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MEME KANSERĠ HÜCRELERĠ ÜZERĠNDE MUSKARĠNĠK ASETĠLKOLĠN 

RESEPTÖR MODÜLATÖRÜ ETKĠLERĠNĠN HÜCRESEL VE MOLEKÜLER 

DÜZEYDE ĠNCELENMESĠ 

ÖZET 

 

Meme kanseri, kadınlar arasında en yaygın görülen kanser türüdür ve heterojen 

yapısı nedeniyle tedavi edilmesi zor kanser türlerinden biri olarak bilinir. Muskarinik 

asetilkolin reseptörleri (mAChR’lar), parasempatik sinir sistemi üzerinde düzenleyici 

iĢlevler üstlenen reseptörlerdir. Son yıllarda yapılan araĢtırmalar, mAChR 

modülasyonunun birçok kanser türünde anti-kanserojen etkiler oluĢturabileceğini 

göstermektedir. Bu çalıĢmada, arekadin but-2-ynil ester tosilat (ABET) bileĢiği, 

muskarinik M2 reseptör aktivatörü olarak değerlendirilen bir bileĢik olarak meme 

kanseri hücrelerinde anti-kanserojen etkileri açısından incelenmiĢtir. Moleküler docking 

analizleri, ABET’in M2/M4 muskarinik reseptörlerine bağlanma afinitesini belirlemek 

için kullanılmıĢtır. Sonrasında, ABET’in MDA-MB-231 ve MCF-7 MK hücre 

hatlarında hücre canlılığı, proliferasyonu, klonojenikliği ve migrasyonu üzerine etkileri 

değerlendirilmiĢtir. Hesaplamalı analizler, ABET’in M2 ve M4 reseptörlerine tercihli 

bir Ģekilde bağlandığını göstermiĢtir. Ġn-vitro deneyler, ABET’in MK hücrelerinde 

hücre canlılığını, büyümesini, klonojeniklik ve migrasyonu inhibe ettiğini ortaya 

koymuĢtur. ABET, MDA-MB-231 hücrelerinde hücre döngüsünü durdurmuĢ, MCF-7 

hücrelerinde ise apoptoz sürecini tetiklemiĢtir. Ayrıca, ABET, hücre döngüsü ve 

proliferasyonla iliĢkili CCND1, CDK6 ve MKI67 genlerinin ekspresyonunu downregüle 

etmiĢtir. ABET, MK hücrelerinde hücre büyümesini, hayatta kalmayı ve migrasyonu 

inhibe eden potansiyel bir tedavi ajanı olarak öne çıkmıĢtır. ABET’in anti-kanserojen 

etkilerinin doğrulanabilmesi ve tedavi potansiyelinin daha fazla araĢtırılabilmesi için ek 

in-vivo çalıĢmalarına ihtiyaç duyulmaktadır. 

 

Anahtar Kelimeler: Kanser, Meme kanseri, Akciğer Kanseri, Muskarinik 

reseptör agonisti, arecaidine but-2-ynyl ester tosylate (ABET) 
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INVESTIGATION OF THE CELLULAR AND MOLECULAR EFFECTS OF 

MUSCARINIC ACETYLCHOLINE RECEPTOR MODULATOR ON BREAST 

CANCER CELLS 

ABSTRACT 

 

Breast cancer is the most prevalent malignancy among women and is considered 

one of the most challenging cancers to treat due to its heterogeneous nature. Muscarinic 

acetylcholine receptors (mAChRs), known for their regulatory roles within the 

parasympathetic nervous system, have recently gained attention for their potential 

involvement in tumor biology. Emerging evidence suggests that modulation of 

mAChRs may exert anticancer effects in various malignancies. In this study, arecaidine 

but-2-ynyl ester tosylate (ABET), a selective muscarinic M2 receptor agonist, was 

evaluated for its antitumoral activity in breast cancer cells. Molecular docking 

simulations were performed to assess the binding affinity of ABET to M2 and M4 

muscarinic receptor subtypes. Subsequently, the biological effects of ABET on cell 

viability, proliferation, clonogenic potential, and migration were examined using MDA-

MB-231 and MCF-7 breast cancer cell lines. Computational results indicated that 

ABET preferentially binds to M2 and M4 receptors. In vitro assays revealed that ABET 

significantly suppressed cell viability, growth, clonogenicity, and migration in both cell 

lines. Furthermore, ABET induced cell cycle arrest in MDA-MB-231 cells and triggered 

apoptosis in MCF-7 cells. Quantitative PCR analyses demonstrated that ABET 

downregulated the expression of proliferation- and cell cycle-associated genes, 

including CCND1, CDK6, and MKI67. These findings suggest that ABET may 

represent a promising therapeutic candidate by impeding cancer cell growth, survival, 

and motility. Nevertheless, further in vivo studies are warranted to validate its 

antineoplastic potential and therapeutic applicability. 

 

Keywords: Cancer, Breast cancer, Lung cancer, Muscarinic receptor 

agonist, Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate (ABET) 
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1. GĠRĠġ 

 

Meme kanseri, kadınlarda en sık görülen kanser türü olup kadınlarda kanser 

kaynaklı ölümlerin baĢlıca nedenlerindendir (Xu vd., 2023). Meme kanseri en çok 45 

yaĢ ve üzeri kadınlarda görülmektedir fakat son yıllarda premenopozal dönemde ve 40 

yaĢ altı kadınlarda da anlamlı bir artıĢ gözlenmektedir. GLOBOCAN 2020 verilerine 

göre, meme kanseri dünya genelinde kadınlar arasında en sık tanı konulan kanser türü 

olup, geliĢmiĢ ülkelerde ileri yaĢ grubunda yoğunlaĢmakla birlikte genç yaĢ grubunda 

da artıĢ eğilimi göstermektedir (Sung vd., 2021). Ayrıca, ABD Ulusal Kanser 

Enstitüsü’nün SEER veritabanına göre, 2000'li yıllardan itibaren 40 yaĢ altı kadınlar 

arasında meme kanseri insidansında hafif ama istikrarlı bir artıĢ eğilimi gözlenmektedir 

(Sung vd., 2021). Meme kanseri heterojen yapısı nedeniyle tedaviye yanıt vermede 

farklılıklar göstermektedir ve bu durum güncel tedavi seçeneklerinden olumlu etki 

alınmasını güçleĢtirmektedir (Harbeck ve Gnant, 2017). Meme kanseri biyolojik 

özelliklerine göre hormon reseptör pozitif (HR+), HER2 pozitif ve üçlü negatif (TNBC) 

olmak üzere üç alt tipe ayrılır. Bu üç alt tip hastalığın prognozu, tedaviye verilen yanıt 

veya gösterilen direnç açısından belirleyicidir (Perou vd., 2000). Hormon reseptör 

pozitif meme kanseri, tümör hücrelerinde östrojen ve/veya progesteron reseptörlerinin 

pozitif olması ile karakterizedir ve endokrin tedavi seçenekleri uygulanmaktadır 

(Harbeck vd., 2019). HER2 pozitif meme kanseri alt tipinde HER2 geninin aĢırı 

ekspresyonu mevcuttur ve yüksek proliferasyon ile karakterizedir (Harbeck vd., 2019). 

Üçlü negatif meme kanseri (TNBC) ise östrojen, progesteron ve HER2 ekspresyonu 

açısından negatiftir. Bu nedenle endokrin tedavi veya HER2 pozitif alt tipte uygulanan 

tedavilere yanıt vermez. Diğer alt tiplere göre daha agresif bir seyir göstermekle beraber 

metastaz yapma eğilimi yüksektir (Harbeck vd., 2019).  

 

Muskarinik asetilkolin reseptörleri (mAChR), merkezi ve periferik sinir 

sisteminde asetilkolin aracılığı ile iĢlev gören G proteinine bağlı bir reseptör ailesidir 

(Español vd., 2007). mAChR’ler solunum sistemi, kardiyovasküler sistem ve sindirim 

sistemi gibi çeĢitli sistemlerde görev alır. M1, M2, M3, M4 ve M5 olmak üzere beĢ çeĢit 

mAChR mevcuttur. Bu alt tipler farklı görevler üstlenirler. M1, M3 ve M5 seçici olarak 

Gq/11 G-proteinlerine bağlanarak PLC'nin aktivasyonuna ve ardından DAG ve IP3'te 

artıĢlara yol açarak hücre içi kalsiyumun artmasına neden olur. M2 ve M4 ise Gi G-
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proteinlerini aktive ederek adenilat siklazı inhibe eder ve hücre içi cAMP 

konsantrasyonlarını azaltır (Tsimpili ve Zoidis, 2025). Sinir sisteminin yanı sıra, bu 

reseptörler periferik dokularda da bulunur ve hücre çoğalması, farklılaĢması ve 

apoptozu düzenler (Español vd., 2007). Son yıllarda yapılan araĢtırmalarda düzensiz 

mAChR sinyalleĢmesinin tümör oluĢumu ile iliĢkili olduğu ve çeĢitli kanserlerin 

oluĢumu veya ilerlemesinde rol oynadığı ortaya konmuĢtur (Ferretti vd., 2012). mAChR 

alt tiplerinden M2 reseptörünün potansiyel bir tümör baskılayıcı olarak öne çıktığı 

görülmüĢ ve apoptozu indükleyerek kanser geliĢimini engellediği gösterilmiĢtir (Ferretti 

vd., 2012). Örneğin, glioblastoma modellerinden yapılan çalıĢmalarda, M2 

reseptörlerinin uyarılması kanser hücrelerinin canlılığı ve proliferasyonunda negatif bir 

etki göstererek terapötik bir potansiyeli olduğunu vurgulamıĢtır (Ferretti vd., 2012). 

Benzer olarak over karsinomunda yapılan bir çalıĢmada, M2 reseptörünün 

aktivasyonunun tümör hücresi proliferasyonunu azalttığı ve apoptozu arttırdığı ortaya 

koyulmuĢtur (Taggi vd., 2022). Bu sonuçlar M2 reseptörünün tümör baskılayıcı bir 

özellikte olabileceğini desteklemiĢtir. Ayrıca, mAChR’lerin modülasyonu, hücrenin 

yaĢamsallığı ve proliferasyonunun kontrolü için oldukça önemli olan MAPK/ERK ve 

PI3K/Akt gibi önemli hücre içi sinyal yolaklarını da etkileyebilir (Español vd., 2007). 

Bu nedenle kanserle olan mücadelede mevcut kanser tedavilerine ek olarak mAChR 

hedefli tedavilerin entegrasyonu, geleneksel tedavilerde karĢılaĢılan direncin aĢılmasına 

ve antikanser tedavilerin etkinliğinin artırılmasına yönelik yenilikçi bir strateji olarak 

değerlendirilebilir (Taggi vd., 2022). 

 

Arekaidin but-2-inil ester tosilat (ABET), areka cevizinden izole edilen bir 

alkaloid olan arekaidinin sentetik bir türevi olup mAChR’ler için seçici bir ligand olarak 

geliĢtirilmiĢtir (Sugawara vd., 2022; Thakur ve Mehrotra, 2021). ABET, mAChR alt 

tiplerine özgün yapısal özellikler sergiler; özellikle M2 reseptörlerine yüksek afinite 

göstermekte ve kardiyovasküler sistemde tipik kolinerjik etkiler ortaya çıkarmaktadır 

(Malomouzh vd., 2007; Yavuz vd., 2025; C. Zhang vd., 2016). Ayrıca, güçlü bir M2 

reseptör seçici agonisti olan arekaidin but‑2‑inil ester tosilat (ABET), fare modellerinde 

zimosan kaynaklı lökosit göçünün engellenmesi yoluyla anti‑inflamatuar özellikler 

sergilemektedir (Liu vd., 2002). Bu nedenle hem nöronal hem de nöron dıĢı dokularda 

reseptör aracılı sinyal yolaklarını nasıl modüle ettiğini araĢtırmak, nörotransmisyon, düz 

kas kontraksiyonu ve bez salgısı gibi fizyolojik süreçlerde muskarinik reseptörlerinin 

rolünü aydınlatmak için değerli bir araç olabileceği gösterilmiĢtir (Sugawara vd., 2022). 
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Tüm bunlara ek olarak belirtmek gerekir ki, ABET'in antikanser potansiyeli henüz 

kanser modeli deneylerinde kapsamlı olarak incelenmemiĢtir. 

 

Bu çalıĢmada meme adenokarsinounda daha önce çalıĢılmamıĢ olan ABET’in, 

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hücre hatlarında çok yönlü anti-karsinojenik 

özelliklerinin ortaya konulması amaçlanmıĢtır. ABET uygulaması, hücre canlılığı, 

koloni oluĢumu, üç boyutlu sferoit oluĢumu ve hücre göçü gibi kötü huylu özelliklerde 

belirgin azalma sağlamıĢtır. ÇalıĢmadaki bulgular genel olarak ABET’in meme kanseri 

tedavisinde umut vaat eden bir anti‑karsinojenik ajan olarak konumlandırılabileceğini 

ve reseptör hedefli tedavi stratejilerinin geliĢtirilmesi için değerli bilgiler sunmaktadır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

2.1. Kanser Biyolojisi 

Kanser, bir organ veya dokuda bulunan hücrelerin kontrolsüz bir Ģekilde 

bölünmesi ve çoğalmaya baĢlayarak tümörleri oluĢturması olarak tanımlanmaktadır 

(Bailar ve Gornik, 1997). Aynı zamanda tüm dünyada baĢlıca ölüm nedenlerinden biri 

olan çok faktörlü bir hastalıktır (Sung vd., 2021). Kanser oluĢumu çok aĢamalı bir süreç 

olarak tanımlanır ve bu oluĢuma karsinogenez denmektedir (Diori Karidio ve Sanlier, 

2021). Karsinogenez aĢamasında hücrelerde ardı ardına meydana gelen mutasyonlar ve 

epigenetik değiĢiklikler gözlemlenir. Meydana gelen bu mutasyonlar ve epigenetik 

değiĢimler hücrede birikerek malign bir fenotip oluĢturmaktadır (Cree, 2011; Diori 

Karidio ve Sanlier, 2021). Hücrede oluĢan mutasyonların büyük bir kısmı tümör 

baskılayıcı mekanizmalar sayesinde düzeltilmektedir (S. Zhang vd., 2024). Fakat 

meydana gelen bazı değiĢimler hücreye daha fazla çoğalma yeteneği kazandırabilir ve 

bunun sonucunda küçük hücre toplulukları oluĢabilir. Bu topluluklar direkt olarak doku 

veya organın normal iĢleyiĢinde bir değiĢime neden olmayabilir (S. Zhang vd., 2024). 

Fakat ek bir içsel veya çevresel uyarı ile karĢılaĢıldığında bu küçük hücre toplulukları 

kontrolsüz bir biçimde çoğalarak karsinogenezi baĢlatır (Hanahan ve Weinberg, 2011; 

S. Zhang vd., 2024). Küçük değiĢiklikleri barındıran bu hücrelerde meydana gelen 

çoğalma eğilimi ile biriken mutasyonlarda ve epigenetik değiĢikliklerde de artıĢ 

meydana gelir. Bu değiĢimler birikmeye devam ettikçe hücreler immün sistemden 

kaçma, çevre dokulara yayılma, büyüme baskılayıcılardan kaçıĢ, genom instabilitesi 

gibi tipik kanser hücresi özelliklerini göstermeye baĢlar (Hanahan ve Weinberg, 2011) 

(ġekil 2.1.). 
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Kaynak: Hanahan ve Weinberg, 2011 

ġekil 2.1. Tipik kanser hücresi özellikleri 

Zamanla tümörün meydana geldiği çevre de değiĢime uğrayarak immün sistemin 

baskılayıcı etkilerinin azalması, inflamasyonun artması, fibroblastların kanserle iliĢkili 

fibroblast (CAF) denen hücrelere dönüĢmesi ve hücre dıĢı matriks yapısının değiĢimi 

gibi tipik kanseri destekleyici özellikler gösteren bir yapı haline gelmektedir (Kalluri, 

2016; Zhang vd., 2024). Tüm bu olaylar çok aĢamalı karsinogenezi oluĢturmaktadır 

(Zhang vd., 2024) (ġekil 2.2.). 

