meme koruyucu tedaviyi takiben düşük bir lokal nüks oranı ile ilişkilendirilmiştir 

(Dias ve diğ., 2017). 

2.1.4 Luminal A Meme Kanseri 

Meme kanserlerinin %50-60’ını oluşturan ve en sık görülen alt tip olan luminal A meme 

kanserleri (Carey, 2010); östrojen ve progesteron reseptörü pozitif tümörlerin çoğunluğunu 

temsil eder (Perou ve diğ., 2000). Luminal A tümörleri endokrin terapilere genelde yüksek 

oranda yanıt verse de önemli bir kısmı intrinsik ve/veya kazanılmış dirence sahiptir (Higgins 

ve Stearns, 2009; Ring ve Dowsett, 2004). Görece daha iyi karakterize edilmiş olan bu alt tipte 
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bile hormon reseptör ekspresyonu, tedavi yanıtı ve genetik değişkenlik düzeylerinde 

heterojenliğe sahiptir ve bu da daha fazla araştırma gerektirir (Poudel ve diğ., 2019). 

2.1.5 HER2+ Meme Kanseri 

Hastaların yaklaşık %15'inde gözlemlenen HER2+ meme kanseri ilk olarak 1980'lerin 

sonlarında Slamon ve meslektaşları tarafından tanımlandı ve daha kötü klinik sonuçlarla 

ilişkilendirildi (Slamon ve diğ., 1987; Slamon ve diğ., 1989). 

HER2 geni; EGFR, HER2, HER3 ve HER4 dahil olmak üzere büyüme faktörleri için 

transmembran reseptörlerini kodlayan gen ailesinin bir üyesi olmakla birlikte hücrelerin 

fizyolojisi, farklılaşması ve büyümesinin önemli yönlerini düzenleyen tirozin kinaz aktivitesine 

sahiptir (Yarden ve Sliwkowski, 2001; Cho ve diğ., 2003). Aynı zamanda HER2 proteininin 

hücre dışı etkileşimine bakıldığında, HER ailesi üyeleriyle etkileşime girerek, HER2'nin bir 

koruyucu olmasına ve sinyal iletimini kolaylaştırmasına izin verdiği görülmektedir  (Burstein, 

2005). 

HER2 onkogeninin ve ilgili genetik yapıların 17. kromozom üzerindeki amplifikasyonu, meme 

kanseri hücrelerinin yüzeyinde HER2 ekspresyonunda normal seviyenin 100 katına kadar artışa 

neden olur. HER2'nin aşırı ekspresyonu, kültürlenmiş hücreleri malign bir fenotipe dönüştürüp 

tümör artışını hızlandırabilir ve bu aşırı ekspresyon, tümör gelişiminin henüz lokal kaldığı 

zaman diliminde meydana gelir (Slamon ve diğ., 1987 ve Burstein, 2005).  

HER2+ meme kanserleri, bu kanserleri diğer meme kanseri türlerinden ayıran bir moleküler 

imzaya sahiptir (Perou ve diğ., 2000). HER2'nin aşırı ekspresyonunun; yüksek dereceli 

tümörler, yüksek hücre proliferasyonu ve lenf düğümü tutulumu oranları ve bazı kemoterapi 

türlerine göreli direnç ile ilişkili olumsuz bir prognozla ilgili olduğu söylenebilir. HER2+ meme 

kanserlerinin neredeyse yarısı östrojen, progesteron veya her ikisine sahip hormon 

reseptörlerini ifade eder ve sonuç olarak; HER2+ meme kanserli kadınlar arasında, HER2- 

meme kanserli kadınlara göre daha fazla nüks riski söz konusudur. HER2 gen amplifikasyonu 

meme kanseri dışında nadirdir; HER2 pozitifliği olan meme kanseri dışındaki tümörler meme 

kanserlerinden çok daha az HER2 ifade eder (Burstein, 2005). 
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Sonuç olarak son yıllarda HER2+ hastaların tedavisinde ve sonuçlarında önemli ilerleme 

kaydedilmesine rağmen, nüks riski sebebiyle yeni hedefli tedavilere ve terapötik stratejilere 

ihtiyaç vardır (Figueroa-Magalhães ve diğ., 2014).  

2.2 İbrutinib ve Etki Mekanizması 

İbrutinib, kronik lenfositik lösemi (CLL), marjinal bölge lenfoması, küçük lenfositik lenfoma 

(SLL), mantle hücreli lenfoma ve Waldenström makroglobulinemisi dahil olmak üzere çeşitli 

kanserlerin tedavisinde kullanılan, oral yolla uygulanan, Bruton tirozin kinazın (BTK) kuvvetli 

bir inhibitörüdür (Woyach ve diğ., 2012; Smith, 2015). 

BTK, T ve plazma hücreleri hariç tüm hematopoietik hücrelerde eksprese edilen (Smith ve diğ., 

1994), 659 amino asite sahip ve 76 kDa'lık ağırlığı olan (Wu ve diğ., 2016), Tec ailesinden 

sitoplazmik bir tirozin kinazdır (Schwartzberg ve diğ., 2005). BTK, B hücresinin çoğalma, 

olgunlaşma, farklılaşma, apoptoz ve hücre migrasyonu dahil olmak üzere birçok işlevinde etkili 

bir moleküldür (Niiro ve Clark, 2002) ve aynı zamanda BTK çeşitli antiapoptotik yolları da 

aktive eder (Mahajan ve diğ., 2001; Glassford ve diğ., 2003; Bajpai ve diğ., 2000). 

 BTK'nın ekspresyonu sitoplazmik olmasına rağmen B hücresi aktivasyonu sürecinde PIP3 

etkileşimleri yoluyla plazma zarına geçiş yapar (Li ve diğ., 1997). BTK, B hücresi reseptörü 

sinyal yolunda önemli bir rol oynayan proinflamatuvar sinyallerin bir aracısıdır (López‐Herrera 

ve diğ., 2014) dolayısıyla BTK'nın inhibisyonu, B hücre maligniteleri ve otoimmün 

hastalıkların tedavisi için kullanılabilecek bir yöntemdir (Buggy ve Elias, 2012; Hendriks ve 

diğ., 2014).  