 

 

Kaynak: Zhang vd., 2024 

ġekil 2.2. Çok aĢamalı kanser oluĢum süreci 
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2.2. Meme Kanseri (BC) 

Meme kanseri (BC), kadınlarda görülen tüm kanserlerin yaklaĢık dörtte birini 

oluĢturur ve kadınlarda en sık görülen malignite olarak bilinmektedir. Dünya çapında 

akciğer kanserini geride bırakarak en sık tanı alan kanser konumuna gelmiĢtir (Sung 

vd., 2021). Meme kanserinin küresel düzeyde görülme sıklığı, coğrafi bölgelere göre 

önemli farklılıklar göstermektedir; yaĢa göre standardize edilmiĢ yıllık insidans oranları 

bazı Afrika ve Asya ülkelerinde 100.000 kiĢide 40’ın altındayken, Kuzey Amerika, Batı 

Avrupa ve Avustralya-Yeni Zelanda gibi bölgelerde bu oran 80 ila 94 arasında 

değiĢmektedir (Sung vd., 2021). Bu farklılıklar geliĢmiĢ ülkelerde tarama programları 

ve yaĢam tarzı faktörleriyle iliĢkiliyken, geliĢmekte olan ülkelerde henüz insidans daha 

düĢüktür ancak hızla artmaktadır (Sung vd., 2021). 

 

Meme kanserinde sağkalım oranları büyük ölçüde hastalığın evresine bağlı 

olarak değiĢiklik göstermektedir. Yapılan bir çalıĢmada evre I, II, III ve IV meme 

kanserlerinde 5 yıllık göreceli sağkalım oranları sırasıyla %100, %89.7, %71.4 ve 

%29.1 olarak rapor edilmiĢtir. Bu veriler, erken evrede tanı konulan hastaların sağkalım 

oranlarının daha yüksek olduğunu göstermektedir (Mangone vd., 2022). Buna ek olarak 

45-74 yaĢ arası kadınlarda 5 yıllık sağkalım oranı %93.9 iken, 75 yaĢ ve üzeri 

kadınlarda bu oran %74.1 olarak belirtilmiĢtir. Bu veriler, yaĢın sağkalım üzerinde 

önemli bir etkisi olduğunu göstermektedir (Mangone vd., 2022). 

 

Meme kanserinde prognozu belirleyen en önemli faktörlerin baĢında tümörün 

TNM evresi denen tümör boyutu (T), aksiller lenf nodu metastazlarının varlığı ve sayısı 

(N) ve uzak metastaz durumu (M)  hastalığın seyrini belirleyici önemli değiĢkenlerdir 

(Zeichner vd., 2015). Tanı anında tümörün 2 cm’den küçük olması ve lenf nodu 

tutulumu bulunmaması, genel olarak daha iyi bir sağkalım ile iliĢkilidir. Fakat tümörün 

büyük olması, birden fazla lenf nodunu tutması veya metastaz varlığı olumsuz 

prognostik faktörlerdendir (Yersal ve Barutca, 2014). 

 

Meme kanseri, morfolojik ve moleküler özelliklerine göre sınıflandırılabilir. 

Meme kanseri, morfolojik ve moleküler özelliklerine göre sınıflandırılabilir. 

Histopatolojik olarak en sık rastlanan invaziv tümör tipi, “no spesifik tip” olarak da 

adlandırılan invaziv duktal karsinomdur; olguların yaklaĢık %70–80’ini invaziv duktal 



7 

karsinom oluĢturur (Badowska-Kozakiewicz vd., 2017). Ġkinci en yaygın tip olan 

invaziv lobüler karsinom ise vakaların yaklaĢık %10’udur (Badowska-Kozakiewicz vd., 

2017). Daha nadir histolojik tipler arasında medüller, müsinöz, tübüler ve papiller 

karsinomlar sayılabilir. Ancak benzer histolojik görünüme sahip tümörler bile 

moleküler düzeyde farklı davranıĢlar gösterebildiğinden, günümüzde klinikte tüm meme 

kanserleri moleküler alt tiplerine göre de sınıflandırılmaktadır (Yersal ve Barutca, 

2014). Meme tümörleri, reseptör ifadeleri ve gen ekspresyon profilleri esas alınarak 

Luminal A, Luminal B, HER2 pozitif ve üçlü negatif gibi dört ana moleküler alt tipe 

ayrılmaktadır. Luminal A alt tip, östrojen reseptörü (ER) ve/veya progesteron reseptörü 

(PR) pozitif, insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (HER2) negatif ve düĢük 

proliferasyon (Ki-67 düĢük) özellikleriyle tanımlanır. Luminal A tümörler genellikle 

daha düĢük histolojik grade’e sahiptir ve diğer alt tiplere kıyasla daha yavaĢ büyüme 

eğilimindedir. uminal B alt tipte ise hormon reseptör pozitifliği devam etmekle birlikte 

tümör ya HER2 pozitiftir ya da proliferasyon indeksi (Ki-67) yüksektir. Luminal B 

tümörler luminal A’ya göre daha yüksek grade’li olup nüks etme oranları daha fazladır 

ve tedaviye yanıtları görece daha kötü seyreder (Yersal ve Barutca, 2014). HER2-pozitif 

(HER2-zengin) alt tip, HER2 gen amplifikasyonu sonucu HER2 proteininin aĢırı 

eksprese edildiği, ancak ER/PR negatif olan tümörleri kapsar (Dass vd., 2021). HER2 

pozitif tümörler, HER2 sinyal yolunun aĢırı aktif olması nedeniyle hızlı büyüme ve 

yayılma potansiyeline sahiptir (Yersal ve Barutca, 2014). HER2 pozitif tümörler için 

hedefe yönelik tedaviler geliĢtirilmeden önce HER2-pozitif alt tip, luminal alt tiplere 

göre çok daha kötü bir prognoz gösterirken; günümüzde trastuzumab gibi anti-HER2 

tedavilerinin kullanılması ile bu alt tipte sağkalım belirgin bir biçimde artmıĢtır. Fakat 

genel olarak HER2 pozitif hastalık biyolojik olarak agresif karakterini korumaktadır 

(Yersal ve Barutca, 2014). Üçlü negatif meme kanseri (TNBC) ise hormon reseptörleri 

(ER ve PR) ile HER2 ekspresyonunun hiçbirinin bulunmadığı alt tip olarak tanımlanır 

(Dass vd., 2021). TNBC’de hedeflenebilecek spesifik bir reseptör bulunmadığı için, bu 

alt tipte tedavi çoğunlukla kemoterapiye dayanmaktadır ve diğer moleküler alt tiplerle 

karĢılaĢtırıldığında hastalığın seyri genellikle daha agresiftir. Genom düzeyinde yapılan 

analizler, bu tümörlerin kendi içinde de farklı biyolojik özellikler taĢıyan alt gruplara 

(örneğin bazal-benzeri, mesenkimal) ayrılabildiğini ortaya koymaktadır; ancak bu alt 

gruplar için klinik uygulamada standart hale gelmiĢ farklı tedavi protokolleri henüz 

mevcut değildir (Dass vd., 2021) (Tablo 1). 
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Tablo 2.1. Meme kanseri alt tipleri ve özellikleri 

Alt Tip Reseptör Tedavi YaklaĢımı Kaynak 

Luminal A 

ER+, PR+ 

HER2− 

DüĢük Ki-67 

Endokrin tedavi (tamoksifen veya 

aromataz inhibitörleri); genellikle 

kemoterapi gerekmez 

(Yersal ve 

Barutca, 

2014) 

Luminal B 

ER+, PR± 

HER2± 

Yüksek Ki-67 

Endokrin tedavi + kemoterapi; 

HER2 pozitifse anti-HER2 tedavi 

eklenir 

(Ades vd., 

2014) 

HER2 

Pozitif 

HER2+ 

ER−/+ 

PR−/+ 

Anti-HER2 tedavi (trastuzumab, 

pertuzumab) + kemoterapi 

(Swain vd., 

2015) 

Üçlü 

Negatif 

(TNBC) 

ER−, PR− 

HER2− 

Kemoterapi; bazı durumlarda 

immünoterapi (PD-L1 pozitifse) 

veya PARP inhibitörleri (BRCA 

mutasyonu varsa) 

(Telli vd., 

2018) 

 

Meme kanserinin oluĢumunda çeĢitli genetik değiĢiklikler söz konusudur. 

Özellikle daha çok lüminal tip tümörlerde görülen PIK3CA mutasyonları ve TNBC 

veya HER2 pozitif alt tiplerde sıklıkla görülen TP53 mutasyonları somatik mutasyonlar 

arasında en sık görülen gen değiĢimleridir (Jiang vd., 2014; Pereira vd., 2016). Meme 

kanserlerinin yaklaĢık %15-20’sinde ise ERBB2 (HER2) geninde amplifikasyon veya 

aĢırı ekspresyon bulunur. Bu mutasyon sonucunda tümörlü hücrelerde HER2 reseptörü 

aĢırı miktarda üretilir ve agresif bir fenotip görülür. Bu mutasyona sahip hastalarda anti-

HER2 tedavisi hedefe yönelik meme kanseri tedavisi için önemli bir belirteçtir (Yersal 

ve Barutca, 2014). 

 

Meme kanserlerinin geneli sporadiktir fakat %5 ila %10 kadarı genetik kaynaklı 

geliĢmektedir. Genetik yatkınlığa bağlı olarak geliĢen meme kanserlerinin en bilinen 

nedeni BRCA1 ve BRCA2 tümör baskılayıcı genlerde meydana gelen değiĢimlerdir. Bu 

mutasyona sahip bireylerde meme kanseri geliĢtirme olasılığı diğer bireylere göre çok 

daha yüksektir (Arpino vd., 2016). BRCA1 mutasyonuna sahip bireylerde genellikle 

TNBC alt sınıfı meme kanseri geliĢmektedir (Dass vd., 2021). Kalıtsal meme kanserleri 

düĢük sıklıkla olsa da TP53, PTEN, STK11 ve PALB2 gibi genlerin mutasyonuna bağlı 

olarak da geliĢebilir (Dass vd., 2021). Meme kanserinde gözlenen genetik farklılıklar, 

hastalığın moleküler düzeyde çeĢitlenmesine yol açmakta ve her hastada tümör 

biyolojisinin kendine özgü özellikler taĢıyabileceğini göstermektedir (Yersal ve 

Barutca, 2014). Bu nedenle günümüzde tedavi stratejileri, tümörün bireysel moleküler 
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yapısına göre Ģekillendirilmekte ve kiĢiselleĢtirilmiĢ yaklaĢımlar giderek daha fazla 

önem kazanmaktadır. 

 

Meme kanserinde tanı ve evreleme, klinik muayenenin yanı sıra görüntüleme ve 

biyopsi ile konulur. Erken tanıda en önemli yöntem düzenli tarama mamografisidir. 

Özellikle 50–69 yaĢ arası kadınlarda uygulanan mamografi taraması, meme kanserine 

bağlı ölüm oranlarını anlamlı ölçüde azaltmıĢtır (Zielonke vd., 2020). Mamografi, 

düĢük doz X-ıĢını kullanarak meme dokusunu iki boyutlu olarak görüntüleyen ve 

asemptomatik bireylerde dahi klinik olarak fark edilmeyen lezyonların saptanmasına 

olanak tanıyan temel bir tarama yöntemidir (Nicosia vd., 2023; Oeffinger vd., 2015). 

Özellikle genç ve yoğun fibroglandüler meme yapısına sahip bireylerde, mamografinin 

duyarlılığı azalabileceğinden ultrasonografi (USG) ek bir görüntüleme yöntemi olarak 

kullanılmaktadır (Corsetti vd., 2008). USG, kistik yapıların solid lezyonlardan ayrımını 

sağlamada etkili olup, mamografide belirlenen Ģüpheli alanların daha ayrıntılı 

değerlendirilmesine katkıda bulunur (Berg vd., 2008). Bir diğer tanı yöntemi olan 

manyetik rezonans görüntüleme (MRG) ise BRCA1 veya BRCA2 mutasyonu bulunan 

yüksek riskli bireylerde hem tarama hem de tanı koymada yüksek duyarlılığı nedeni ile 

tercih edilen ileri düzey bir görüntüleme tekniğidir (Saslow vd., 2007). 

 

Meme kanseri cerrahi, radyoterapi, kemoterapi gibi çeĢitli yöntemlerin bir 

kombinasyonu ile tedavi edilir. Erken evre meme kanserlerinde tümörün cerrahi olarak 

çıkarılması ana tedavi yöntemidir. Bu tedavinin ardından kalan dokulara radyoterapi 

uygulanarak onkolojik bir güvenlik sağlanır. Tümör dokusunun daha yaygın olduğu 

bireylerde mastektomi denen memenin tümünün alınması iĢlemi uygulanabilir. 

Uygulanan cerrahi iĢlemlerin ardından tümörün özelliklerine göre adjuvan tedaviler 

planlanmaktadır. HER2 negatif, hormon reseptör pozitif ve düĢük risk taĢıyan tümörler 

için genellikle endokrin tedaviler uygulanmaktadır. HER2-pozitif tümörlerde, cerrahi 

tedavinin ardından yaklaĢık 1 yıl süreyle trastuzumab bazlı anti-HER2 hedefe yönelik 

tedavi verilmektedir. Trastuzumab’ın kemoterapiyle kombinasyonu, HER2 pozitif erken 

evre hastalarda nüks riskini belirgin azaltmıĢ; metastatik hastalarda ise sağkalımı 

anlamlı derecede uzatmıĢtır (J. Wang ve Wu, 2023). TNBC’li hastalarda ise genellikle 

vücutta olası metastatik hastalığı temizleyerek nüks riskini azaltmayı amaçlayan 

adjuvan tedaviler ve kemoterapi uygulanmaktadır (Joensuu ve Gligorov, 2012). 

Özellikle kemoterapi uygulamaları TNBC alt tipine sahip hastalar için tedavinin bel 
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kemiğidir. Meme kanserinde sıklıkla antrasiklinler (doksorubisin veya epirubisin) ve 

taksanlar (paklitaksel veya dosetaksel) kombinasyon halinde kullanılmaktadır. 

Antrasiklinler, DNA baz çiftleri arasına interkale olarak ve topoizomeraz-II enzimini 

inhibe ederek tümör hücrelerinde letal DNA çift zincir kırıkları oluĢturur (Minotti vd., 

2004). Taksanlar ise hücre içerisinde mikrotübüllere bağlanarak hücre bölünmesini 

metafaz aĢamasında durdurur ve bunun sonucunda tümör hücresi apoptoza gider 

(Foland vd., 2005). Kemoterapi ajanlarının kombinasyon halinde kullanımı, farklı etki 

mekanizmaları ile tümöre karĢı sinerjik etki yaratır ve direnç geliĢme riskini azaltır 

(Wang ve Wu, 2023). Buna karĢın kemoterapinin önemli kısıtlılıkları ve yan etkileri 

mevcuttur. Kemoterapi ilaçları yalnızca hedef alınan bölgedeki tümörlü hücreleri hedef 

almazlar. Özellikle vücutta hızlı bölünen hücreleri de etkilediği için miyelosüpresyon, 

saç dökülmesi, bulantı-kusma gibi yan etkilere yol açarak hastaların tedavi süresince 

yaĢam kalitesini oldukça düĢürmektedirler. Antrasiklinler yüksek kümülatif dozlarda 

kardiyotoksisite (kalp kasında hasar) yapabilirken, taksanlar periferik nöropatiye neden 

olabilmektedir (Wang ve Wu, 2023). Bu yan etkilere ek olarak uzun süreli kemoterapi 

uygulamaları sonucunda, tümör hücreleri kemoterapiye karĢı direnç kazanarak 

hastalığın metastatik özelliklerinin ortaya çıkması ve hastalığın yeniden ilerlemesi ile 

sonuçlanabilir (Wang ve Wu, 2023). Metastatik meme kanseri tedavisinde uygulanacak 

sistemik yaklaĢım, tümörün biyolojik alt tipi ve hastanın önceki tedavi öyküsüne göre 

kiĢiye özel olarak belirlenir. Hormon reseptör pozitif olgularda, genellikle CDK4/6 

inhibitörleri ile verilen hormon tedavisi ilk tercih olarak uygulanırken; HER2 pozitif 

hastalarda ise trastuzumab ve pertuzumab gibi hedefe yönelik ilaçlar kemoterapi ile 

birlikte standart tedavi seçeneğini oluĢturur (Burguin vd., 2021). Üçlü negatif metastatik 

hastalarda ise ana tedavi olarak kullanılan kemoterapide yeni onaylanan immünoterapi 

ilaçları (anti-PD-1 antikoru pembrolizumab gibi) özellikle PD-L1 ekspresyonu pozitif 

üçlü negatif hastalarda kemoterapiyle kombine olarak yaĢam süresini uzatmada önemli 

ilerlemeler sağlamıĢtır (Wang ve Wu, 2023). 

 

Özetle meme kanseri tedavileri çok çeĢitli olup hastalığın alt tipine göre 

kiĢiselleĢtirilmektedir. Erken evre meme kanserlerinde iyileĢme Ģansı daha yüksekken 

özellikle ileri evre ve metastatik meme kanserlerinin tedavileri oldukça zordur. Bu 

nedenle güncel çalıĢmalar ile yeni moleküler hedefler bulmak, hastaların yaĢam 

kalitesini düĢürmeden uygulanabilecek yeni ilaçları kullanıma sunmak ve kiĢiye özgü 

tedavi seçenekleri oluĢturmak umut edilmektedir. 
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2.3. Muskarinik Asetilkolin Reseptörleri (mAChR) 

Muskarinik asetilkolin reseptörleri (mAChR), parasempatik sinir sisteminin 

temel etkilerini gerçekleĢtirerek vücutta çeĢitli fizyolojik süreçleri modüle eden ve 

vücutta yaygın olarak bulunan G proteinine bağlı reseptörlerdir (Calaf vd., 2022). Bu 

reseptörler kalp atıĢ hızının yavaĢlatılması, düz kas kasılması, ekzokrin bezlerden salgı 

(tükrük, mide asidi vb.) gibi parasempatik etkileri düzenlerler (Calaf vd., 2022). BeĢ 

farklı muskarinik asetilkolin reseptör alt tipi (M1–M5), insan genomunda sırasıyla 

CHRM1 ila CHRM5 genleri aracılığıyla sentezlenmektedir ve bu alt tiplerin her biri 

özgün fizyolojik iĢlevleri yerine getirmek üzere yapılandırılmıĢtır (Calaf vd., 2022). M1 

reseptörleri, baĢta serebral korteks ve hipokampus gibi beyin yapılarında yoğunlaĢmıĢ 

olup, öğrenme, bellek ve dikkat gibi biliĢsel iĢlevlerin düzenlenmesinde önemli rol 

oynar (Wess, 2004). M2 alt tipi, özellikle kalpte (atriyal miyokard) ve presinaptik sinir 

uçlarında bulunur; burada hem kalp atım hızını yavaĢlatarak kardiyak inhibisyon sağlar 

hem de asetilkolin salınımının otoreseptör aracılı kontrolünü yürütür (Kruse vd., 2012). 

M3 reseptörleri, düz kaslar (bronklar, bağırsaklar, mesane) ve ekzokrin bezlerde 

(tükürük, mide asidi bezleri) yaygın olarak yer alır; bu reseptörler düz kas kasılmasını 

uyararak parasempatik yanıtların gerçekleĢmesini sağlar (Kruse vd., 2012). M4 ve M5 

reseptörleri ise özellikle merkezi sinir sisteminde, striatum ve substantia nigra gibi 

dopamin-regülatuvar bölgelerde bulunur; bu alt tipler dopamin salınımının 

modülasyonunda görev alarak motor kontrol, ödül-motivasyon davranıĢları ve 

psikotropik ilaç hedeflemesinde rol üstlenir (Shin vd., 2015). 

 

mAChR’ler etkiledikleri G protein ailesine göre hücre içinde farklı iĢlevler 

gösterirler. M1, M3 ve M5 alt tipleri Gq/11 alt ünitesine bağlanarak fosfolipaz C-β 

(PLC) enzimini aktive eder ve inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) ve diasilgliserol (DAG) 

denen ikincil mesajcıların artıĢına yol açar (Tsimpili ve Zoidis, 2025). Ardından IP3 

endoplazmik retikulumdaki reseptörlere bağlanır ve hücre içerisindeki Ca²⁺ miktarının 

artıĢına neden olur. Artan hücre içi Ca²⁺ ve DAG ile protein kinaz C (PKC) enzimi aktif 

hale gelir. Bu yol ile hücre içinde Ca²⁺ artıĢı ve kinaz aktivasyonu üzerinden uyarıcı etki 

gösterilmiĢ olur. M2 ve M4 alt tipleri Gi proteini ile etkileĢime girer. Bu etkileĢim ile 

adenilat siklaz enzimi enhibe edilir ve hücre içi siklik adenozin monofosfat (cAMP) 

seviyesi düĢer. cAMP seviyesinin düĢmesi ile protein kinaz A (PKA) aktivitesi azalır. 
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Bunun sonucunda Gi aracılı sinyalleme cAMP düĢüĢü ile inhibitör bir etki yaratır 

(Tsimpili ve Zoidis, 2025) (ġekil 2.3.). 

 

 

Kaynak: Tsimpili ve Zoidis, 2025 

ġekil 2.3. mAChR alt tiplerinin hücre içi uyarıcı ve inhibe edici etkileri 

Muskarinik reseptörlerin aracılığı ile aktif olan bu hücre içi sinyal yolakları 

sayesinde hücrede çeĢitli yanıtlar meydana gelir. Ca²⁺ seviyesinin hücre içerisinde 

arttığı M1, M3 ve M5 reseptörlerinin Gq proteini ile etkileĢime girdiği sinyal yolağı ile 

kas kasılması, sekresyon gibi olaylar gerçekleĢir. Buna ek olarak Ca²⁺ bağımlı kinazlar 

ile gen ekspresyonu değiĢiklikleri meydana gelebilir (Tsimpili ve Zoidis, 2025). Ek 

olarak bu yolağın aktivasyonu ile mitojen aktive protein kinaz (MAPK/ERK) denen 

yolak aktive olarak hücre farklılaĢması ve proliferasyonu etkilenir (Calaf vd., 2022). Gq 

bağımlı sinyalizasyonun diğer bir etkisi; epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) 

gibi tirozin bağımlı kinazların transaktivasyonu sonucu büyüme faktörlerinin aktive 

olarak mitojenik etki yaratmasıdır (Calaf vd., 2022). M2 ve M4 reseptörlerinin rol 

oynadığı Gi aracılı yolak ile PKA seviyelerinin azalması sonucunda kalp kası 

hücrelerinde β-adrenerjik uyarının karĢıtı bir etki meydana gelerek kasılma gücü azalır 

(Tsimpili ve Zoidis, 2025). Tüm bu bilgiler mAChR’lerin hücre içi sinyal iletiminde ve 

çeĢitli fizyolojik olaylarda önemli düzenleyiciler olduğunu göstermektedir. 

2.4. Muskarinik Asetilkolin Reseptörleri (mAChR) ve Kanser ĠliĢkisi 

Son yıllarda mAChR’lerin fizyolojik modülatör rollerinin yanı sıra çeĢitli 

kanserlerde düzenleyici rollerinin olduğunu gösterilmiĢtir (Calaf vd., 2022). Tümör 
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hücrelerinin yanı sıra tümör mikroçevresinde yer alan sinir uçları ve immün hücreler 

tarafından ACh salgılanarak mAChR’ler uyarılabilir ve bu durum tümör hücresinde 

proliferasyon, invazyon veya anjiyogenezle iliĢkili malign sinyalleri tetikleyen çeĢitli 

sinyal yolaklarını devreye sokabilir (Calaf vd., 2022).  

 

Bazı kanser türlerinde, M2 muskarinik asetilkolin reseptörünün (mAChR) 

aktivasyonu, hücresel proliferasyonu baskılayan ve apoptozu destekleyen sinyallerin 

devreye girmesine aracılık edebilmektedir (Español vd., 2021). Özellikle MCF-7 meme 

kanseri hücre hattında yürütülen deneylerde, M2 spesifik agonistlerin uygulanması 

sonucunda hücre döngüsünün durakladığı ve apoptotik hücre ölümünde anlamlı bir artıĢ 

gözlemlenmiĢtir (Calaf vd., 2022). Glioblastoma hücrelerinde gerçekleĢtirilen benzer 

çalıĢmalar, M2 reseptör aktivasyonunun mitojenle uyarılan ERK1/2 yolaklarını inhibe 

ederek tümör hücre proliferasyonunu belirgin Ģekilde azalttığını ortaya koymuĢtur 

(Español vd., 2021). Bununla birlikte, M2 reseptör uyarımının tümör mikroçevresinde 

anjiyogenezi kısıtlayan moleküllerin ekspresyonunu artırarak damar oluĢumunu inhibe 

edebileceği de rapor edilmiĢtir (Calaf vd., 2022). Bazı preklinik modellerde, M2 

stimülasyonunun oksidatif stres mekanizmalarını aktive ettiği ve bunun sonucunda 

hücresel hasarın artarak tümör hücrelerinin büyüme kapasitesini sınırladığı bildirilmiĢtir 

(Español vd., 2021). Bu veriler, M2 alt tipinin sadece tümör progresyonunu modüle 

etmekle kalmayıp, aynı zamanda antiproliferatif tedavi stratejileri için de umut vadeden 

bir hedef olduğunu göstermektedir (Calaf vd., 2022). 

 

Yapılan çalıĢmalarda mAChR agonistlerinin kanser hücrelerinde büyümeyi 

uyarırken antagonistlerin büyümeyi baskılayabildiği; bu etkinin meme, akciğer, kolon, 

mide, pankreas, prostat, over, glioblastom gibi birçok kanser türünde gözlemlendiği 

rapor edilmiĢtir (Calaf vd., 2022; Ferretti vd., 2012; Taggi vd., 2022; Yavuz vd., 2025). 

Muskarinik reseptör alt tipleri normal dokularda genellikle düĢük seviyelerde eksprese 

edilirken, malign dokularda aĢırı ekspresyon gösterebilir. Bu durum, mAChR’leri hem 

bir prognostik biyobelirteç hem de seçici hedeflenebilirlik potansiyeli açısından ilgi 

çekici kılmaktadır (Calaf vd., 2022;  Español vd., 2021). 

2.5. Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate (ABET) 

mAChR’ler, parasempatik sinir sisteminde temel düzenleyiciler olarak rol alırlar 

ve nöronal olmayan hücrelerde de önemli görevler üstlendiği bilinmektedir. Son 
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dönemlerde yapılan çalıĢmalar, mAChR aktivitesinin çeĢitli kanser türlerinde anti-

karsinojenik etkilerinin olabileceğini göstermiĢtir (Tsimpili ve Zoidis, 2025). Bu 

bağlamda, bir mAChR alt tipi olan M2 reseptörünü spesifik olarak aktive ettiği bilinen 

bir bileĢik olan ABET’in kanser biyolojisindeki etkilerini aydınlatmak önem 

taĢımaktadır. ABET, arekolin türevi bir agonist olup özellikle M2 mAChR’yi hedef 

alarak hücre içi sinyal iletim yollarını etkilemektedir (Tsimpili ve Zoidis, 2025). 

ABET’in insan vücudundaki biyolojik etkilerinin ve moleküler genetik düzeydeki 

rollerinin anlaĢılması hem hücresel sinyal ağlarının aydınlatılması hem de çeĢitli kanser 

türlerinde yeni tedavi stratejilerinin geliĢtirilmesi açısından önem taĢımaktadır (Calaf 

vd., 2022) (ġekil 2.4.). 

 

 

Kaynak: Abcam, 2025 

Molekül, arekolin türevi bir alkin ester ile p-toluen sülfonat (tosilat) grubunun birleĢiminden oluĢmakta 

ve bu yapı, M2 muskarinik asetilkolin reseptörlerine yüksek afiniteyle bağlanmasını sağlamaktadır. 

ġekil 2.4. Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate (ABET) molekülünün kimyasal 

yapısı 

ABET günümüzde klinik kullanımda onaylanmıĢ bir ilaç değildir. Fakat Zhang 

ve ark. (2016) tarafından yapılan bir çalıĢmada anestezi altındaki sıçanların beyincik 

korteksine ABET mikroenjeksiyonu yapılmıĢ ve doz bağımlı olarak ortalama arteriyel 

basınç (MAP) ve kalp atıĢ hızında (HR) azalma gözlemlenmiĢtir (C. Zhang vd., 2016). 
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ABET’in M2 reseptörünü aktive ederek hücre içi sinyal yolaklarındaki etkisi, 

kanser hücrelerinde proliferasyon ve hayatta kalma mekanizmalarını hedef alarak tümör 

geliĢimini engellemesini sağlayabilir (Guerriero vd., 2023). M2 reseptör 

aktivasyonunun kanser hücrelerinde otofajiyi tetiklediği ve bu süreç üzerinden hücre 

ölümüne katkıda bulunduğu saptanmıĢtır (Guerriero vd., 2023). Glioblastoma kök 

hücrelerinde M2 agonistlerinin uyarılması, PI3K/Akt/mTORC1 yolunu inhibe edip 

AMP-aktive protein kinaz (AMPK) düzeylerini yükselterek otofajik akıĢı artırmakta ve 

nihayetinde apoptoza yol açmaktadır (Guerriero vd., 2023). Benzer Ģekilde, muskarinik 

M2 agonistlerinin mesane kanseri hücrelerinde proliferasyon ve invazyonu 

engelleyebildiği, glioma hücrelerinde ise yaĢam süresini kısaltabildiği bildirilmiĢtir 

(Tsimpili ve Zoidis, 2025). Bu bulgular, ABET’in MAPK/ERK ve PI3K/Akt gibi hücre 

içi sinyal ağlarını hedef alarak çok çeĢitli tümör tiplerinde antikarsinojenik etki 

gösterebileceğini ortaya koymaktadır. Bu bilgiler ıĢığında ABET, kanser tedavisinde 

yeni bir terapötik aday olarak öne çıkmaktadır. 

 



16 

3. YÖNTEM 

 

3.1. AraĢtırma Modeli 

Bu çalıĢma dünyada kadınlar arasında en sık görülen kanser türü olan ve çeĢitli 

tedavi yöntemleri denenmesine rağmen tedavilerin oluĢturduğu yan etkilerin sıkça 

görüldüğü ve ölüm oranlarının yüksek olduğu meme kanserinin tedavisine yönelik yeni 

moleküllerin kullanılabilirliğini araĢtırmak ve yeni tedavi yöntemleri oluĢturabilmek 

amacıyla yapılmıĢtır. 

3.2. AraĢtırma Evren ve Örneklemi/AraĢtırma Materyali 

ÇalıĢmada MCF-7 (ATCC Katalog Numarası: HTB-22) ve MDA-MB-231 

(ATCC Katalog Numarası: HTB-26) hücre hatları kullanılmıĢtır. Anti-karsinojenik 

etkiyi araĢtırmak için yapılan tüm deneyler en az 3 tekrar olacak Ģekilde çalıĢılmıĢtır.  

3.3. Veri Toplama Araçları 

ÇalıĢmanın verileri hücre kültürü çalıĢmaları, MTT, koloni formasyon ve sferoid 

formasyon analizleri, yara iyileĢme deneyi, apoptoz oranının ölçüldüğü akıĢ sitometrisi 

gibi moleküler analizler kullanılarak toplanmıĢtır. 

3.4. Veri Toplama Süreci 

ÇalıĢmada yapılan tüm deneylerde hücre kültürü çalıĢmalarının steril 

yürütülmesi ve koruyuculuk amacıyla laboratuvar önlüğü, eldiven gibi koruyucu 

ekipmanlar kullanılarak deneyler yürütülmüĢtür. 

3.5. Deneysel Kurgu 

In-silico Moleküler YerleĢtirme (Docking) Analizi: ABET’in hedef reseptör 

proteinleriyle olası bağlanma etkileĢimlerini tahmin edebilmek amacıyla, moleküler 

yerleĢtirme (docking) yaklaĢımı uygulanmıĢtır. Bu kapsamda, ABET molekülüne ait 

SMILES formatı PubChem veri tabanından elde edilmiĢ ve yapısal modeli Open Babel 

programı kullanılarak .pdb dosyasına dönüĢtürülmüĢtür (O’Boyle vd., 2011). 

Muskarinik asetilkolin reseptörlerinin iki alt tipi olan M2 ve M4 reseptörlerine ait üç 

boyutlu protein yapıları, sırasıyla PDB ID: 4MQS (Kruse vd., 2013) ve PDB ID: 7TRS 

(Vuckovic vd., 2023) kodlarıyla RCSB Protein Data Bank’ten temin edilmiĢtir (Burley 
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vd., 2023). YerleĢtirme analizleri, bu proteinlerin aktif bölgelerine odaklanarak 

AutoDock Vina yazılımı aracılığıyla gerçekleĢtirilmiĢ, analizler PyRx arayüzü 

üzerinden yürütülmüĢtür. M2 reseptörü için grid koordinatları –1, –15, 18 Å, M4 

reseptörü için ise 109, 105, 112 Å olarak belirlenmiĢ ve her iki analizde de grid aralığı 

0.375 Å olacak Ģekilde tanımlanmıĢtır. En düĢük bağlanma enerjisine sahip yerleĢim 

pozisyonu (docking pose) daha ileri analizler için seçilmiĢtir. Elde edilen bağlanma 

modelleri ve ligand-reseptör etkileĢimleri PyMOL görselleĢtirme aracı ve ProteinsPlus 

platformu kullanılarak analiz edilmiĢtir (Fährrolfes vd., 2017). 