İbrutinib, BTK'nın ATP bağlama bölgesinde sistein-481 tortusuna kovalent olarak bağlanarak 

kinaz aktivitesinin güçlü bir şekilde inhibisyonuna neden olur (Brown, 2013). Dolayısıyla 

İbrutinib ERBB ailesi (EGFR, ERBB2) gibi sistein-481 kalıntısını koruyan tirozin kinazlarla 

beraber, ek bağlanma bölgeleri ve enzimler üzerindeki etkinliği nedeniyle hematolojik olmayan 

bazı kanserler için de potansiyel göstermektedir ve İbrutinib'in toksisitesi esas olarak ilgili 

kinazları inhibe etmesiyle açıklanmaktadır (Chen ve diğ., 2016).  

Yapılan bir araştırmaya göre İbrutinib, çok düşük konsantrasyonlarda bile 16 farklı kinazı %95 

oranında inhibe edebilir (Uitdehaag ve diğ., 2019). Dolayısıyla farklı tip kanserlerde tirozin 

kinaz reseptörlerinin ekspresyonundaki veya yapısındaki değişiklikler de yaygın olduğundan, 
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ilaç etkileşimi için bu bölgeler hedeflenebilir (Grabinski ve Ewald, 2014). İbrutinib bu hedeflere 

bağlanarak tirozin kinazların fosforilasyonunun azalmasına yol açar, ayrıca sitokin üretimini, 

PD-L1 ekspresyonunu ve MDSC'lerin ve diğer miyeloid hücrelerin hareket yeteneğini azaltır -

ki sonuç olarak tümör mikroçevresini etkiler ve azalan tümör damarlanması ile bağlantılıdır 

(Molina-Cerrillo ve diğ., 2017). 

Meme kanseri tipik olarak hormon reseptörlerinin ve HER2/ERBB2 ifadesine bağlı olarak alt 

tiplere ayrılır. Hormon reseptörü pozitif/HER2-negatif kanserler genel olarak meme kanserinin 

%70’lik bir kısmı oluştururken, HER2-pozitif kanserler %15-20 ve üçlü negatif kanserler 

%15’lik bir paydaya sahiptir ve bu alt tipler hedefe yönelik veya sistemik tedavi için farklı 

seçenekler sunar (Waks ve Winer, 2019).  

Kanser tedavisindeki terapötik seçenekler arasında hormon reseptör pozitif tipler için endokrin 

tedavisi ve sikline bağımlı kinaz inhibitörleri; HER2-pozitif olanlar için HER2 hedefli 

antikorlar, antikor bileşikleri veya tirozin kinaz inhibitörleri ve kemoterapi mevcuttur (Metzler 

ve diğ., 2020) ve İbrutinib’in de bu sebeple etkili olması beklenir. 

2.3 BO264 ve Etki Mekanizması 

TACC3, mikrotübüllere bağlanmak için gerekli olan TACC alanı adı verilen korunmuş bir C-

terminal motifi ile karakterize edilen transforme edici asidik sarmal (TACC) ailesine mensup 

(Gergely ve diğ., 2000), sentrozomlarda ve mitotik iğciklerde lokalize olan (Nwagbara ve diğ., 

2014); tükenmesi sonucunda sentrozomlarda mikrotübül çekirdeklenmesini engellediği, 

bölünme esnasında sentrozomun kümelenmeden ayrılması üzerine çok kutuplu iğcikler 

oluşturduğu (Fielding ve diğ., 2011) ve  apoptoza yol açtığı bildirilen (Schneider ve diğ., 2007) 

bir moleküldür. Ayrıca, TACC3 inhibisyonu mitojenik sinyalleşmeyi azaltabilir (Petschnigg ve 

diğ., 2013) ve mitotik sonrası G1 fazı durmasını tetikler (Schneider ve diğ., 2008).  

Yüksek TACC3 seviyeleri çeşitli kanserlerde gözlemlenmiştir ve TACC3'ün yıkılması, renal 

hücreli karsinomda tümör gelişimini ve hücre büyümesini baskılamıştır (Guo ve Liu, 2018) 

dolayısıyla TACC3'ü aşırı eksprese eden kanserlerde TACC3'ü hedeflemek doğru bir yol 

olabilir.  

Yapılan bir çalışmanın sonucuna göre BO-264, kanser hücrelerinin canlılığını inhibe eder ve 

çok güçlü sitotoksisite gösterir. BO-264 ile TACC3 inhibisyonunun, mitotik tutuklamayı, 
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apoptozu ve DNA hasarını indüklediği, anormal iğ oluşumuna neden olduğu ve TACC3'ün 

sentrozomal lokalizasyonunu azalttığı ve dolayısıyla; tümör büyümesini önemli ölçüde bozarak 

yüksek bir toksisite olmadan hayatta kalmayı iyileştirdiği bildirilmiştir (Akbulut ve diğ., 2020). 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1. HÜCRE SOYLARI 

Çalışmada SKBR3, MCF7 ve MDA-MB-231 hücre hatları kullanılmıştır ve kullanılan bu hücre 

hatları laboratuvarımızda rutin olarak çoğaltılmaktadır. 

SKBR3 hücre hattı genellikle HER2 hedeflemesinde kullanılmakla birlikte ilk defa 1970 

yılında radyasyon, steroidler, sitoksan ve 5-fluorourasil ile tedavi edilmiş; kan grubu A+ olan 

43 yaşındaki adenokarsinomlu kadın hastanın plevral efüzyon hücrelerinden izole edilmiştir. 

MCF7 hücre hattı 1973 yılında, metastatik hastalığı olan 69 yaşındaki bir kadının plevral 

efüzyonundan elde edilmiştir ve hormon reseptörleri pozitiftir. 

MDA-MB-231 ise Kafkas kökenli bir kadının plevral efüzyonundan elde edilmiş olup üçlü 

negatif olarak bilinmektedir, hormon reseptörleri negatiftir. 

Hücre hatlarının tamamı %10 Fetal Sığır Serumu (FBS, Gibco lab.), 100 µg/ml streptomisin 

(Streptomisin sülfat, İ.E. Ulugay), 100 IU/ml penisilin (Pronapen, Pfizer), Amhotericine B 

(Sigma) ve içeren pH’sı % 4,4’lük NaHCO3 ile 7.2’ye ayarlı yüksek glikozlu DMEM 

besiyerinde yaşatılmıştır. 