 

Hücre Kültürü: Deneylerde kullanılacak olan MCF-7 (ATCC Katalog 

Numarası: HTB-22) ve MDA-MB-231 (ATCC Katalog Numarası: HTB-26) hücre 

hatları %1 Penisilin/Streptomisin (Pen/Strep; Kat. No: 15140-122, Gibco) ve %10 ısıl-

yolla inaktive edilmiĢ fetal bovin serum (FBS; Kat. No: A4766801, Gibco) içeren 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Kat. No: D6429, Sigma) besiyeri 

kullanılarak %5 CO2 içeren ve 37℃ nemli inkübatör ortamında kültür edilerek 

çoğaltılmıĢtır. Kültür besiyerleri iki günde bir değiĢtirilerek pasaj iĢlemi hücreler 

yaklaĢık %80 yoğunluğa ulaĢtığında gerçekleĢtirilmiĢtir. Moleküler deneylerde 

kullanılacak olan hücreler toplanırken 0.25% Tripsin-EDTA (Kat. No: 25200056, 

Gibco) kullanılmıĢtır. Hücreler 0.4% Tripan Mavisi Solüsyonu (Kat. No: 15250661, 

Gibco) ve toma hücre sayım lamı (Kat. No: I.075.03.002.001, Isolab) ile sayılmıĢtır. 

Toplanan ve sayımı yapılan hücreler deneylerde üçer replika olacak Ģekilde ekilmiĢtir 

ve analizler en az iki kez tekrarlanmıĢtır. 
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Resim 3.1. MCF7 hücrelerinin mikroskop görüntüleri 

Sol tarafta MCF7 hücrelerinin ıĢık mikroskobu ile 10X magnifikasyon altında 

alınan görüntüsü, sağ tarafta ise MCF7 hücrelerinin ıĢık mikroskobu ile 20X 

magnifikasyondaki görüntüsü gösterilmektedir. 

 

 

Resim 3.2. MDA-MB-231 hücrelerinin mikroskop görüntüleri 

Sol tarafta MDA-MB-231 hücrelerinin ıĢık mikroskobu ile 10X magnifikasyon 

altında alınan görüntüsü, sağ tarafta ise MDA-MB-231 hücrelerinin ıĢık mikroskobu ile 

20X magnifikasyondaki görüntüsü gösterilmektedir. 

 

Ġlacın Hazırlanması: Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate (ABET) (Katalog 

Numarası: #AB141318-10MG) Abcam firmasından satın alınmıĢtır. Ġlacın hazırlanması 

sırasında üretici firmanın protokolü takip edilmiĢtir. Protokole göre ABET DMSO (Pan 

Biotechnology, #P60-36720100) içerisinde çözülerek 5 mM konsantrasyonda 

hazırlanmıĢtır. Hazırlanan stok alikotlanarak −20 °C’de saklanmıĢtır. ÇalıĢmada 

kullanılmak üzere stok ilaç çözeltisi kültür ortamı ile 0.00001 mM, 0.0001 mM, 0.001 

mM, 0.01 mM ve 1 mM oranlarında seyreltilerek çalıĢma konsantrasyonları 

hazırlanmıĢtır. 

 

Canlılık ve IC50 Değerinin Belirlenmesi: MDA-MB-231 ve MCF-7 meme 

kanseri hücre hatlarında, yarı maksimal inhibitör konsantrasyon (IC50) değerlerinin 

belirlenmesi ve hücre yaĢamsallığını ölçmek amacıyla CellTiter 96® Non-Radioactive 
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Cell Proliferation Assay kiti (Promega, #G4000) kullanılmıĢtır. MTT testi hücre 

yaĢamsallığını ölçmek amacıyla gerçekleĢtirilmektedir. MTT deneyinin temel prensibi 

yaĢayan hücrelerin mitokondriyal aktivitesinin sürekliliğine dayanmaktadır. Hücrelerin 

mitokondriyal aktivitesi tetrazolyum tuzu MTT’nin formazan kristallerine 

dönüĢtürülmesi ile yansıtılır. Hücreler tarafından oluĢturulan formazan kristalleri 

çözünebilir ve dolayısıyla formazan konsantrasyonunun ölçülmesi ile yaĢayan hücre 

sayısındaki artıĢ veya azalıĢ tespit edilebilir. Formazan konsantrasyonu plaka okuyucu 

kullanılarak 570 ve 750 nm dalga boyunda elde edilen optik yoğunluk ile belirlenir (van 

Meerloo vd., 2011). Deneylerde, MCF7 ve MDA-MB-231hücre hatları her bir 

kuyucukta 1×10⁴ hücre içerecek ve üçer replika olacak Ģekilde ekilmiĢtir. 0.1 mL 

hacminde hücre süspansiyonu 96 kuyucuklu plakalara (Thermo Fisher Scientific) 

ekilerek 24 saat hücrelerin tutunmaları sağlanmıĢtır. 24 saatlik tutunmanın ardından 

belirtilen 0.00001 mM, 0.0001 mM, 0.001 mM, 0.01 mM ve 1 mM ABET 

konsantrasyonları, vehicle kontrolü (kültür ortamında %10 DMSO) ve tedavisiz kontrol 

(yalnızca kültür ortamı) grupları olacak Ģekilde hücreler üzerine eklenmiĢtir. 24 saat 

inkübasyonun ardından kit içerisindeki MTT boyası (#PartG402A, Promega) her 

kuyucukta 15µl olacak Ģekilde eklenerek 4 saat 37℃’de inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyonun ardından kit içerisinde bulunan “solubilization solution/stop mix” 

(#PartG401A, Promega) her kuyuya 100µl olacak Ģekilde eklenerek formazan kristali 

oluĢumu durdurulmuĢtur. Ardından hücreler gece boyu inkübasyona bırakılmıĢtır. Gece 

boyu inkübasyonun ardından SpectraMax®i3 (Molecular Devices) cihazı kullanılarak 

570/750 nm dalga boyunda absorbans değerleri ölçülmüĢtür. Elde edilen veriler, R 

yazılımı (v4.3.2) ve "drc" paketi kullanılarak analiz edilmiĢ ve IC50 değerleri 

hesaplanmıĢtır. Grafiksel sunumlar ise "ggplot2" paketi yardımıyla oluĢturulmuĢtur. 

Belirlenen IC50 değerleri, ileri aĢamada gerçekleĢtirilen iĢlevsel deneylerde referans 

olarak kullanılmıĢtır. 

 

Koloni OluĢturma Testi (CFA): CFA hücrelerin tek bir hücreden bir topluluğu 

oluĢturma özelliğini inceleyerek yaĢamsallığını test eden in-vitro bir yöntemdir 

(Franken vd., 2006).  Bu deneyde ABET’in MCF7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde 

koloni oluĢturma yeteneğini nasıl etkilediğini değerlendirmek için CFA testi yapılmıĢtır. 

ÇalıĢmada, her bir 96 kuyulu plaka kuyusuna 2×10³ hücre eklenmiĢ ve hücreler, 

ABET'in ´IC₅₀, IC₅₀ ve 2×IC₅₀ konsantrasyonlarıyla iĢleme tabi tutulmuĢtur. Kontrol 

grubu için sadece standart kültür ortamı kullanılmıĢtır. Kontrol hücrelerinin yaklaĢık 
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%80 yoğunluğa ulaĢması sonrasında deney sonlandırılmıĢtır. Hücreler 20 dakika 

boyunca oda sıcaklığında 0.15 mL %100 metanol (Merck, #1.06009.2511) ile 

sabitlenmiĢ, ardından 0.1 mL %0,2 kristal violet çözeltisi (Sigma, #C077) ile 15 dakika 

boyunca boyanmıĢtır. Boyama iĢlemini takiben, kuyular iki defa deiyonize su ile 

yıkanarak temizlenmiĢ ve plakalar oda sıcaklığında bir gece kurumaya bırakılmıĢtır. 50 

hücreden fazla içeren koloni yapıları, mikroskopta 4× büyütme oranı ile görüntülenmiĢ 

ve sayısal analizler ImageJ yazılımı (v1.8.0) üzerinden, ColonyCounter eklentisi 

kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Yara ĠyileĢtirme Deneyi (WHA): Yara iyileĢtirme deneyi hücre migrasyonunu 

test etmek için yaygın olarak kullanılan standart bir yöntemdir (Pastar vd., 2018). WHA 

testi ABET’in hücre göçü üzerine olan etkisini incelemek amacıyla uygulandı. Her iki 

hücre hattı için 24 kuyucuklu plakalara (Thermo Fisher Scientific) bir kuyucukta 1×10⁵ 

hücre üçer replika olacak Ģekilde ekildi ve hücreler tam yoğunluğa ulaĢana kadar kültür 

ortamında inkübe edildi. Konfluansa ulaĢan hücre tabakasında 200µl pipet ucu ile dikey 

olarak çizilerek homojen yaralar oluĢturuldu. Çizim iĢlemini takiben, hücreler IC₅₀ 

konsantrasyonundaki ABET içeren ortamla ve ABET içermeyen tedavisiz kontrol 

ortamı ile muamele edildi. Yara bölgesinin oluĢturulmasının ardından 0., 6. ve 24. 

saatlerde faz-kontrast mikroskobu kullanılarak oluĢturulan çiziklerin görüntüleri alındı. 

Elde edilen görüntüler, ImageJ yazılımında yer alan MRI Wound Healing eklentisi 

kullanılarak analiz edildi ve 6. ile 24. saatlerdeki yara kapanma oranları, baĢlangıçtaki 

yara alanına (0. saat %100 kabul edilerek) göre normalize edilerek hesaplandı. 

 

Soft Agar Testi ile Sferoid OluĢumunun Analizi: Transforme hücrelerin 

yüzeyden bağımsız olarak çoğalma yeteneği karsinogenezin temel bir özelliği olarak 

kabul edilmektedir (Borowicz vd., 2014). Hücrelerin yüzeye tutunmadan da çoğalıp 

çoğalamayacağını anlamak için soft agar yöntemi kullanılmıĢtır. Bu yöntemle, önce alt 

katman 900µl DMEM ve 100µl %0,5 agar (Sigma, #A1296-500G) 9:1 (v/v) oranında ısı 

bloklayıcı (Thermofisher Scientific) kullanılarak 70℃’de karıĢtırılarak oluĢturulmuĢtur. 

OluĢturulan karıĢım 12 kuyucuklu kültür plaklarına (Thermo Fisher Scientific) 

dökülerek oda sıcaklığında yaklaĢık yarım saat inkübe edilmiĢtir. KatılaĢan bu 

tabakanın üzerine, her bir kuyuya 12.000 hücre düĢecek Ģekilde yine %0,5 oranında 

agar ve hücre kültürü medyumu karıĢımı içinde hazırlanan hücre süspansiyonu 

eklenmiĢtir. Üst tabakanın katılaĢmasının ardından her kuyunun üzerine 0.8 mL 
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hacminde IC50 oranında ABET içeren karıĢım deney grubu hücreleri olacak Ģekilde ve 

ABET içermeyen DMEM kontrol grubu olacak Ģekilde besiyeri ilave edilmiĢtir. Her bir 

grup için üçer replika yapılmıĢtır. Hücreler, 21 gün boyunca uygun koĢullarda inkübe 

edilmiĢ ve bu süreçte besiyerleri (kontrol veya ilaç içeren) haftada iki kez tazelenmiĢtir. 

Süre sonunda oluĢan hücre kümeleri (sferoid yapılar), mikroskopta 4x büyütme ile 

görüntülenmiĢ ve boyutları ImageJ 1.52v yazılımı kullanılarak ölçülmüĢtür. 

 

Apoptoz Oranının Tespiti: Bu deneyde ABET’in MCF7 ve MDA-MB-231 

hücrelerinin apoptozunu nasıl etkilediğinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. Hücrelerde 

apoptozun değerlendirilmesi için Alexa Fluor®488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis 

Kiti (Thermo Fisher Scientific, #Kat. No: V13242) kullanılarak akım sitometri analizi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Anneksin V boyama hücrelerin apoptoza uğrama durumunu 

floresan iĢaretli boyalar ile tespit etmeye yarayan in-vitro bir yöntemdir (Lakshmanan 

ve Batra, 2013). Normal fizyolojik koĢullarda hücre membranının iç yüzeyinde bulunan 

fosfotidilserin fosfolipitleri apoptoz sinyali ile hücre membranının dıĢına taĢınır. Hücre 

dıĢına taĢınan fosfotidil serin molekülleri Anneksin V tarafından tespit edilir. Nekroz 

veya apoptoz dıĢı hücre ölümleri ise kit içerisinde bulunan ve hücre dıĢına sızan DNA 

içeriğine bağlanan PI boyası ile tespit edilir. 

 

MCF7 ve MDA-MB-231 hücreleri her bir kuyuya 1ml 1×10⁵ hücre ve üçer 

replika olacak Ģekilde 12 kuyucuklu plaklara (Thermo Fisher Scientific) eklenmiĢ ve 

tutunmaları için 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ardından hücreler IC50 

konsantrasyonunda ABET içeren medyum (deney grubu) ve ABET içermeyen medyum 

(kontrol grubu) ile muamele edilmiĢtir. Uygulamadan 24 saat sonra hücreler 1ml soğuk 

PBS (Kat. No: 003002, Gibco) ile toplanmıĢ ve santrifüj iĢlemiyle pelet haline 

getirilmiĢtir. Elde edilen hücre peletleri 100µl 1X Annexin bağlanma tamponu 

(“annexin-binding buffer”) içinde tekrar süspansiyon haline getirilmiĢ ve her örneğe 5 

μL Alexa Fluor®488 iĢaretli Annexin V ile 1 μL100 μg/mL propidium iyodür olacak 

Ģekilde PI solüsyonu (working solution) ilave edilmiĢtir. Boyama iĢlemi, oda 

sıcaklığında ve ıĢık almayan bir ortamda 15 dakika inkübe edilerek gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ġnkübasyon sonrası, 400 μL 1X anneksin bağlama solüsyonu hücreler üzerine eklenerek 

örnekler BD Accuri™ C6 Plus akım sitometresi ile analiz edilmiĢtir. Apoptozda olan 

hücreler, Annexin V pozitif olup PI negatif olanlar (erken apoptoz) ve her iki boyaya da 

pozitif tepki verenler (geç apoptoz) olarak sınıflandırılmıĢtır. 
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Hücre Proliferasyonu Testi: EdU boyama, 2008 yılında Salic ve diğerleri 

tarafından geliĢtirilen ve yeni sentezlenen DNA’nın iĢaretlenmesi için kullanılan in-

vitro bir tekniktir (Salic ve Mitchison, 2008). Bu tekniğe göre, 5-etinil-2′-deoksiuridin 

(EdU) yeni sentezlenen timidin analoglarıyla “click” kimyasal reaksiyonu gerçekleĢtirir 

ve floresan iĢaretli boyaların kullanımı ile bunların tespitine imkân verir. ABET’in 

MCF7 ve MDA-MB-231 hücrelerinin çoğalma kapasiteleri üzerindeki etkisini 

belirlemek amacıyla Click-IT™ EdU Hücre Proliferasyon Kiti (Thermo Fisher 

Scientific, #C10337) kullanılarak deneysel analiz gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

Deney için 96 kuyucuklu plakalara her kuyuda 1×10⁴ hücre olacak Ģekilde 

hücreler ekildi ve tutunmaları için 24 saatlik inkübasyon uygulanmıĢtır. Ġnkübasyonun 

ardından IC50 oranında ABET içeren medyum ve kontrol grubu olarak sadece standart 

kültür ortamı içeren medyum ile değiĢtirilmiĢtir. 24 saatlik inkübasyonun ardından 

hücrelerdeki DNA sentezini incelemek amacıyla son konsantrasyonu 10μM EdU olacak 

Ģekilde 1µl EdU hücrelere eklenerek hücreler 2 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübasyon sonrasında hücreler toplanarak 3 ml 1% BSA (Kat. No: BSA-1s, Capricorn) 

içeren PBS ile yıkanmıĢ ve 1500 rpm’de 5 dakika santfifüjlenmiĢtir. Santrifüj iĢleminin 

ardından süpernatant atılıp kalan pellet 100 μL “Click-iT® fixative” fiksatifi 

kullanılarak 15 dakika oda sıcaklığında ıĢıksız ortamda inkübe edilmiĢtir. 15 dakikalık 

inkübasyonun sonrasında hücreler 3 ml %1 BSA içeren PBS ile yıkanarak aynı 

koĢullarda tekrar santrifüj edilmiĢtir ve süpernatant atılarak hücreler 100 μL 1X “Click-

iT® saponin-based permeabilization and wash reagent” isimli saponin-bazlı 

permeabilizasyon ve yıkama ajanı içerisinde süspanse edilerek tekrar 15 dakika ıĢıksız 

ortamda inkübasyona bırakılmıĢtır. Ardından üretici protokolü takip edilerek 500 μL 

Click-iT® reaksiyon kokteyli hazırlanmıĢtır. Hazırlanan reaksiyon kokteyli hücrelerin 

bulunduğu tüplere eklenmiĢtir ve 30 dakika inkübe edilmiĢtir. Ġnkübe edilen hücreler 3 

ml %1 BSA içeren PBS ile tekrar yıkanarak aynı koĢullarda santrifüjlenmiĢtir. Bu 

sürecin ardından hücreler sabitlenmiĢ, zar geçirgenliği sağlanarak boyamaya uygun hale 

getirilmiĢ ve Alexa Fluor®488 ile iĢaretli azid molekülü ile reaksiyona sokulmuĢtur. 

Hücre çekirdekleri aynı zamanda DAPI ile kontrast boyamaya tabi tutulmuĢtur. 

Mikroskobik görüntüleme Nikon Eclipse Ts2 cihazı ile gerçekleĢtirilmiĢ, elde edilen 

görüntüler ImageJ yazılımı kullanılarak analiz edilmiĢtir. EdU ile iĢaretlenmiĢ (EdU⁺) 

hücreler çoğalan hücreleri, DAPI⁺ hücreler ise toplam hücre popülasyonunu temsil 
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edecek Ģekilde sayılmıĢ; proliferasyon oranı, (EdU⁺ hücre sayısı / DAPI⁺ hücre sayısı) × 

100 formülü ile hesaplanmıĢtır. 

 

Gen Ekspresyonu Analizi: ABET uygulamasının hücrelerde oluĢturduğu 

transkripsiyonel değiĢimleri değerlendirmek için kantitatif gerçek zamanlı PCR (qRT-

PCR) yöntemi kullanılmıĢtır. Bu deney için kullanılan gen belirteçleri Tablo 3.2’de 

özetlenmiĢtir. Deney kapsamında, her bir kuyuya 3 × 10⁵ hücre gelecek Ģekilde 6 

kuyucuklu kültür plaklarına hücreler yerleĢtirilmiĢ ve ardından 24 saat süreyle IC50 

düzeyinde ABET içeren ortamla ya da sadece kontrol kültür ortamı ile muamele 

edilmiĢtir. Ġnkübasyon süresinin sonunda hücreler lizize edilerek toplam RNA, 

NucleoSpin RNA Plus kiti yardımıyla izole edilmiĢtir. Elde edilen RNA örneklerinin 

bütünlüğü %1 agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmiĢ, konsantrasyonları ve saflıkları 

ise NanoPhotometer® N50 (IMPLEN) cihazı kullanılarak ölçülmüĢtür. Daha sonra M-

MuLV Reverse Transcriptase enzimi ile RNA’lardan cDNA sentezi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Hedef genlerin ifade düzeyleri, literatürde tanımlanmıĢ primer dizileri kullanılarak 

SYBR Green temelli qRT-PCR yöntemi ile analiz edilmiĢtir. ÇalıĢmada incelenen 

genler arasında hücre döngüsü ve proliferasyonla iliĢkili CCND1, CDK6 ve MKI67 yer 

almıĢ; bu genlerin relatif ifade düzeyleri, referans gen olarak seçilen GAPDH’ye 

normalize edilerek 2^−ΔΔCt yöntemi kullanılarak hesaplanmıĢtır.  
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Tablo 3.2. qRT-PCR deneylerinde kullanılan gen belirteçleri 

Belirteç Ġsmi Sekans Bilgisi 

BAX Ġleri 5’-CAAACTGGTGCTCAAGGCCC 

BAX Geri 5’-GGGCGTCCCAAAGTAGGAGA 

BCL2 Ġleri 5’-CTGGTGGACAACATCGCCCT 

BCL2 Geri 5’-TCTTCAGAGACAGCCAGGAGAAAT 

BIRC5 Ġleri 5’-CCGGTTGCGCTTTCCTTTC 

BIRC5 Geri 5’-CGCACTTTCTCCGCAGTTTC 

Akt Ġleri 5’-CAACTTCTCTGTGGCGCAGTG 

Akt Geri 5’-GACAGGTGGAAGAACAGCTCG 

PUMA Ġleri 5’-GACCTCAACGCACAGTACGAG 

PUMA Geri 5’-AGGAGTCCCATGATGAGATTGT 

CCND1 Ġleri 5’-TGAAGGAGACCATCCCCCTG 

CCND1 Geri 5’-TGTTCAATGAAATCGTGCGG 

CCNE1 Ġleri 5’-AAATGGCCAAAATCGACAGG 

CCNE1 Geri 5’-CGAGGCTTGCACGTTGAGTT 

CDK4 Ġleri 5’-CTGTGCCACATCCCGAACTG 

CDK4 Geri 5’-GCCTCTTAGAAACTGGCGCA 

CDK6 Ġleri 5’-CCGAAGTCTTGCTCCAGTCC 

CDK6 Geri 5’-GGGAGTCCAATCACGTCCAA 

CDKN1A Ġleri 5’-TACCCTTGTGCCTCGCTCAG 

CDKN1A Geri 5’-GGCGGATTAGGGCTTCCTCT 

CDKN1B Ġleri 5’-AGACTGATCCGTCGGACAGC 

CDKN1B Geri 5’-CACAGAACCGGCATTTGGG 

GADD45A Ġleri 5’-GATGCCCTGGAGGAAGTGCT 

GADD45A Geri 5’-GATGCCCTGGAGGAAGTGCT 

TP53 Ġleri 5’-GCGTGTTTGTGCCTGTCCTG 

TP53 Geri 5’-TGGTTTCTTCTTTGGCTGGG 

DNMT1 Ġleri 5’-AGAACGCCTTTAAGCGCCG 

DNMT1 Geri 5’-CCGTCCACTGCCACCAAAT 

MKI67 Ġleri 5’- TGTGCCTGCTCGACCCTACA 

MKI67 Geri 5’-TGAAATAGCGATGTGACATGTGCT 

PCNA Ġleri 5’-TTTGGTGCAGCTCACCCTG 

PCNA Geri 5’-CGCGTTATCTTCGGCCCTTA 

ATM Ġleri 5’-GGTATAGAAAAGCACCAGTCCAGTATTG 

ATM Geri 5’-GGTATAGAAAAGCACCAGTCCAGTATTG 

BRCA1 Ġleri 5’-GCATGCTGAAACTTCTCAACCA 

BRCA1 Geri 5’-GTGTCAAGCTGAAAAGCACAAATGA 

BRCA2 Ġleri 5’-AGACTGTACTTCAGGGCCGTACA 

BRCA2 Geri 5’-GGCTGAGACAGGTGTGGAAACA 

MP9 Ġleri 5'-CCTTGTGCTCTTCCCTGGAG 

MP9 Geri 5'-GGCCCCAGAGATTTCGACTC 

GAPDH Ġleri 5’-GCAAATTCCATGGCACCGT 

GAPDH Geri 5’-TCGCCCCACTTGATTTTGG 
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3.6. Ġstatistiksel Analiz 

Veriler ortalama ± standart sapma (SD) olarak sunulmuĢtur. Veri dağılımının 

normalliği Shapiro-Wilk testi ile değerlendirilmiĢ ve çiftler arası karĢılaĢtırmalar 

Student t-testi (p <0,05) kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Tüm analizler “rstatix” paketi 

kullanılarak R (v4.3.2)'de gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.7. Etik Onay 

Bu çalıĢma için etik kurul onayına ihtiyaç duyulmamıĢtır. 

3.8. AraĢtırmanın Sınırlılıkları 

Bu çalıĢma ABET’in BC hücre hatları üzerinde anti-karsinojenik etki 

gösterdiğini raporlamıĢtır. ABET ve kanser iliĢkisi ile ilgili kısıtlı çalıĢmaların varlığı ve 

ABET’in daha önce BC üzerinde anti-karsinojenik etkisini gösteren çalıĢmaların 

olmaması bu çalıĢmanın özgün tarafını oluĢturmaktadır. Buna karĢın çalıĢmanın bazı 

sınırlılıkları mevcuttur. Kontrol grubu olarak kullanılabilecek sağlıklı meme kanseri 

hücre hatlarının çalıĢmada bulunmaması baĢlıca sınırlılıklardan biridir. Öte yandan 

ABET’in yarattığı anti-karsinojenik etkinin spesifik olarak izlediği yol bilinmemektedir 

ve ABET’in bu etkilerini kanıtlayabilecek in-vivo bir çalıĢma yapılmamıĢtır. In-vivo 

çalıĢmaların olmaması nedeniyle ABET’in biyoaktivitesi hakkında fikir sahibi 

olunamamıĢtır. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. ABET’in M2 ve M4 Reseptörlerine Bağlanma Potansiyeli In-silico Moleküler 

YerleĢtirme Analizi ile Ortaya KonmuĢtur 

ABET’in hücresel etkilerinin ardında yatan moleküler mekanizmaları daha iyi 

anlayabilmek amacıyla, bu bileĢiğin muskarinik asetilkolin reseptörleriyle olan 

etkileĢimi in-silico moleküler yerleĢtirme (docking) analizleriyle incelenmiĢtir. 

ABET’in literatürde farklı hücre tiplerinde M2 reseptörü üzerinde agonistik etkiler 

gösterdiği ve kolinomimetik özelliklere sahip olduğu bildirilmiĢtir. Ancak, hedeflediği 

reseptörlerle etkileĢim mekanizması henüz tam olarak aydınlatılamamıĢtır. Bu nedenle, 

ilk olarak ABET’in M2 reseptörü ile doğrudan bağ kurup kuramayacağı sanal moleküler 

yerleĢtirme yöntemleri kullanılarak analiz edilmiĢtir. Buna ek olarak, M2 ve M4 alt 

tipleri yapısal benzerlikler taĢıdığı ve benzer hücresel sinyal yolaklarını aktive ettikleri 

için, ABET’in M4 reseptörü ile de olası bağlanma potansiyeli değerlendirilmiĢtir (ġekil 

4.1.). 

 

 

ġekil 4.1. ABET’in M2 ve M4 muskarinik asetilkolin reseptörlerine bağlanma 

konfirmasyonlarının in-silico moleküler yerleĢtirme ile modellenmesi 
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ABET molekülü ile M2 ve M4 muskarinik asetilkolin reseptörleri arasındaki 

olası etkileĢimleri gösteren moleküler yerleĢtirme simülasyonları Üst panelde, ABET’in 

M2 reseptörüne bağlanma konumları ve etkileĢim biçimleri yer almaktadır. Alt panelde 

ise benzer simülasyonlar M4 reseptörü için gösterilmiĢtir. Sol taraftaki görseller, ABET 

ile reseptörlerin üç boyutlu bağlanma modellerini genel hatlarıyla ortaya koymaktadır. 

Orta panel, sol panelde gösterilen bağlanma bölgesinin yakınlaĢtırılmıĢ (zoom) 

versiyonunu sunarak ligand-reseptör etkileĢimlerini daha ayrıntılı biçimde 

yansıtmaktadır. Sağ panelde ise, ilgili reseptörlerle ABET arasında oluĢan bağ türleri, 

anahtar etkileĢim noktaları ve amino asit kalıntılarına dayalı etkileĢim haritaları 

verilmiĢtir. 

4.2. ABET, BC Hücre Canlılığını Önemli Ölçüde Azalttı ve Doza Bağlı 

Sitotoksisiteye Neden Oldu 

MTT analizi ABET’in MCF7 ve MDA-MB-231 hücre hatlarında doza bağlı 

olarak sitotoksik etkisini ortaya koymak için yapılmıĢtır. MDA-MB-231 hücrelerinde 

maksimum ABET konsantrasyonu (1mM) hücre canlılığını %9’a (p<0.001) düĢürürken 

(ġekil 4.2A); MCF7 hücrelerinde %24’e (p<0.01) düĢürdüğü belirlenmiĢtir (ġekil 4.2B). 

Kullanılan diğer konsantrasyonlarda ise (0.00001 mM, 0.0001 mM, 0.001 mM, 0.01 

mM) hücre canlılığı çeĢitli oranlarda etkilenmiĢ olsa da bu değiĢim istatistiksel 

anlamlılık düzeyine ulaĢmamıĢtır. Yapılan hesaplamalar sonucunda, MDA-MB-231 

hücre hattı için yarı maksimum inhibitör konsantrasyon (IC₅₀) değeri 0.32 mM, MCF-7 

hücre hattı için ise 0.79 mM olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.2.). 

 

ġekil 4.2. ABET uygulaması üzerine MDA-MB-231 ve MCF7 hücrelerinin 

yaĢamsallığı ve IC50 değerleri 

ABET uygulamasının meme kanseri hücrelerinin canlılık oranı üzerindeki 

etkilerini gösteren grafikler sunulmuĢtur. (a) MDA-MB-231 hücrelerinin, (b) ise MCF-7 

hücrelerinin ABET’e maruz kaldıktan sonraki hayatta kalma yüzdeleri verilmiĢtir. 
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Farklı ABET konsantrasyonlarında gözlenen canlılık değiĢimleri, doz bağımlı sitotoksik 

etkinin varlığını ortaya koymaktadır. Ġstatistiksel anlamlılık düzeyleri: ***p <0.001; **p 

<0.01; *p <0.05; ns: anlamsız (non-significant). IC₅₀: Yarı maksimal inhibitör 

konsantrasyon. ABET: Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate 

4.3. ABET Koloni OluĢumunu Doza Bağlı Olarak Ġnhibe Etti 

ABET uygulamasının BC hücrelerinin koloni oluĢturma yeteneği üzerindeki 

etkisini değerlendirmek amacıyla, IC₅₀ değeri belirlendikten sonra koloni formasyon 

testleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Koloni formasyon analizi sonuçları, ABET’in hücresel 

çoğalma kapasitesini doza bağımlı biçimde baskıladığını ortaya koymuĢtur (ġekil 4.3). 

MDA-MB-231 hücre hattında, 0.16 mM (´ IC₅₀) ABET uygulaması sonucunda koloni 

sayısında yaklaĢık 3.9 katlık bir azalma meydana gelmiĢ ve bu düĢüĢ istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuĢtur (p <0.01). Dozun IC₅₀ seviyesine çıkarılmasıyla (0.32 mM) koloni 

sayısında yaklaĢık 10.6 katlık bir azalma gözlenmiĢ; konsantrasyonun iki katına (0.64 

mM) yükseltilmesiyle bu oran yaklaĢık 87 kata ulaĢmıĢtır (p <0.01) (ġekil 4.3.A). Bu 

bulgular, ABET’in özellikle yüksek dozlarında hücrelerin uzun vadeli yaĢama ve koloni 

oluĢturma kapasitelerini belirgin Ģekilde engellediğini göstermektedir. 

 

Diğer bir meme kanseri hücre hattı olan MCF-7’de ise, IC₅₀ (0.79 mM) ve 2× 

IC₅₀ (1.58 mM) konsantrasyonlarında ABET uygulaması sonucunda koloni oluĢumunun 

tamamen durduğu saptanmıĢtır. Ancak ´ IC₅₀ (0.395 mM) düzeyindeki uygulamada 

koloni sayısında gözlenen azalma istatistiksel olarak anlamlılık göstermemiĢtir (ġekil 

4.3.B). Bu sonuçlar, ABET’in MCF-7 hücreleri üzerinde de güçlü antiproliferatif 

etkilere sahip olduğunu, ancak bu etkinin anlamlı düzeye ulaĢmasının daha yüksek 

dozlarda gerçekleĢtiğini düĢündürmektedir. 
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ġekil 4.3. ABET, BC hücrelerinin koloni oluĢturma kapasitesinde önemli bir 

azalmaya neden olmuĢtur 

ABET uygulaması, meme kanseri hücrelerinin koloni oluĢturma kapasitesini 

belirgin Ģekilde azaltmıĢtır. (a) MDA-MB-231 ve (b) MCF-7 hücrelerinde koloni 

oluĢumu üzerine ABET’in etkileri gösterilmektedir. Her iki hücre hattında da ABET, 

koloni oluĢumunu doza bağlı olarak baskılamıĢtır. Ġstatistiksel anlamlılık düzeyi: p 

<0.01; ns: anlamsız (non-significant). IC₅₀ değerleri, MDA-MB-231 için 0.32 mM, 

MCF-7 için ise 0.79 mM olarak belirlenmiĢtir. ABET: Arecaidine but-2-ynyl ester 

tosylate. Mikroskobik görüntüler 4X büyütmede elde edilmiĢtir. Ölçek çubuğu: 50 μm 

4.4. ABET Ankraj Bağımsız Hücre Proliferasyonunu BaskılamıĢtır 

ABET’in, hücrelerin yüzey tutunmasına ihtiyaç duymaksızın çoğalma 

kapasitesini ne ölçüde etkilediğini değerlendirebilmek için yumuĢak agar (soft agar) 

yöntemi uygulanmıĢtır. (ġekil 4.4.). Bu teknik, özellikle kanser hücrelerinin in vitro 

ortamda ankrajdan bağımsız büyüme yeteneğini ölçmek için kullanılan bir yaklaĢımdır 

ve tümör hücrelerinin transformasyon düzeyini doğrudan yansıtır. Uygulanan 

deneylerde, ABET’in bu bağlamda proliferasyonu baskılayıcı etkilerinin belirgin 

Ģekilde ortaya çıktığı gözlemlenmiĢtir. MDA-MB-231 hücrelerinden oluĢan sferoit 

yapılar incelendiğinde, kontrol grubunda ortalama Feret çapı 45 mikrometre iken, 

ABET ile muamele edilen hücrelerde bu değer anlamlı biçimde 22 mikrometreye kadar 

düĢmüĢtür ve bu yaklaĢık iki kat küçülmeye karĢılık gelmektedir (p <0.01) (ġekil 4.4.A) 

MCF-7 hücre hattında ise bu etki çok daha dramatik bir Ģekilde gözlemlenmiĢtir. 