3.2. HÜCRELERİN PASAJ İŞLEMİ 

Hücrelerin pasajı tek tabaka haline geldiklerinde yapılmış ve hücreleri kaldırmak için %0,25’lik 

tripsin (Gibco Lab.) kullanılmıştır. Süspanse edilerek santrifüj tüpüne aktarılan hücrelere 2 ml 

DMEM eklenerek tripsin aktivitesinin devam etmesi engellenmiş ve hücreler 1500 g dönme 

hızında 3 dakika santrifüj edilmiştir. Sonrasında süpernatant atılmış ve pellet yeni kültür 

kaplarına besiyeri eşliğinde ekilmiştir. 

3.3. HÜCRELERİN EKİM İŞLEMİ 

Mitotik aktivite analizi için her bir kuyucukta 15x104 hücre/ml besiyeri; BrdU hücre 

proliferasyonu analizi için her bir kuyucukta 2x104 hücre/ml besiyeri ve kaspaz 3-7 aktivite 

analizi için 24 kuyucuklu kültür kabının her bir kuyucuğunda 5x105 hücre/ml besiyeri; gerçek 

zamanlı hücre analizi için 16 kuyucuklu E-plate’in her bir kuyucuğuna 4x103 hücre/ml besiyeri 
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olacak şekilde SKBR3; 10x103 hücre/ml besiyeri olacak şekilde MCF-7 ve 5x103 hücre/ml 

besiyeri olacak şekilde  MDA-MB-231 ekimi yapılmıştır ve 24 saat boyunca, 37 oC’de %95 

hava ve %5 CO2 ortamında inkübe edilmiştir. Hücrelerin deney öncesindeki durumlarının 

değerlendirilmesi için mikroskop altında morfolojik analizleri yapılmıştır. 

3.4. İLAÇ KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI VE UYGULANMASI 

3.4.1. İbrutinib (IMBRUVICA 140 mg) 

İbrutinib stok solüsyonu +4 oC’de muhafaza edilerek tüm deneyler boyunca aynı stok 

kullanılmıştır. Deneylerde kullanılmak üzere İbrutinib’in stok solüsyonu DMEM ile 

seyreltilerek çeşitli konsantrasyonlar elde edilmiştir.  

3.4.2. BO-264 

BO-264 stok solüsyonu +4 oC’de muhafaza edilerek tüm deneyler boyunca aynı stok 

kullanılmıştır. Deneylerde kullanılmak üzere BO-264 stok solüsyonü DMEM ile seyreltilerek 

çeşitli konsantrasyonlar elde edilmiştir. 

3.4.3. İlaçların Uygulanması 

İlaçlar tek tek ve kombin dozlar şeklinde uygulanmıştır. Deney grupları: 

• MCF-7: İbrutinib 

• MCF-7: BO-264 

• MCF-7: İbrutinib + BO-264  

• SKBR3: İbrutinib 

• SKBR3: BO-264  

• SKBR3: İbrutinib + BO-264 

• MDA-MB-231: İbrutinib 

• MDA-MB-231: BO-264 

• MDA-MB-231: İbrutinib + BO-264 şeklinde belirlenmiştir. 

3.5. HÜCRE KİNETİĞİ PARAMETRELERİ 

3.5.1. xCELLigence DP Gerçek Zamanlı Hücre Analizi (RTCA)  
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Hücrelerdeki çoğalma ve ölümleri, devamlı ve gerçek zamanlı şekilde, hücrelerin elektrik 

akımına karşı gösterdikleri direncin belirlenmesiyle gerçekleştiren xCELLigence RTCA-DP 

sisteminin çalışma prensibine göre; cihaz için özel olarak kullanılan ve yüzeyinde altın 

elektrotlar bulunan E-plate’in alt yüzeyine yapışan hücre sayısı arttıkça direnç artmakta ve 

hücre sayısı azaldıkça direnç de azalmaktadır. Bu sayede hücre proliferasyonu ve hücre ölümü 

gerçek zamanlı olarak kaydedilebilmekte ve kaydedilen veriler grafikler halinde bilgisayar 

aracılığıyla görüntülenebilmektedir. 

XCELLigence RTCA sistemi kullanılarak elde edilecek hücre indeksinin değerlendirilebilmesi 

için toplamda 16 kuyucuğu bulunan E-Plate’in her bir kuyucuğuna 100 µl besiyeri eklenmiş ve 

cihazda backgroundu alınarak; MDA-MB-231 hattı için 100 µl/5000 hücre, MCF-7 hattı için 

100 µl/10000 hücre ve SKBR3 hattı için 100 µl/4000 hücre olacak şekilde ekim yapılmıştır. Bu 

işlemin ardından E-Plate’ler steril kabin içerisinde 20 dakika kadar oda sıcaklığında muhafaza 

edilmiş ve daha sonra cihazdaki yerlerine yerleştirilerek 37oC ve %5 CO2 ortamında 

inkübasyona bırakılmıştır. E-Plate’lere hücre ekimi gerçekleştirildikten sonra cihaza her 15 

dakikada bir ölçüm alması için komut verilmiştir.  

Hücre ekiminden yaklaşık 24 saat sonra E-Plate’lerdeki besiyeri ilaçlı besiyeri ile değiştirilerek 

72 saat süresince 15 dakika aralıklarla ölçüm alınmaya devam edilmiştir ve sonuçlar grafik 

şeklinde görüntülenmiştir. 

3.5.2 Mitotik Aktivite Analizi 

Her üç hücre hattı için 96 kuyucuklu kabın her bir kuyusunda 15x104 hücre olacak şekilde ekim 

yapılmış ve hücreler 24 saat boyunca 37oC ve %5 CO2 ortamına sahip etüv içerisinde 24 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. 

Daha sonra mevcut besiyeri atılıp hücrelere MCF-7 için 1,25 µM İbrutinib + 1,25 µM BO-264, 

SKBR3 için 0,5 µM İbrutinib + 0,5 µM BO-264, MDA-MB-231 için 10 µM İbrutinib + 0,5 µM 

BO-264 kombinasyonlu ilaç ekimleri yapılmış ve yine aynı şartlar altında 24 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. 

24 saat sonrasında ilaçlı besiyeri atılıp, platelere 100 µl %4 formaldehit içeren 10X PBS’den 

1:9 oranında dH2O ile seyreltilmiş PBS eklenip parafilmle kapatılarak 20 dakika oda 

sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında formaldehitli PBS atılıp 
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hücreler 3 kez 5 dakika boyunca yıkama tamponuyla muamele edilmiştir. Ardından yıkama 

tamponu atılıp ve kuyucuklara 100 µl Quenching Buffer eklenmiş ve 20 dakika oda sıcaklığında 

inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası kuyucuklardaki Quenching Buffer atılıp 2 kez 5 dakika 

200 µl yıkama tamponu ile hücreler yıkanmış ve yıkama tamponu atılıp, 100 µl Antibody 

Blocking Buffer eklenerek 1 saat oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Antibody Blocking Buffer 

atıldıktan sonra 2 kez 200 µl yıkama tamponu ile hücreler yıkanmıştır ve 100 50 µl primer 

antikor eklenerek parafilmlenen plate, 1 saat oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. İnkübasyon 

sonunda primer antikor atılmış hücreler 3 kez 5 dakika boyunca 200 µl yıkama tamponuyla 

yıkanmış, ardından 100 µl sekonder antikor eklenmiş ve parafilmlenerek 1 saat oda sıcaklığında 

inkübe edilmiştir. 

 İnkübasyon sonrasında sekonder antikor atılıp hücreler 3 kez 5 dakika boyunca 200 µl yıkama 

tamponu, daha sonrasında 2 kez 5 dakika 200 µl 1X PBS ile yıkandıktan sonra platelere 100 µl 

Developing Solution eklenmiştir. Oda sıcaklığında doğrudan ışıktan koruyarak 2-20 dakika 

inkübasyona bırakılmış ve mavi renk değişimi mevcut olduğunda 100 µl Stop Solution 

eklenerek rengin sarıya dönmesi beklenmiştir. Sarı renk değişimi görüldükten sonra plate, 

Reader plate (Flx-800, Bio-Tek Instruments Inc.) okuyucuda 450-655 nm’de 5 dakika içinde 

ölçüme alınmıştır. Bu işlemler MCF-7, SKBR3 ve MDA-MB-231 hücre hattında 24, 48 ve 72. 

saatlerde tekrarlanmıştır. 

3.5.3 BrdU Hücre Proliferasyon Analizi 

96 kuyucuklu kültür kabının her bir kuyusunda 2x104 hücre olacak şekilde ekim yapılmış ve 24 

saat boyunca 37oC’de %5 CO2 ortam şartlarını içeren etüvde inkübasyona bırakılmıştır. Daha 

sonra mevcut besiyeri atılıp hücrelere MCF-7 için 1,25 µM İbrutinib + 1,25 µM BO-264, 

SKBR3 için 0,5 µM İbrutinib + 0,5 µM BO-264, MDA-MB-231 için 10 µM İbrutinib + 0,5 µM 

BO-264 kombinasyonlu ilaç ekimleri yapılmış ve bu işlemden 3-4 saat sonra 20 µl BrdU 

(Millipore 2750) eklenmiş ve 37oC’de %5 CO2 ortam şartlarını içeren etüvde inkübasyona 

devam edilmiştir.  

İnkübasyon sonunda, kuyulardaki besiyeri uzaklaştırılarak her bir kuyuya 200 µl sabitleme 

solüsyonu eklenmiş ve oda sıcaklığında 30 dakika inkübasyona bırakılmış; ardından sabitleme 

solüsyonu uzaklaştırılarak yıkama tamponuyla 3 kez yıkama yapılmıştır. Sonrasında yıkama 
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tamponu uzaklaştırılarak her kuyuya 100 µl Anti-BrdU antikoru eklenmiş, oda sıcaklığında 1 

saat inkübe edilmiştir ve yıkama aşaması tekrar edilmiştir. 

2000x Goat anti-mouse IgG, Peroksidaz konjugatı 1:2000 oranında seyreltilmiş ve her bir 

kuyucuğa 100 µl eklenerek 30 dakika oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra 

yıkama işlemi 3 kez tekrarlanmış ve 100 µl TMB Peroksidaz Substrat eklenerek karanlıkta, oda 

sıcaklığında 30 dakika inkübasyona bırakılmıştır. Sonrasında Anti-stop Solution’dan her 

kuyuya 100 µl eklenmiş ve 450-550 nm çift dalga boyunda absorbans değerleri ölçülmüştür. 

Bu işlemler MCF-7, SKBR-3 ve MDA-MB-231 hücre hattında 24, 48 ve 72. saatlerde 

tekrarlanmıştır. 

3.5.4 Kaspaz 3,7 Aktivitesi Analizi 

Hücre hatlarındaki kaspaz aktivasyonunun tespiti Kaspaz 3/7 deney kiti (CaspaTag™ Caspase-

3,7 In Situ Assay Kit, Fluorescein Millipore, APT423) kullanılarak belirlenmiştir. 24 kuyucuklu 

kültür kabının her bir kuyucuğuna 5x105 hücre/ml olacak şekilde ekim yapılmış ve 24 saat 

boyunca 37oC’de %5 CO2 ortam şartlarını içeren etüvün içinde inkübasyona bırakılmıştır. 

Sonrasında mevcut besiyeri atılıp hücrelere MCF-7 için 1,25 µM İbrutinib + 1,25 µM BO-264, 

SKBR3 için 0,5 µM İbrutinib + 0,5 µM BO-264, MDA-MB-231 için 10 µM İbrutinib + 0,5 µM 

BO-264 kombinasyonlu ilaç ekimleri yapılmış ve inkübasyona devam edilmiştir.  