Kontrol grubunda ortalama 58 mikrometre olarak ölçülen sferoit çapı, ABET 

uygulaması sonrası 12 mikrometreye düĢmüĢtür. Bu yaklaĢık 4.8 katlık küçülme 

istatistiksel olarak anlamlıdır (p <0.001) (ġekil 4.4.B). Bu sonuçlar, ABET’in yalnızca 

koloni oluĢturma gibi yapıĢma temelli proliferatif özellikleri değil, aynı zamanda 

hücrelerin matrikse bağımlı olmaksızın çoğalma ve hacim kazanma yeteneklerini de 

etkili biçimde baskıladığını ortaya koymaktadır. Söz konusu bulgular, ABET’in tümör 

hücrelerinin agresif fenotipine karĢı güçlü bir inhibitör potansiyele sahip olabileceğine 

iĢaret etmektedir. 
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ġekil 4.4. ABET’in BC hücrelerinde ankraj bağımsız hücre proliferasyonunun 

etkisi 

ABET uygulaması, meme kanseri hücrelerinin ankrajdan bağımsız büyüme 

yeteneğini anlamlı düzeyde azaltmıĢtır. (a) MDA-MB-231 ve (b) MCF-7 hücrelerinin 

kontrol ve ABET ile muamele edilmiĢ gruplarında oluĢan sferoit yapılar 

gösterilmektedir. ABET tedavisi, her iki hücre hattında da sferoit çapında belirgin 

küçülmelere yol açmıĢtır. Ġstatistiksel anlamlılık düzeyleri: ***p <0.001; **p < 0.01. D: 

gün. ABET (Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate), MDA-MB-231 hücreleri için 0.79 

mM, MCF-7 hücreleri için 0.32 mM konsantrasyonunda kullanılmıĢtır. Mikroskobik 

görüntüler 20X büyütmede elde edilmiĢtir. Ölçek çubuğu: 50 μm 

4.5. ABET BC Hücrelerinde Migrasyon Kapasitesini KısıtlamıĢtır 

ABET’in tümör hücrelerinde gözlenen baskılayıcı etkileri doğrultusunda, bu 

bileĢiğin hücre göçü üzerine olan etkisini değerlendirmek üzere yara iyileĢme (wound 

healing) analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen bulgular, ABET uygulamasının 

hücrelerin migrasyon kapasitesini sınırladığını ortaya koymuĢtur (ġekil 4.5.). MDA-

MB-231 hücre hattında kontrol grubuna ait hücreler, çizik oluĢturulduktan sonraki 6. 

saatte yara alanının yaklaĢık %10’unu kapatmıĢtır fakat bu değer istatistiksel anlamda 

anlamlı bulunmamıĢtır. 24. saat sonunda kapanma oranı %23’e ulaĢarak anlamlı düzeye 

ulaĢmıĢtır (p <0.001). Buna karĢın, ABET ile muamele edilen MDA-MB-231 hücreleri 

aynı sürelerde sırasıyla %8 (6. saat) ve %9 (24. saat) kapanma göstermiĢtir; her iki 

ölçümde de istatistiksel anlamlılık saptanmamıĢtır (ġekil 4.5.A). 

 

MCF-7 hücrelerinde de benzer bir eğilim gözlenmiĢtir. Kontrol grubundaki 

hücreler 6. saatte %8 oranında yara kapanması gösterirken bu oran istatistiksel olarak 

anlam ifade etmemiĢtir. Ancak 24. saatte yara alanının %16’sının kapanması anlamlı 
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bulunmuĢtur (p <0.01). ABET ile tedavi edilen MCF-7 hücrelerinde ise hem 6. hem de 

24. saat sonrasında yara alanındaki kapanma oranı %1’in altında kalmıĢ ve bu farklar 

istatistiksel olarak anlamlılık düzeyine ulaĢmamıĢtır (ġekil 4.5.B). 

 

 

ġekil 4.5. ABET uygulaması sonrası BC hücrelerinde yara iyileĢme analizi 

sonuçları 

ABET tedavisi, meme kanseri hücrelerinin göç yeteneğinı baskılamıĢtır (a) 

MDA-MB-231 ve (b) MCF-7 hücrelerinde, yara iyileĢme analizi ile değerlendirilen yara 

kapanma oranları sunulmaktadır. ABET uygulanan gruplarda yara alanının kapanması 

kontrol gruplarına kıyasla azalmıĢtır. Ġstatistiksel anlamlılık düzeyleri: ***p <0.001; 

**p < 0.01; ns: anlamsız (non-significant). ABET (Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate), 

MDA-MB-231 hücrelerinde 0.79 mM, MCF-7 hücrelerinde ise 0.32 mM 

konsantrasyonunda uygulanmıĢtır. Mikroskobik görüntüler 4X büyütmede elde 

edilmiĢtir. Ölçek çubuğu: 50 μm. 
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4.6. BC Hücrelerinin Proliferasyonu Üzerinde ABET’in Etkisinin Ġncelenmesi  

Elde edilen önceki bulgular doğrultusunda, ABET’in hücre çoğalması 

(proliferasyon) üzerindeki etkilerini daha ayrıntılı biçimde incelemek amacıyla EdU 

inkorporasyon analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. EdU testi BC hücrelerini ABET ile muamele 

ettikten sonra proliferasyonun ne ölçüde değiĢtiğini incelemek amacıyla yapılmıĢtır 

(ġekil 4.6.). EdU sonuçları MDA-MB-231 hücre hattında meydana gelen 

proliferasyonun yaklaĢık 3,5 kat azaldığını göstermiĢtir (ġekil 4.6.A). MDA-MB-231 

hücrelerindeki bu azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (p <0.01). Öte 

yandan, MCF-7 hücrelerinde proliferasyonda yalnızca 1.2 katlık bir azalma 

gözlenmiĢtir. Fakat MCF-7 hücrelerinde meydana gelen bu fark anlamlılık düzeyine 

ulaĢmamıĢtır (ġekil 4.6.B). 

 

 

ġekil 4.6. ABET uygulaması sonrası MDA-MB-231 ve MCF-7 hücrelerinde EdU 

proliferasyon analizi sonuçları 

ABET tedavisi, meme kanseri hücrelerinden MDA-MB-231 hücre hattının 

proliferasyonunu anlamlı Ģekilde baskılamıĢtır. (a) MDA-MB-231 ve (b) MCF-7 

hücrelerinde, EdU ile değerlendirilen proliferasyon oranları gösterilmektedir. ABET 

uygulanan MDA-MB-231 hücrelerinde proliferasyon oranı kontrol gruplarına kıyasla 

belirgin Ģekilde azalmıĢtır. Ġstatistiksel anlamlılık düzeyleri: **p <0.01, ns: anlamsız 
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(non-significant). ABET (Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate), MDA-MB-231 

hücrelerinde 0.79 mM, MCF-7 hücrelerinde ise 0.32 mM konsantrasyonunda 

uygulanmıĢtır. Mikroskobik görüntüler 20X büyütmede elde edilmiĢtir. Ölçek çubuğu: 

50 μm 

4.7. BC Hücrelerinde ABET’in Neden Olduğu Apoptozun Tayini 

ABET’in MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre hatlarında apoptoza neden olup 

olmayacağını görmek üzere Anneksin-V-PI boyaması apoptoz tayini testinde 

kullanılmıĢtır. GerçekleĢtirilen analiz sonucunda her iki hücre hattında da apoptotik 

hücre oranında artıĢ gözlemlenmiĢtir (ġekil 4.7.). ABET uygulaması sonrasında MDA-

MB-231 hücrelerinde apoptotik hücre oranında 1.6 kat artıĢ olduğunu gözlemlenmiĢtir. 

(p <0.05) (ġekil 4.7.A). MCF-7 hücrelerinde ise bu artıĢ daha belirgindir; apoptotik 

hücre oranı yaklaĢık 1.9 kat artıĢ göstermiĢtir ve bu sonuç istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuĢtur (p <0.01) (ġekil 4.7.B). Bu veriler, ABET’in MDA-MB-231 hücre hattında 

proliferasyonu baskıladığı ve her iki hücre hattında da apoptozu indüklediğini, ayrıca 

MCF-7 hücrelerinin ABET’e karĢı apoptotik yanıt açısından daha duyarlı olabileceğini 

düĢündürmektedir. 



34 

 

ġekil 4.7. ABET’in apoptoz üzerindeki etkilerinin MDA-MB-231 ve MCF-7 

hücrelerinde değerlendirilmesi 

ABET uygulaması, meme kanseri hücrelerinde apoptoz sürecini anlamlı düzeyde 

indüklemiĢtir. (a) MDA-MB-231 ve (b) MCF-7 hücrelerinde, kontrol ve ABET ile 

muamele edilen gruplara ait akım sitometrisi (flow cytometry) analizlerinin sonuçları 

sunulmuĢtur. Her iki hücre hattında da apoptoz oranlarında artıĢ gözlemlenmiĢ, bu artıĢ 

özellikle MCF-7 hücrelerinde daha belirgin olmuĢtur. Ġstatistiksel anlamlılık düzeyleri: 

*p <0.01; p <0.05. R: tekrar sayısı. AkıĢ sitometrisi diyagramlarındaki dört kadran Ģu 

Ģekilde yorumlanmaktadır: sol üst kadran nekrotik/ölü hücreleri, sağ üst kadran geç 

apoptozda olan hücreleri, sol alt kadran canlı hücreleri ve sağ alt kadran erken apoptoz 

aĢamasındaki hücreleri temsil etmektedir. ġekildeki çubuk grafikler, erken ve geç 

apoptozda bulunan hücrelerin toplam oranı baz alınarak oluĢturulmuĢtur. ABET 

(Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate), MDA-MB-231 hücrelerinde 0.79 mM, MCF-7 

hücrelerinde ise 0.32 mM konsantrasyonunda uygulanmıĢtır. 
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4.8. ABET, Proliferasyon ve Apoptoz Ġle ĠliĢkili Genlerin Transkripsiyonel 

Profilinde DeğiĢime Neden OlmuĢtur 

ABET uygulamasının önceki deney setlerinde gözlemlenen anti-karsinojenik 

etkisinin hücre düzeyindeki etkilerini moleküler düzlemde daha iyi anlayabilmek 

amacıyla hücresel yaĢlanma, DNA tamiri ve apoptoz ile iliĢkili bazı temel genlerin 

ekspresyon profili analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu kapsamda yapılan kantitatif gerçek 

zamanlı PCR (qRT-PCR) çalıĢmaları, hücre döngüsü ve proliferasyonla iliĢkili bazı 

temel genlerin ifade düzeylerinde anlamlı azalmalar olduğunu ortaya koymuĢtur. Gen 

ekspresyonlarındaki değiĢimler kontrol ve ABET ile muamale edilen MDA-MB-231 

hücreleri ve MCF-7 hücreleri için ayrı ayrı karĢılaĢtırılmıĢtır (ġekil 4.8.).  

 

 

ġekil 4.8. ABET uygulamasının MDA-MB-231 ve MCF-7 hücrelerinde gen 

ekspresyon düzeyleri üzerindeki etkileri 

ABET uygulaması, meme kanseri hücrelerinin gen ekspresyon profillerinde 

anlamlı değiĢikliklere yol açmıĢtır. (a) MDA-MB-231 ve (b) MCF-7 hücrelerinde, hücre 

döngüsü, proliferasyon ve apoptoz ile iliĢkili genlerin ifade düzeyleri qRT-PCR ile 

analiz edilmiĢtir. ABET tedavisi, her iki hücre hattında da bazı genlerin ekspresyonunda 

anlamlı düzeyde azalma ile sonuçlanmıĢtır. Kat değiĢimi (FC; fold-change) değerlerine 

göre hesaplanan gen ifadeleri, kontrol grubu ile karĢılaĢtırmalı olarak sunulmuĢtur. 

Ġstatistiksel anlamlılık düzeyleri: ***p <0.001; **p <0.01; *p <0.05; ns: anlamsız (non-

significant). ABET (Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate), MDA-MB-231 hücrelerinde 

0.79 mM, MCF-7 hücrelerinde ise 0.32 mM konsantrasyonunda kullanılmıĢtır. 

 

MDA-MB-231 hücrelerinde hücre döngüsünü düzenleyen CCND1 geninin 

ekspresyonu yaklaĢık 2.3 kat azalmıĢken (p <0.01), MCF-7 hücre hattında bu azalma 

2.82 kata kadar ulaĢmıĢtır (p <0.001). Hücre döngüsünün ilerlemesinde rol oynayan 
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CDK6 geninin ifadesi, MDA-MB-231'de 2,0 kat (p <0.05), MCF-7'de ise 1.92 kat (p 

<0.05) düzeyinde azalmıĢtır. Hücre proliferasyonunun belirteci olan MKI67 geninde ise 

sırasıyla 3.71 kat (p <0.01) ve 2.2 kat (p <0.05) oranında anlamlı düĢüĢler gözlenmiĢtir. 

 

Bunun yanı sıra, meme kanseri geliĢiminde önemli rol oynadığı bilinen DNMT1 

geninin ekspresyon seviyesi, ABET ile iĢlem gören MDA-MB-231 hücrelerinde 6,33 

kat (p <0.01), MCF-7 hücrelerinde ise 1.76 kat (p <0.05) düĢmüĢtür. Ayrıca yalnızca 

MCF-7 hücrelerinde gözlenen bir diğer önemli bulgu, hücre iskeleti organizasyonu ve 

tümör progresyonu ile iliĢkili ANKRD1 geninin 6.46 kat (p <0.01) ve anti-apoptotik 

özellikleriyle bilinen BCL-2 geninin 12.9 kat (p <0.01) düzeyinde baskılanmıĢ 

olmasıdır. Bu bulgular, ABET’in hücre döngüsü regülasyonu, çoğalma ve apoptoz 

süreçlerini moleküler düzeyde etkileyerek tümöral fenotipi zayıflattığını 

düĢündürmektedir. 
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5. TARTIġMA 

 

Meme kanseri, sahip olduğu moleküler çeĢitlilik ve klinik farklılıklar nedeniyle 

tedavisi oldukça karmaĢık olan bir kanser türüdür. Tümör hücrelerinin hormon 

reseptörü ekspresyonundaki değiĢkenlik, genetik ve epigenetik düzeydeki 

düzensizlikler, tümör mikroçevresine adaptasyon kabiliyeti ve kemoterapötik ajanlara 

karĢı geliĢtirdikleri direnç mekanizmaları, mevcut tedavi stratejilerinin etkinliğini ciddi 

ölçüde sınırlamaktadır (Obidiro vd., 2023). Bu nedenle, mevcut tedavi yaklaĢımlarına 

alternatif olabilecek ya da onları destekleyebilecek yeni moleküler hedeflerin ve 

terapötik ajanların belirlenmesi, etkili bir meme kanseri tedavisi geliĢtirilmesi açısından 

büyük önem taĢımaktadır. 

 

Son yıllarda, kolinerjik sistemin non-nöronal komponentlerinin, özellikle 

mAChR’lerin kanser biyolojisindeki rolleri giderek daha fazla ilgi çekmektedir (Muñoz 

ve Calaf, 2023). Muskarinik asetilkolin reseptörleri (mAChR), klasik olarak 

parasempatik sinir sistemi aracılığıyla fizyolojik iĢlevleri düzenleyen G proteinine bağlı 

reseptörlerdir (Calaf vd., 2022). Muskarinik asetilkolin reseptör ailesi beĢ farklı alt 

tipten oluĢmakta olup (M1–M5), bu alt tiplerin hücre içi sinyal yolakları birbirinden 

farklı özellikler sergiler (Calaf vd., 2022). Özellikle M2 alt tipi, Gi/o proteinleri 

aracılığıyla etki göstererek hücre içi cAMP düzeylerinin azalmasına neden olur ve bu 

mekanizma üzerinden hücre çoğalması gibi biyolojik süreçleri baskılayıcı sinyalleri 

devreye sokabilir (Ockenga vd., 2013). Kanser hücrelerinde muskarinik reseptörlerin 

ekspresyon düzeyleri ve fonksiyonları, tümörün hücresel kökenine ve moleküler alt 

tipine göre değiĢiklik gösterebilir (Muñoz ve Calaf, 2023). Mevcut bulgular, Gq 

proteinine bağlı çalıĢan ve hücre içi kalsiyum artıĢına yol açan M3 alt tipinin bazı 

kanser türlerinde proliferatif ve invaziv davranıĢları desteklediğini göstermektedir 

(Fiszman vd., 2007; Halder ve Lal, 2021). Buna karĢın, Gi proteini ile bağlantılı olan 

M2 reseptörlerinin, birçok tümör modelinde hücre büyümesini yavaĢlatıcı ve apoptozu 

tetikleyici yönde etki gösterdiği yönünde artan kanıtlar bulunmaktadır (Cristofaro vd., 

2018; Ferretti vd., 2012; Guerriero vd., 2023; Yavuz vd., 2025). 

 

Bu tez kapsamında kullanılan ABET arekolin türevi bir agonist olup M2 

muskarinik reseptörlerine yüksek afiniteyle bağlanan ve daha önce inflamasyon 
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modellerinde değerlendirilen bir kolinomimetik ajandır (Liu vd., 2002; Tsimpili ve 

Zoidis, 2025). ABET’in farklı kanser türleri üzerindeki biyolojik etkilerine dair 

literatürde kapsamlı ve sistematik bulgular henüz sınırlıdır. Bu eksiklikten yola çıkarak, 

çalıĢmamızda ABET’in meme kanseri hücre hatlarında sahip olabileceği potansiyel 

anti-tümör etkiler detaylı olarak araĢtırılmıĢtır. 

 

In silico moleküler docking analizleri, ABET’in M2 ve M4 reseptörlerine özgül 

bağlanma eğiliminde olduğunu göstermiĢtir. (ġekil 4.1.). M2 reseptörü ile Arg121 gibi 

kritik bölgelerle hidrojen bağları ve hidrofobik etkileĢimler yoluyla kurulan bu 

bağlanma, ilacın reseptör düzeyindeki özgünlüğüne iĢaret etmektedir ve farklı 

çalıĢmalar ile de desteklenmiĢtir (Guerriero vd., 2023; Kruse vd., 2013). Bu sonuç, 

ABET’in M2 reseptörü için seçici aktivasyon potansiyeline sahip olduğunu 

göstermektedir.  Yapılan bir çalıĢmada MCF-7 hücrelerinde M3 reseptörünün non-

selektif bir agonist olan karbakol ile uyarılması kısa vadede hücre içi kalsiyum 

düzeylerini artırarak M3 reseptörü aracılığıyla proliferasyon, göç ve anjiyogenezi 

hızlandırdığını ortaya koymuĢtur (Sales vd., 2019). Ancak aynı çalıĢmada, daha yüksek 

konsantrasyonlarda veya daha uzun süreli muskarinik uyarımın hücre ölümüne yol 

açtığı, bu çift yönlü etkinin de reseptör alt tiplerinin farklı ekspresyon profilleri ve 

uyarım koĢullarına bağlı olduğu vurgulanmıĢtır (Sales vd., 2019).  Dolayısıyla, 

muskarinik yolun terapötik hedeflenmesinde selektivitenin kritik olduğu sonucuna 

varılabilir. ABET gibi seçici bir M2 reseptör agonistinin kullanılması, diğer alt tiplerin 

istenmeyen proliferatif sinyallerini en aza indirerek, anti-tümör etkiyi maksimize etme 

potansiyeline sahiptir. Bu özellik, ABET’i meme kanseri gibi M2 reseptörü eksprese 

eden kanser türlerinde güvenli ve etkili bir antikanser ajan haline getirebilir. 

 

Bu çalıĢmada elde edilen bulgular, arekaidin but-2-ynil ester tosilat (ABET) 

molekülünün meme kanseri hücrelerinde belirgin antiproliferatif ve antimigratuvar 

etkilere sahip olduğunu göstermektedir. ABET, hem triple-negatif fenotipteki MDA-

MB-231 hücrelerinde hem de luminal tip MCF-7 hücrelerinde hücre canlılığını ve 

çoğalmasını doza bağlı biçimde azaltmıĢ, kolon oluĢumunu engellemiĢ ve hücre göçünü 

baskılamıĢtır. Özellikle, ABET MDA-MB-231 hücrelerinde hücre döngüsünü G0/G1 

fazında durdururken, MCF-7 hücrelerinde belirgin apoptotik hücre ölümü indüklemiĢtir 

(ġekil 4.2., ġekil 4.3., ġekil 4.5., ġekil 4.6. ve ġekil 4.7.). Bu sonuçlar, muskarinik 

reseptör aktivitesinin modüle edilmesiyle çeĢitli malignitelerde antikanser etkiler elde 
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edilebileceğine dair var olan çalıĢmalar ile uyumludur. Örneğin; yüksek invazivlik ve 

tedaviye direnç göstermesi ile bilinen glioblastoma multiforme (GBM) üzerine yapılan 

çalıĢmalarda Alessandrini ve arkadaĢları, M2 muskarinik reseptörlerinin glioblastoma 

kök hücrelerinde proliferasyonu ve hayatta kalmayı hücrelerde mitotik ilerlemenin 

bozulmasına ve apoptozun artmasına bağlı olarak negatif yönde modüle ettiğini 

göstermiĢtir (Alessandrini vd., 2015). Ayrıca, Di Bari ve arkadaĢları, M2 reseptörünün 

seçici agonistlerle uyarılmasının hücre çoğalmasını engellediğini, oksidatif stres ile 

sitotoksik ve genotoksik etkilere neden olduğunu, bunun da hücrelerde otofaji yolunu 

tetiklediğini ortaya koymuĢtur. M2 aracılı otofajik yanıtın, kanserde yaygın biçimde 

aktif olan PI3K/AKT/mTOR yolaklarının baskılanması ve AMPK aktivasyonunun 

artmasıyla iliĢkili olduğu, neticede apoptoz oranının da yükseldiği rapor edilmiĢtir (Di 

Bari vd., 2021). Bu bulgular, M2 muskarinik reseptörlerinin glioblastoma tedavisinde 

potansiyel bir hedef olabileceğini göstermektedir. Pacini ve arkadaĢları, M2 reseptör 

agonisti Arecaidine'in T24 mesane kanseri hücrelerinde proliferasyon ve migrasyonu 

anlamlı Ģekilde azalttığı ve bu etkinin spesifik olarak M2 reseptör aracılı olup, M1 veya 

M3 reseptörlerinin bloke edilmesinin arekaidinin antiproliferatif etkisini engellemediği 

gösterilmiĢtir (Pacini vd., 2014). Bu bulgu, M2 reseptörlerinin mesane kanseri 

tedavisinde potansiyel bir hedef olabileceğini ortaya koymaktadır. Benzer Ģekilde Taggi 

ve arkadaĢları, M2 agonisti olan arekaidin propargil esteri (APE) kullanılarak 

oluĢturulan M2 reseptör aktivasyonunun SKOV-3 ve TOV-21G over kanseri 

hücrelerinde hücre büyümesini ve hayatta kalmayı inhibe ettiğini, ayrıca G2/M fazında 

hücre döngüsü duraksamasına ve apoptoza yol açtığını bildirmiĢtir (Taggi vd., 2022).  

 

Tüm bu çalıĢmalara ek olarak elde ettiğimiz bulgular, özellikle meme kanseri 

bağlamında mevcut literatürle uyum göstermektedir. Triple-negatif meme kanseri hücre 

hattı olan MDA-MB-231 hücrelerinde gerçekleĢtirilen çalıĢmada, muskarinik 

agonistlerin kemoterapötik ajanlarla birlikte kullanılmasının tümör ilerlemesini 

yavaĢlatabileceğini ortaya koymuĢtur (A. J. Español vd., 2020). Español ve arkadaĢları, 

düĢük konsantrasyonda kullanılan karbakol (geniĢ spektrumlu bir muskarinik reseptör 

agonisti) veya M2 alt tipine seçici bir agonist olan APE'nin paklitaksel ile 

kombinasyonunun, MDA-MB-231 hücrelerinde hücre canlılığını belirgin Ģekilde 

düĢürdüğünü ve hücre göçünü anlamlı biçimde baskıladığını göstermiĢlerdir. Ek olarak 

bu kombinasyon tedavisinin çoklu ilaç direnç pompası ABCG2 ve büyüme faktörü 

reseptörü EGFR ekspresyonunu da düĢürerek hem in vitro hücre kültüründe hem de in 



40 

vivo çıplak fare modellerinde anti-anjiyogenik ve anti-tümör etkiler oluĢturduğunu 

belirtmiĢlerdir (A. J. Español vd., 2020). Özellikle, hormonal tedavilere yanıt vermeyen 

veya hedefe yönelik güncel ajanlara direnç geliĢtirmiĢ TNBC alt tiplerinde, muskarinik 

M2 yolunun hedeflenmesi önemli bir alternatif strateji olabilir. Bu yönüyle ABET, 

meme kanserinin tedavisinde kullanılmakta olan konvansiyonel ajanlara kıyasla farklı 

bir etki mekanizması sunmaktadır. 

 

Bu bulguların tümü M2 reseptörlerinin aktivitesinin çeĢitli kanserlerde 

proliferasyon karĢıtı ve pro-apoptotik bir yolak olarak iĢlev gördüğünü vurgulamaktadır 

ve yeni bir terapötik hedef olarak önemli bir rol oynayabileceğini göstermekte; aynı 

zamanda çalıĢmamıza destek sağlamaktadır. 

 

ABET’in BC hücreleri üzerindeki anti-proliferatif etkisini daha iyi anlayabilmek 

amacıyla belirli anti-proliferatif genlerin ekspresyon seviyelerinin incelenmesi 

sonucunda hücre döngüsü ve apoptozla iliĢkili genlerin ekspresyon düzeylerinde 

anlamlı değiĢiklikler bulunmuĢtur (ġekil 4.8). Özellikle, tedavi sonrası onkogenez ve 

hücre döngüsü ile bağlantılı bazı genlerin (ör. CCND1, CDK6 ve MKI67) transkript 

düzeyleri her iki hücre hattında da anlamlı ölçüde azalırken apoptoz ve metastazla 

iliĢkili ANKRD1 ve BCL2 gen ekspresyonunda özellikle MCF-7 hücrelerinde belirgin 

bir düĢüĢ saptanmıĢtır. Bu değiĢiklikler, ABET'in antiproliferatif ve proapoptotik 

etkilerini moleküler düzeyde desteklemektedir.  

 

Ankyrin Repeat Domain 1 (ANKRD1) geni kodladığı ankyrin tekrar domainli 

protein sayesinde hücrede gen ekspresyonunu düzenleyici bir kofaktör olarak görev 

yapar ve kanserde metastaz ile iliĢkili bir gendir (Diskul-Na-Ayudthaya vd., 2024). 

Triple-negatif ve yüksek metastatik meme kanseri hücrelerinde ANKRD1’in aĢırı 

eksprese edildiği, bunun NF-κB ve MAGE-A6 sinyal yollarını aktive ederek tümör 

hücrelerinin invazyon ve metastaz potansiyelini artırdığı gösterilmiĢtir (Diskul-Na-

Ayudthaya vd., 2024). ANKRD1 gen ekspresyonunun MCF-7 hücrelerinde ABET 

uygulaması sonrasında anlamlı bir Ģekilde azaldığı gözlemlenmiĢtir (ġekil 4.8.). 

ANKRD1'in metastaz ve invazyonu destekleyici bir rol oynadığı göz önüne alındığında, 

ABET uygulaması sonrasında ANKRD1 ekspresyonunun azalması bu bileĢiğin anti-

invaziv özellikleri ile uyumludur. Literatürde ANKRD1’in genetik olarak baskılanması, 

meme kanseri hücrelerinin göç ve invazyon kapasitelerinde belirgin bir düĢüĢe yol 



41 

açtığı belirtilmiĢtir (Diskul-Na-Ayudthaya vd., 2024). Bu bağlamda, ABET'in MCF-7 

hücrelerinde ANKRD1 ekspresyonunu azaltması, literatürle tutarlı olarak anti-

metastatik bir etkiyi iĢaret etmektedir. Ancak MDA-MB-231 hücrelerinde ANKRD1 

ekspresyonunda belirgin bir değiĢiklik saptanmamıĢtır (ġekil 4.8.). Bu durum literatürde 

beklenenle tam olarak örtüĢmemektedir, çünkü daha agresif fenotipli MDA-MB-231’de 

de ANKRD1’in azalması öngörülmektedir. Fakat MDA-MB-231 hücrelerinin TP53 

geninde mutasyon taĢıması sebebiyle p53 sinyal yolunun aktif olmaması bu durumun 

bir sebebi olabilir (Wong, 2021). MDA-MB-231 hücrelerinde ABET'in ANKRD1 

seviyelerini belirgin bir Ģekilde azaltamaması, bu bileĢiğin bu hücrelerdeki anti-

metastatik etkilerinin farklı mekanizmalar aracılığıyla ortaya çıktığını 

düĢündürmektedir. Bu durum, hücre iskeleti dinamikleri veya diğer genlerin 

düzenlenmesi gibi alternatif yolakların devreye girdiğini iĢaret edebilir. Buna karĢılık, 

MCF-7 hücrelerinde ANKRD1'in baskılanması, ABET'in özellikle epitelyal 

karakteristikler sergileyen hücre hatlarında metastazı engelleyici bir etkiye sahip 

olduğunu gösterebilir. Bu bulgu, ABET'in hücre tipine bağlı olarak farklı anti-

metastatik mekanizmalar kullanabileceğini ortaya koymaktadır. 

 

B-Cell Lymphoma 2 (BCL2) geni intrinsik apoptotik yolda görev yapan önemli 

bir anti-apoptotik faktördür ve hücrelerde mitokondriyal dıĢ zar permeabilitesini 

engelleyerek programlanmıĢ hücre ölümünü baskılar (Honma vd., 2015). Birçok kanser 

türünde BCL2 geninin aĢırı ekspresyonu sonucunda tümör hücrelerinde hayatta kalmayı 

arttırarak ve tedaviye direnç geliĢimine katkıda bulunduğu bilinmektedir (Honma vd., 

2015). BCL2 geninin çeĢitli tümörlerde tedavi sonrası kötü prognoz veya tedaviye 

direnç ile iliĢkili olduğu bilinmektedir (Honma vd., 2015). Sonuçlarımızda MCF-7 

hücrelerinde ABET uygulaması sonrasında BCL2 gen ekspresyonunda belirgin bir 

azalma gözlenmiĢ ve bu durum hücrelerde artmıĢ apoptoz ile paralel seyretmiĢtir (ġekil 

4.7. ve ġekil 4.8.). Östrojen reseptör pozitif meme kanseri hücrelerinde, apoptotik 

uyarıların BCL-2 seviyelerini azaltarak hücre ölümünü tetiklediği bilinmektedir (24). 

Örneğin, tamoksifen ile tedavi edilen MCF-7 hücrelerinde, BCL2’nin mRNA ve protein 

düzeylerinde gözlenen azalmadan dolayı hücre ölümünü tetikleyen bir süreçle bağlantılı 

olduğu söylenmiĢtir (Zhang vd., 1999). ABET’in MCF-7 hücrelerinde BCL2 

ekspresyonunu baskılaması durumu da hücreleri apoptoza daha duyarlı hale getirmesi 

açısından literatürle örtüĢmektedir. Bu durum, ABET’in proapoptotik etkisinin bir 

göstergesi olarak değerlendirilebilir. Buna karĢın, MDA-MB-231 hücrelerinde ABET 
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tedavisi sonrasında BCL2 ekspresyonunda belirgin bir değiĢiklik tespit edilmemiĢtir 

(ġekil 4.8.). Bu durum, literatürde üçlü negatif meme kanseri (TNBC) hücrelerinin 

genellikle düĢük bazal BCL-2 düzeylerine sahip olması ile örtüĢmektedir (Honma vd., 

2015). ABET’in MDA-MB-231 hücrelerinde BCL-2 ekspresyonunu belirgin Ģekilde 

değiĢtirmemesi, TNBC’ye özgü düĢük BCL-2 seviyeleri ve farklı apoptotik direnç 

mekanizmaları ile uyumlu bir durum olarak değerlendirilebilir. Bu hücre hattında 

ABET'in esas etkisinin hücre döngüsünü durdurarak proliferasyonu baskılamak olduğu, 

apoptozun ise daha geri planda kaldığı düĢünülebilir.  