İnkübasyon sonrası besiyeri atılarak hücreler tripsin eriyiği ile plateden kaldırılmıştır ve 800 g 

hızda 5 dakika boyunca santrifüjlendikten sonra süpernatant atılmıştır. Pellet üzerine 3 ml 

medyum eklenerek iyice karıştırılmış ve ardından hücre süspansiyonundan 300 µl steril tüplere 

aktarılmıştır. Tüplere 30XFLICA reaktifinden 10 µl eklenerek 37oC’de %5 CO2 bulunan 

karanlık ortam 1 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda yıkama tamponundan 2 

ml eklenerek 400 g hızda 5 dakika santrifüj edilmiş ve ardından süpernatant atılıp yıkama 

tamponundan 1 ml eklenerek tekrar 400 g hızda 5 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatant 

atılarak 1 ml 1X PBS’den eklenmiş ve karıştırılmıştır. Ardından süspansiyondan 50 µl alınarak 

steril tüpe aktarılmış ve üzerine 450 µl PBS eklenmiştir. 400 g hızda 5 dakika santrifüjden sonra 

süpernatant atılarak üzerine 400 µl PBS eklenmiş ve tüplerden hücreler alınarak siyah kültür 

kaplarına her bir deney grubundan 100 µl olacak şekilde ekim yapılmıştır. Floresan Plate 

Reader (Flx-800, Bio-Tek Instruments Inc.) kullanılarak 490 nm eksitasyon - 520 nm emisyon 
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dalga boyunda (λex 490, λem 520) ölçümler yapılmıştır. Bu işlemler her bir hücre hattı için 24, 

48 ve 72. saatlerde tekrar edilmiştir. 

3.5.5 İstatiksel Değerlendirme 

Deney gruplarının tamamında uygulanan konsantrasyon ve zamana göre saptanan hücre 

kinetiği parametre değerleri karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiş ve bu amaçla tüm deney 

gruplarından saptanan değerlere tek yönlü ANOVA testi uygulanmıştır. Grupların kontrole göre 

anlamlılıkları DUNNETT’S testi ile değerlendirilmiştir. Grupların birbirleri ile olan 

anlamlılıkları ise t-testi ile değerlendirilmiştir. İstatistiksel değerlendirmelerde p<0.05 

anlamlılık seviyesi baz alınmıştır. 
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4. BULGULAR 

Bu çalışmada, Bruton Tirozin Kinaz inhibitörü olan ve çeşitli lenfomaların tedavisinde 

kullanılan İbrutinib ve yeni tanımlanan TACC3 inhibitörü BO-264’ün kombin halde 

kullanımının MCF-7, SKBR-3 ve MDA-MB-231 hücre hatları üzerindeki antiproliferatif 

etkilerinin gerçek zamanlı hücre analizi, kaspaz 3-7 aktivite analizi, mitotik aktivite analizi ve 

BrdU hücre proliferasyon analizi yöntemleriyle in vitro koşullarda hücresel seviyede meydana 

getirdiği etkiler araştırılmıştır. 

4.1 xCELLigence RTCA Sistemi Bulguları 

MCF-7, SKBR3 ve MDA-MB-231 hücre hatlarında çeşitli İbrutinib ve BO-264 dozları 

uygulanarak IC50 değerleri saptanmış ve ardından bu değerlere uygun çeşitli kombin dozlar 

hücrelere uygulanmıştır. Uygulanan bazı dozlara ait değerler grafikte gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.1: İbrutinib uygulanan MDA-MB-231 hücrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi kullanılarak 

elde edilen hücre indeksi grafiği (-- Kontrol, -- 0,5 µM, -- 40 µM, -- 50 µM) 

 

 MDA-MB-231 hücreleri üzerine 0,5 µM İbrutinib uygulaması hücre indeksini kontrol 

değerinin de üzerine çıkarırken, 50 µM değeri hücre indeksini yüksek oranda azalttı. IC50 değer 

40 µM olarak belirlendi. 
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Şekil 4.2: BO-264 uygulanan MDA-MB-231 hücrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi kullanılarak 

elde edilen hücre indeksi grafiği (-- Kontrol, -- 0,5 µM, -- 40 µM, -- 50 µM) 

 

MDA-MB-231 hücreleri üzerine 40 µM BO-264 uygulaması bir noktadan sonra hücre indeksini 

kontrol değerinin de üzerine çıkarırken, 50 µM değeri hücre indeksini yüksek oranda azalttı. 

IC50 değer 0,5 µM olarak belirlendi. 

Grafikteki eğrilere bakılarak, elde edilen elde edilen değerlerin anlamlandırılması için standart 

eğrilere bakıldığında; MDA-MB-231 hücre hattında 40 µM İbrutinib’in sitostatik, 0,5 µM BO-

264’ün ise anti-mitotik etki gösterdiği söylenebilmektedir. 

 

 

Şekil 4.3: İbrutinib uygulanan MCF-7 hücrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi kullanılarak elde 

edilen hücre indeksi grafiği (-- Kontrol, -- 0,5 µM, -- 5 µM, -- 30 µM). 
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MCF-7 hücreleri üzerine 0,5 µM İbrutinib uygulaması kontrole kıyasla hücre indeksine bir 

katkıda bulunmadı, sonuçlar kontrol grubuna paraleldi. 30 µM ise fazla toksisite gösterdi. IC50 

değeri 5 µM olarak belirlendi. 

 

 

Şekil 4.4: BO-264 uygulanan MCF-7 hücrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi kullanılarak elde 

edilen hücre indeksi grafiği (-- Kontrol, -- 0,5 µM, -- 10 µM, -- 30 µM). 

 

MCF-7 hücreleri üzerine 0,5 µM BO-264 uygulaması IC50 değerine göre daha yüksek toksisite 

gösterirken 30 µM değeri hücreleri kontrole kıyasla ilk önce hücre indeksini kuvvetli bir şekilde 

artırırken sonrasında kuvvetli bir şekilde azaltıcı etki gösterdi. IC50 değer 10 µM olarak 

belirlendi. 

Grafikteki eğrilere bakılarak; elde edilen elde edilen değerlerin anlamlandırılması için standart 

eğrilere bakıldığında; MCF-7 hücre hattında 5 µM İbrutinib’in anti-mitotik, 10 µM BO-264’ün 

ise hücrede DNA hasarı yaratarak etki gösterdiği söylenebilmektedir. 
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Şekil 4.5: İbrutinib uygulanan SKBR3 hücrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi kullanılarak elde 

edilen hücre indeksi grafiği (-- Kontrol, -- 0,5 µM, -- 40 µM, -- 50 µM). 

 

SKBR3 hücreleri üzerine 40 ve 50 µM İbrutinib uygulaması hücre indeksini kuvvetli bir 

biçimde azalttı, IC50 değeri, 0,5 µM olarak belirlendi. 

 

 

Şekil 4.6: BO-264 uygulanan SKBR3 hücrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi kullanılarak elde 

edilen hücre indeksi grafiği (-- Kontrol, -- 0,5 µM, -- 5 µM, -- 40 µM). 

 

SKBR3 hücreleri üzerine 0,5 µM BO-264 uygulaması hücre indeksini kuvvetli bir biçimde 

düşürürken, çok daha yüksek dozda uygulanan 40 µM BO-264 ilk 60 saat kontrole paralel bir 

eğri gösterdi. Düşük değerde yüksek toksisite gösteren BO-264’ün yüksek dozlarda kontrole 

paralel sonuç vermesi düşündürücüdür. Sonuç olarak IC50 değeri 5 µM olarak belirlendi. 
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Grafikteki eğrilere bakılarak, elde edilen elde edilen değerlerin anlamlandırılması için standart 

eğrilere bakıldığında; SKBR3 hücre hattında hem 0,5 µM İbrutinib’in hem de 5 µM BO-264’ün 

sitostatik etki gösterdiği söylenebilmektedir.  

 

 

Şekil 4.7: Kombin doz uygulanan MDA-MB-231 hücrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi 

kullanılarak elde edilen hücre indeksi grafiği (-- Kontrol, -- 10 µM İbrutinib + 0,5 µM BO-264, -

- 20 µM İbrutinib + 0,5 µM BO-264, -- 40 µM İbrutinib + 0,5 µM BO-264). 

 

MDA-MB-231 hücreleri için IC50 değeri 10 µM İbrutinib + 0,5 µM BO-264 olarak belirlendi. 

BO-264 miktarı sabit tutulup İbrutinib’in artırıldığı diğer dozlarda hücre indeksinde kuvvetli 

bir düşüş gözlenmiştir. Bu durum kombinasyonun İbrutinib’in artan dozlarına bağlı olarak 

etkisinin arttığını göstermektedir.  

MDA-MB-231 hücre hattında 40 µM İbrutinib’in sitostatik, 0,5 µM BO-264’ün ise anti-mitotik 

etki gösterdiği daha önce belirtilmekle birlikte, standart eğrilere bakılarak 10 µM İbrutinib ve 

0,5 µM BO-264’ün kombin etkisinin de sitostatik olduğu söylenebilir. 
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Şekil 4.8: Kombin doz uygulanan MCF-7 hücrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi kullanılarak elde 

edilen hücre indeksi grafiği (-- Kontrol, -- 1,25 µM İbrutinib + 1, 25 µM BO-264, -- 0,5 µM 

İbrutinib + 1,25 BO-264, -- 2,5 µM İbrutinib + 5 µM BO-264) 

 

Aslında uyguladığımız birçok kombin dozda MCF-7 hücreleri üzerinde benzer şekilde hücre 

indeksinde kararlı bir azalma gözlendi fakat IC50 değeri 1,25 µM İbrutinib ve 1, 25 µM BO-

264 olarak belirlendi. 

MCF-7 hücre hattında tek 5 µM İbrutinib uygulamasının anti-mitotik, tek 10 µM BO-264 

uygulamasının hücrede DNA hasarı yaratarak etki gösterdiği daha önce belirtilmiş olmasına 

rağmen; 1,25 µM İbrutinib + 1,25 µM BO-264 kombin dozu için elde edilen hücre indeksi 

eğrisinin, standart eğrilerle karşılaştırıldığında hücrede sitoskeletal etki gösterdiği 

görülmektedir. 
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Şekil 4.9: Kombin doz uygulanan SKBR3 hücrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi kullanılarak 

elde edilen hücre indeksi grafiği (-- Kontrol, -- 0,125 µM İbrutinib + 0,5 BO-264, -- 0,5 µM 

İbrutinib + 0,5 µM BO-264, -- 0,25 µM İbrutinib + 1,25 µM BO-264). 

 

Kombin uygulamada SKBR3 hücre hattı için en etkili değer 0,5 µM İbrutinib + 0,5 µM BO-

264 olarak belirlendi. Aynı miktarda BO-264 ve ¾ oranında azaltılmış İbrutinib uygulaması 

kontrole kıyasla anlamlı bir fark vermezken; kombin uygulamada İbrutinib’in daha da azaltılıp 

BO-264’ün artırılması (0,25 µM İbrutinib + 1,25 µM BO-264) daha da toksik bir etki gösterdi. 

Bu durum, kombinasyonda BO-264 etkisinin daha kuvvetli olduğunu düşündürmektedir. 

SKBR3 hücre hattında hem 0,5 µM İbrutinib hem de 5 µM BO-264 dozunun tek başına 

uygulamasının hücrede sitostatik etki yaratarak etki gösterdiği daha önce belirtilmişti ve 

görünen o ki 0,5 µM İbrutinib + 0,5 µM BO-264 kombin dozu da aynı etkiyi göstererek hücreyi 

etkilemektedir. 

4.2 Mitotik Aktivite Analizi Bulguları 

xCelligence gerçek zamanlı hücre analizinden elde edilen bulgulara göre MCF-7, SKBR-3 ve 

MDA-MB-231 hücre hatları için belirlenen kombin dozlarının mitotik aktivitesi 24, 48 ve 72 

saat boyunca karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiş ve sonuçlar Tablo 4.1’de gösterilmiştir. 
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Tablo 4.1: 24, 48 ve 72 saat boyunca, kombin doz uygulanmış MDA-MB-231, MCF-7 ve SKBR3 

hücrelerine ait mitotik aktivite değerleri. 

 

 

Şekil 4.10: 10 µM İbrutinib ve 0,5 µM BO-264 kombin doz uygulanan MDA-MB-231 hücrelerine ait 

mitotik aktivite - zaman grafiği. 
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Şekil 4.11: 1,25 µM İbrutinib ve 1,25 µM BO-264 kombin doz uygulanan MCF-7 hücrelerine ait mitotik 

aktivite - zaman grafiği. 

 

 

Şekil 4.12: 0,5 µM İbrutinib ve 0,5 µM BO-264 kombin doz uygulanan SKBR3 hücrelerine ait mitotik 

aktivite - zaman grafiği. 

 

Mitotik aktivite analizi bulguları değerlendirildiğinde kombin uygulamanın en etkili olduğu 

hücrenin MCF-7 hücre hattı olduğu görülmektedir; 48 saatte %20’lere kadar düşen mitotik 

aktivite mevcuttur. 
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4.3 BrdU Hücre Profilerasyon Analizi Bulguları 

Hücre döngüsünün sentez fazında hücrelere uygulanan kombin dozların etkisi BrdU hücre 

proliferasyon analiziyle belirlenmiş ve sonuçlar Tablo 4.2’de gösterilmiştir. 

Tablo 4.2: 24, 48 ve 72 saat boyunca, kombin doz uygulanmış MDA-MB-231, MCF-7 ve SKBR3 

hücrelerine ait BrdU aktivitesi değerleri. 

 

 

Şekil 4.13: 10 µM İbrutinib ve 0,5 µM BO-264 kombin doz uygulanan MDA-MB-231 hücrelerine ait 

BrdU aktivitesi - zaman grafiği. 
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Şekil 4.14: 1,25 µM İbrutinib ve 1,25 µM BO-264 kombin doz uygulanan MCF-7 hücrelerine ait BrdU 

aktivitesi - zaman grafiği. 

 

 

Şekil 4.15: 0,5 µM İbrutinib ve 0,5 µM BO-264 kombin doz uygulanan SKBR3 hücrelerine ait BrdU 

aktivitesi - zaman grafiği. 

 

BrdU aktivitesi analizi bulgularına bakıldığında kombin uygulamanın SKBR3 hücre hattında 

ilk 24 saatte düşüşü görülmesine rağmen 48 saatte çok yüksek aktivite gözlenmiştir. MCF-7 

hücre hattında 72 saate kadar aktivite hep yüksek görünmekte, MDA-MB-231 hattında ise 

yüksek aktivite 72 saatte ancak kontrolle aynı seviyeye düşmüştür. 
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4.4 Kaspaz 3,7 Aktivitesi Analizi Bulguları 

Hücrelere uygulanan kombin dozların hücredeki kaspaz bağımlı apoptoza olan etkisini ölçmek 

için yapılan Kaspaz 3,7 aktivitesi analiz bulguları Tablo 4.3’te gösterilmiştir. 

Tablo 4.3: 24, 48 ve 72 saat boyunca, kombin doz uygulanmış MDA-MB-231, MCF-7 ve SKBR3 

hücrelerine ait Kaspaz 3,7 aktivitesi değerleri. 

 

 

 

Şekil 4.16: 10 µM İbrutinib ve 0,5 µM BO-264 kombin doz uygulanan MDA-MB-231 hücrelerine ait 

Kaspaz 3,7 aktivitesi - zaman grafiği. 
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Şekil 4.17: 1,25 µM İbrutinib ve 1,25 µM BO-264 kombin doz uygulanan MCF-7 hücrelerine ait Kaspaz 

3,7 aktivitesi - zaman grafiği. 

 

 

Şekil 4.18: 0,5 µM İbrutinib ve 0,5 µM BO-264 kombin doz uygulanan SKBR3 hücrelerine ait Kaspaz 

3,7 aktivitesi - zaman grafiği. 

 

MDA-MB-231 hücre hattında kombin uygulama tüm zaman aralıklarında kaspaz değerlerini 

kontrole göre düşürmüştür. MCF-7 hücre hattında ilk 24 saatte kontrole kıyasla %50 kadar artan 

kaspaz aktivitesi mevcuttur. SKBR3 hattında ise 48 saatte kaspaz aktivitesi kontrole kıyasla 

%20 kadar artmıştır.  
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Çalışmada çeşitli meme kanseri hücre hatlarında Bruton Tirozin Kinaz inhibitörü olan İbrutinib 

ve yeni keşfedilen bir TACC3 inhibitörü olan BO-264’ün kombin kullanımının etkisini 

araştırmak istedik. 

İbrutinib BTK’yi inhibe ediyordu ve BTK; B hücresinin çoğalması, olgunlaşması, 

farklılaşması, apoptoz ve hücre göçü dahil olmak üzere birçok işlevinde etkili bir moleküldü 

(Niiro ve Clark, 2002). BO-264 ise bölünme esnasında sentrozomun kümelenmeden ayrılması 

üzerine çok kutuplu iğcikler oluşturduğu (Fielding ve diğ., 2011) ve apoptoza yol açtığı 

bildirilen (Schneider ve diğ., 2007) bir moleküldü. 

Daha önce İbrutinib ve BO-264 çeşitli meme kanserleri üzerine tek uygulanmış ve çeşitli IC50 

değerleri elde edilmiştir. Bunların bir kısmı Tablo 5.1’de gösterilmiştir. 

Tablo 5.1: İbrutinib’in çeşitli hücre hatları üzerine etkisi. 
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Çalışmamız sonucunda İbrutinib’in hücrelere tek uygulanması ile elde edilen IC50 değerleri ise 

MDA-MB-231, SKBR3 ve MCF-7 hücre hatları için sırasıyla 40 µM, 5 µM ve 0,5 µM’dır. 

Elimizdeki veriler mevcut verilerle karşılaştırıldığında İbrutinib’in MDA-MB-231 üzerindeki 

etkisinin yüksek dozlara bağlı olduğu doğrulanmakla beraber SKBR3 hücre hattı için mevcut 

değerlerin üstünde bir IC50 değeri elde edilmiştir. MCF-7 için elimizdeki IC50 değeri 5 µM 

olmakla birlikte bildirilen değerler 2 µM, >6.4 µM veya 10 µM uygulamanın yaklaşık %40 

canlılık azalttığı şeklinde değişkendir. 

xCELLigence DP analiz sonuçlarına göre elde edilen eğriler, standart eğrilerle 

karşılaştırıldığında İbrutinib uygulamasının MDA-MB-231 ve SKBR3 hücre hattında 

sitostatik, MCF-7’de ise anti-mitotik etkisi olduğu söylenebilmektedir. İbrutinib’in mevcut etki 

mekanizmasına bakıldığında HER2+ hücre hatları için daha geniş yelpazede açıklama olduğu 

görülmektedir. Grabinski ve arkadaşlarının 2014’te bildirdiğine göre İbrutinib uygulaması 

MDA-MB-231 hariç çalışmadaki diğer hücre hatlarında MAPK fosforilasyonunu azaltırken 

(MCF-7 ve SKBR3 dahil), sadece ErbB2+ AKT fosforilasyonunun aktivasyonunu inhibe 

etmiştir -ki hem MAPK hem AKT hücre sağkalımı ve apoptozla ilgilidir (De Luca ve diğ., 

2012). Chen ve arkadaşlarının 2016’daki çalışmasının sonucuna göre ise İbrutinib’in, HER2+ 

hatlarda hücre büyümesi inhibisyonu, hücre döngüsü durması ve kaspaz bağımlı apoptoza 

sebep olduğu bildirilmiştir.  

Meme, akciğer ve mide kanserlerinde daha kötü sağkalımla ilgili olan TACC3 molekülü inhibe 

eden ve yeni bulunmuş bir inhibitör olan BO-264 uygulamasının, çalışmamızın sonucuna göre 

IC50 değeri MDA-MB-231, SKBR3 ve MCF-7 hücre hatları için sırasıyla 0,5 µM, 10 µM ve 5 

µM’dır. Daha önce Akbulut ve arkadaşlarının çalışmasına göre ise daha düşük seviyelerde IC50 

değerleri bildirilmiştir. Yine bu çalışmanın sonucuna göre BO-264, HER2+ hücre hatlarından 

biri olan JIMT1 üzerinde mitotik tutuklanma, apoptoz ve DNA hasarına sebep vermiştir ve aynı 

zamanda BO-264’ün metafazda yanlış hizalamaya sebep olduğu da bildirilmiştir. xCELLigence 

DP analiz sonuçlarımız da bu bilgileri destekler niteliktedir. Standart eğrilerle karşılaştırarak 

yaptığımız yorumlara göre BO-264 uygulaması MDA-MB-231 üzerine antimitotik etki, MCF-

7 üzerine DNA hasarı ve SKBR3 üzerine sitostatik etki göstermiştir. 

Bu iki ilacın kombine uygulaması ise MDA-MB-231 hücre hattında BO-264’ün kullanım 

oranında bir değişikliğe sebep olmazken, İbrutinib’in etkisini artırmış ve etki dozunu 4 katı 

kadar azaltmış; en uygun kombin dozu 10 µM İbrutinib + 0,5 µM BO-264 olarak belirlenmiştir. 
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Kombin doz uygulaması bu hücre hattında ilk 24 saatte mitotik aktiviteyi artırmış fakat 48 ve 

72 saatte kontrole oranla %20 kadar azaltmıştır. Sentez fazındaki aktivitenin bir ölçütü olan 

BrdU aktivitesi sonucuna bakıldığında ilk 48 saatte aktivite artışı ve 72. saatte normal düzeyde 

bir aktivite sonucu edindik aynı zamanda kombin doz uygulanan hücrelerin kaspaz aktivitesi 

de kontrole oranla artmıştı. Sonuç olarak ayrı ayrı etkili olan bu iki molekül bir araya geldiğinde 

antagonizma göstermiştir.  

Bu etkinin hesaplanması için %50 toksisite için kombinasyon indeksi hesabı aşağıda verilen 

formüle göre yapılmıştır: 

 CI = D1/DX1 + D2/DX2 + α.D1.D2/DX1.DX2 

D1: D2 ile kombinasyon halinde IC50 için ilaç 1’in dozu  

D2: D1 ile kombinasyon halinde IC50 için ilaç 2’nin dozu  

DX1: Tek başına IC50 için ilaç 1’in dozu  

DX2: Tek başına IC50 için ilaç 2’nin dozu  

α: iki ilaçtan biri varken diğeri etki göstermezse “0”; iki ilaç birlikte etki gösteriyorsa “1” 

olarak kabul edilir ve hesaplanan değer; CI>1,3 ise antagonizmayı, CI=1,1-1,3 ise orta 

antagonizmayı, CI=0,9-1,1 ise destekleyici etkiyi, CI= 0,8-0,9 ise hafif sinerjizmi, CI= 0,6-

0,8 ise orta sinerjizmi, CI= 0.4-0.6 sinerjizmi ve CI= 0,2-0,4 ise yüksek sinerjizmi gösterir 

(Ichite ve diğ., 2019). 

Kombinasyon uygulamasının SKBR3 hattındaki etkisine bakıldığında İbrutinib’in tek başına 

kullanılan dozuna göre bir değişiklik olmadığı fakat BO-264 için gerekli dozun 10 katı kadar 

azaldığını söylemek mümkündür. Kombin uygulamasının hücredeki etkisini anlamak için 

yapılan mitotik aktivite ve sentez fazı aktivitesini ifade eden BrdU aktivitesi sonuçlarına 

bakıldığında her ikisinde de artan sonuçlar görülmüştür. Kaspaz aktivitesinde ise kontrole 

kıyasla hemen hemen hiç değişiklik olmamıştır. HER2+ hücre hatlarında etkisi birçok yönden 

ele alınmış ve açıklanmış olan bu iki molekülün bir araya geldiğinde antagonist etki göstermesi 

düşündürücüdür.  
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MCF-7 hücre hattında kombinasyon sonuçlarına bakıldığında etki dozunun hem İbrutinib’de 

hem BO-264’te düştüğü görülmektedir. Mitotik aktivite analizi bulgularına göre kombin doz 

48.saatte hücre canlılığını %28’e düşürmüş ve kaspaz aktivitesini 4 katı kadar artırarak etki 

göstermiştir. Aynı zamanda kombin dozun xCELLigence analizi grafiği bu etkinin sitoskeletal 

bir yönü olacağını da göstermektedir. Sonuç olarak MCF-7 üzerinde ayrı ayrı çok iyi etkisi 

açıklanmamış bu iki molekülün kombin uygulaması 0,4 CI değeriyle yüksek sinerjizme işaret 

etmektedir ki bu da yeni bir ilaç protokolünün gelişmesine katkı sağlayabilir. 

Diğer taraftan HER2+ hücre hatlarında çok düşük dozlarda yüksek etki gösteren, MCF-7 hücre 

hattında ise diğer hücrelere oranla iyi sonuçlara ulaşılamamış bu iki molekülün kombin 

kullanımının SKBR3 hücre hattında antagonist, MCF-7 hattında ise yüksek sinerjistik etkisinin 

açıklanması için daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır. 
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