 

Cyclin D1 (CDK1) Hücre döngüsünün G₁/S geçiĢinde önemli bir düzenleyicidir 

ve hücrelerin bölünmeye hazırlanmasında kritik bir rol oynar. Bu protein, CDK4/6 

kinazları ile birleĢerek retinoblastoma (RB) proteininin fosforilasyonunu tetikler. 

Fosforile olan RB proteini, E2F transkripsiyon faktörlerini serbest bırakır ve bu 

faktörlerin aktif hale gelmesi, hücrenin S fazına geçiĢini sağlar (Montalto ve De Amicis, 

2020). Normal hücrelerde CCND1 geninin ekspresyonu sıkı bir biçimden kontrol edilir 

fakat kanser hücrelerinde bu genin aĢırı ekspresyonu sıklıkla mevcuttur. Kanser 

hücrelerindeki bu CCND1 aĢırı ekpresyonu nedeniyle kontrolsüz büyüme meydana 

gelmektedir (Montalto ve De Amicis, 2020). Özellikle aĢırı CCND1 düzeylerini BC’de 

ele alacak olursak; meme kanserlerinin yaklaĢık yarısında bu gende meydana gelen 

amplifikasyonlar veya aĢırı ekspresyonlar ile karĢılaĢılır (Montalto ve De Amicis, 

2020). ABET tedavisi sonrasında, CCND1 gen ekspresyonunun hem MDA-MB-231 

hem de MCF-7 hücre hatlarında belirgin Ģekilde azaldığı saptanmıĢtır (ġekil 4.8.). Bu 

azalma ABET’in hücre döngüsünü durdurucu etkisiyle doğrudan iliĢkilidir ve literatürde 

beklenen yöndedir. Hücre proliferasyonunun baskılanması durumunda Cyclin D1 

seviyelerinin düĢmesi yaygın bir olgudur (Wang vd., 2024). CDK1’in baskılanması 

sonucunda hücre döngüsünün G1 fazında durarak hücre çoğalmasını baskılar (Wang 

vd., 2024). Bu bağlamda, ABET’in CCND1 ekspresyonunu azaltması, hücrelerin G1 

aĢamasında ilerlemesini engelleyerek proliferasyonun baskılanmasına katkıda 

bulunuyor olabilir. Bu etki, her iki hücre hattında da gözlenen hücre çoğalmasının 

azalmasıyla uyumlu görünmektedir (ġekil 4.6.). Bu da ABET’in anti-proliferatif 

etkisinin bir yansıması olarak değerlendirilebilir. 

 

Siklin Bağımlı Kinaz 6 (CDK6) geni G1 fazında siklin D ile kompleks oluĢturur 

ve aktif hale gelerek RB proteininin fosforilasyonunu sağlar. Bu özelliği sayesinde 
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CDK4 ile G1 fazından S fazına geçiĢin temel düzenleyicilerinden birisidir (X. Wang 

vd., 2024). Pek çok kanserde CDK6’nın aĢırı ekspresyonu sonucunda mitojenik 

sinyaller olmaksızın hücre bölünmesi meydana gelir (Wang vd., 2024). Özellikle 

hormon reseptör pozitif meme kanserlerinde siklin D–CDK4/6 ekseninin sıkça 

bozulduğu ve bu yüzden CDK4/6 inhibisyonunun bu kanserlerde etkin bir tedavi 

stratejisi olduğu bilinmektedir (Wang vd., 2024). FDA onaylı CDK4/6 inhibitörleri 

(palbosiklib, ribosiklib, abemaciklib gibi) endokrin tedavi ile kombine edilerek HR+ 

metastatik meme kanseri hastalarında etkili tedavi sağlanabilmektedir (Wang vd., 

2024). ÇalıĢmamızda BC hücrelerine ABET uygulamasının CDK6 geninin 

ekspresyonunu her iki hücre hattında da anlamlı biçimde düĢürdüğü görülmüĢtür (ġekil 

4.8). Bu sonuç CCND1 geninde gözlenen düĢüĢ ile ele alındığında ABET’in G1 ve S 

fazındaki geçiĢte görevli olan siklin D1-CDK4/6 kompleksini baskıladığını 

göstermektedir ve bu bulgular ABET’in antiproliferatif etkisinin moleküler bir 

göstergesidir. 

 

DNA Metiltransferaz 1 (DNMT1) geni hücre bölünmesi sırasında genomik 

DNA’nın metilasyonundan sorumludur (Wong, 2021). DNMT1, replikasyon sırasında 

oluĢan çatalda, yeni sentezlenen ipliğe ebeveynden gelen metilasyon iĢaretlerini 

kopyalayarak epigenetik bilgilerin sürekliliğini sağlamaktadır (Wong, 2021). Bu 

iĢlevleri sayesinde genomda kararlılık sağlar ve gen regülasyonunda önemli bir rol alır. 

Özellikle tümör supresör genlerin promotor bölgelerini metilleyerek ekspresyonlarını 

azaltabilir ve böylece kanserli hücrelerde apoptozu baskılayarak proliferasyonu arttırıcı 

bir etki gösterebilir (Honma vd., 2015). Örneğin, TNBC’de DNMT1 seviyelerinin 

yüksekliği bu tümörlerin kötü prognoz göstermesine katkıda bulunan bir etken olarak 

tanımlanmıĢtır ve DNMT1 geni bu alt grup için potansiyel bir tedavi olarak 

önerilmektdir (Wong, 2021). DNMT1’i hedef alan demetilasyon ajanlarının (örneğin 

decitabin gibi) TNBC hücrelerinde proliferasyonu baskıladığı ve apoptozu tetiklediği 

deneysel çalıĢmalarla desteklenmiĢtir (Wong, 2021). Li ve arkadaĢlarının çalıĢmasında, 

DNMT1'in susturulmasının veya inhibitör uygulamasının, meme kanseri hücrelerinde 

epitel-mezenkimal geçiĢ (EMT) ile iliĢkili genlerin ifadesini değiĢtirdiği gösterilmiĢtir. 

Özellikle E-cadherin düzeylerinde artıĢ, N-cadherin ve Vimentin ekspresyonunda 

azalma gözlenmiĢ ve bu değiĢimler hücrelerin invazyon ve göç kabiliyetini 

baskılamıĢtır. Ayrıca DNMT1'in baskılanması, tümör iliĢkili makrofajların (TAM) 

tümör hücreleri üzerindeki metastatik etkisini de azaltmıĢ, bu da DNMT1'in tümör 
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mikroçevresinde metastazı kolaylaĢtıran bir rol oynadığını göstermiĢtir (Li vd., 2022). 

Elde ettiğimiz sonuçlar, ABET'in DNMT1 ekspresyonunu azaltmasının antineoplastik 

etkilerinin bir parçası olduğunu göstermektedir. Literatürde sıklıkla yüksek DNMT1 

seviyelerinin olumsuz bir prognozla iliĢkili olduğu belirtilirken, ABET'in bu enzimi 

baskılayarak hücrelerde faydalı bir epigenetik yeniden düzenlemeyi tetikleyebileceği 

öne sürülebilir. 

 

MKI67 (Marker of Proliferation Ki-67) geni, hücre bölünmesi sırasında aktif 

olan Ki-67 antijenini kodlayan bir gendir. Ki-67 proteini, hücre döngüsünün aktif 

aĢamaları olan geç G1, S, G2 ve M fazlarında bulunur, ancak dinlenme durumundaki 

G0 fazında yer almaz (Zhang vd., 2021). Bu nedenle, Ki-67 hücrelerin çoğalma 

potansiyelini yansıtan güvenilir bir gösterge olup, tümör patolojisinde yaygın Ģekilde 

kullanılan bir proliferasyon belirtecidir (Zhang vd., 2021). Cerrahi olarak çıkarılabilir 

meme kanseri vakalarında, tümör hücrelerindeki Ki-67 indeksi prognostik bir gösterge 

olarak kabul edilir ve yüksek Ki-67 oranları, daha hızlı çoğalan ve daha kötü klinik 

seyir gösterme potansiyeline sahip tümörlerle iliĢkilidir (Zhang vd., 2021). ABET 

tedavisi sonrasında MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre hatlarında MKI67 gen 

ekspresyonunun belirgin ölçüde azaldığı tespit edilmiĢtir (ġekil 4.8). Ki-67 

düzeylerindeki bu düĢüĢ, ABET’in hücre proliferasyonunu baskıladığını doğrudan 

yansıtmaktadır. Literatürde de çeĢitli antiproliferatif tedavilerin Ki-67 indeksini 

düĢürdüğü iyi bilinmektedir; örneğin neoadjuvan endokrin tedavi alan hastaların tümör 

biyopsilerinde birkaç haftalık tedavi sonunda Ki-67 oranlarının belirgin Ģekilde azaldığı 

ve bunun tedavinin etkinliğine iĢaret ettiği gösterilmiĢtir (Zhang vd., 2021). Hücre 

kültürü düzeyinde de, proliferasyonu engelleyen ajanlar uygulandığında MKI67 geninin 

transkripsiyonunun azaldığı ve Ki-67 protein seviyelerinin düĢtüğü saptanmıĢtır (Zhang 

vd., 2021). MDA-MB-231 hücrelerinde ABET uygulamasıyla Ki-67 pozitif hücre 

oranının düĢmesi, hücre döngüsünün G1 fazında durdurulduğunu ve çok az hücrenin 

bölünmeye devam ettiğini göstermektedir. Benzer Ģekilde, MCF-7 hücrelerinde de 

ABET tedavisi sonrası canlı kalan hücrelerde proliferatif aktivitenin azaldığı, Ki-67 

ekspresyonunun düĢmesinden anlaĢılmaktadır. ÇalıĢmamızda elde edilen bu sonuçlar 

literatürdeki tablo ile örtüĢmektedir ve genel olarak ABET tedavisinin MDA-MB-231 

ve MCF-7 meme kanseri hücre hatlarında gen ekspresyonu düzeyinde oluĢturduğu 

etkiler, ilacın antiproliferatif ve proapoptotik özellikleriyle uyumlu bir moleküler profil 

ortaya koymuĢtur. 



45 

 

Sonuç olarak, ABET’in meme kanseri hücre hatlarında sergilediği 

antiproliferatif, antimigratuvar ve apoptotik etkiler, muskarinik M2 reseptörünün 

onkolojik tedavide umut vadeden bir hedef olduğunu teyit etmektedir. Literatürde farklı 

kanser türlerinde M2 agonistleri ile gözlemlenen benzer antitümör aktiviteler bu 

çalıĢmanın bulgularını desteklemektedir. Bu sonuçların ve varsayımların etkili bir 

tedaviye dönüĢebilmesi adına kapsamlı moleküler araĢtırmaların ardından in-vivo testler 

olası toksisite çalıĢmaları da yapılmalıdır. Bu çalıĢma yalnızca ABET’in kanser 

üzerindeki etkisine değil; son zamanlarda araĢtırılan muskarinik reseptör hedefli kanser 

araĢtırmalarına da katkı sağlamaktadır.  
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6. SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 

 

6.1. Sonuçlar 

Meme kanseri (BC), mevcut tedavi seçeneklerinin sınırlı etkinliği nedeniyle 

küresel bir sağlık sorunu olmayı sürdürmektedir. Bu bağlamda, BC tedavisine yönelik 

yenilikçi tedavi yaklaĢımlarının ve yeni ilaçların geliĢtirilmesi kritik bir gerekliliktir. Bu 

çalıĢmada, M2 muskarinik reseptörün seçici bir agonisti olan ABET'in, meme kanseri 

hücre modellerinde potansiyel antineoplastik etkileri ayrıntılı bir Ģekilde incelenmiĢtir. 

 

Yapılan moleküler yerleĢtirme (docking) analizleri ABET'in M2 ve M4 

muskarinik reseptörlerine güçlü bir bağlanma eğilimi gösterdiğini ortaya koymuĢ ve bu 

reseptörlerin aracılık ettiği biyolojik etkilerin yapısal temelini desteklemiĢtir. Moleküler 

ve hücresel düzeyde gerçekleĢtirilen deneylerle, ABET uygulamasının meme kanseri 

hücrelerinde hücre yaĢamsallığı, klonojenik kapasite, göç yeteneği, proliferasyon, 

apoptoz oranları, tümör oluĢumu ve gen ekspresyon profillerindeki değiĢimler 

üzerindeki etkileri kapsamlı bir Ģekilde incelenmiĢtir. Yapılan deneyler, ABET 

uygulamasının hücrelerin yapıĢmaya dayalı ve bağımsız klonojenik kapasitesini 

baskıladığını, hareketliliklerini azalttığını ve genel hücre canlılığını düĢürdüğünü 

göstermiĢtir.  

 

Özellikle dikkat çeken bir bulgu, ABET'in farklı meme kanseri hücre hatlarında 

hücre tipine özgü farklı biyolojik tepkilere yol açtığını ortaya koymuĢtur. MDA-MB-

231 hücrelerinde hücre çoğalmasının belirgin Ģekilde yavaĢladığı gözlemlenirken, 

MCF-7 hücrelerinde apoptoz oranında anlamlı bir artıĢ tespit edilmiĢtir. Bu farklılık, 

ABET'in hücreler üzerindeki etkilerinin hücre tipine bağlı olarak değiĢebileceğini 

göstermektedir. 

 

Ek olarak, gen ekspresyon analizleri, ABET tedavisinin hücre büyümesi ve 

hayatta kalma ile doğrudan iliĢkili olan bazı önemli genlerin (CCND1, CDK6, MKI67) 

ve epigenetik düzenlemeyi sağlayan DNMT1'in ekspresyonunu baskıladığını ortaya 

koymuĢtur. Bu sonuçlar, ABET'in hücre çoğalması, hücre döngüsü ilerleyiĢi ve DNA 

onarım mekanizmalarını hedef alarak kanser hücrelerinde biyolojik iĢlevleri 
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değiĢtirebileceğini göstermektedir. Elde edilen bu veriler ıĢığında ABET’in M2 

muskarinik reseptörünü hedef alan yenilikçi bir meme kanseri tedavisi sunabilecek 

potansiyelde olduğunu güçlü bir Ģekilde ortaya koymaktadır. 

6.2. Öneriler 

Bu çalıĢma ile ABET’in meme kanseri tedavisinde güçlü bir aday olabileceği 

düĢünülmektedir. Fakat bu potansiyelin klinik uygulamaya geçebilmesi için daha 

kapsamlı ve çok yönlü araĢtırmalara ihtiyaç duyulmaktadır. Ġlk olarak, ABET'in 

etkinliğinin ve güvenliğinin in-vivo modellerde, yani hayvan deneylerinde 

değerlendirilmesi gerekmektedir. In-vivo bir modelleme ile ABET'in biyoyararlanımı, 

doku dağılımı, metabolik kararlılığı ve olası sistemik toksisite profili hakkında kritik 

verilere ulaĢılarak güçlü bir aday olup olmadığı konusunda önemli veriler elde edilmesi 

sağlanabilir. 

 

Ayrıca, ABET'in M2 ve M4 muskarinik reseptör alt tiplerine bağlanma 

özelliklerinin ve bu reseptörlerin hücresel iĢlevler üzerindeki etkilerinin daha ayrıntılı 

incelenmesi gerekmektedir. Reseptör spesifikliğinin ve sinyal yolaklarının 

aydınlatılması, ABET'in etki mekanizmasının netleĢtirilmesine katkı sağlayacaktır. Bu 

amaçla, gen susturma veya aĢırı ekspresyon modelleriyle M2 ve M4 reseptörlerinin 

seçici olarak hedeflenmesi, ABET'in hangi reseptör üzerinden daha güçlü bir terapötik 

etki sağladığını belirlemeye olanak tanıyabilir. 

 

Bu çalıĢmada ABET'in yalnızca meme kanseri hücre hatları (BC) üzerinde 

incelenmiĢ olması, ilacın sağlıklı meme hücreleri üzerindeki etkileri hakkında sınırlı 

bilgi sunmaktadır. Ancak, potansiyel bir terapötik ajanın klinik güvenliği ve seçiciliği 

açısından, ABET'in sağlıklı meme hücrelerinde de test edilmesi kritik öneme sahiptir. 

Sağlıklı hücrelerde ABET'in toksisiteye yol açmadan kanser hücrelerine özgü etkiler 

gösterebilmesi, tedavinin güvenliğini ve spesifikliğini doğrulamak için gereklidir. Bu 

nedenle, gelecekteki çalıĢmalar ABET'in sağlıklı meme hücrelerinde hücre çoğalması, 

apoptoz ve gen ekspresyonu üzerindeki etkilerini araĢtırmalı, kanser hücrelerine kıyasla 

bu hücrelerde nasıl bir biyolojik yanıt oluĢturduğunu ortaya koymalıdır. 

 

Gelecekteki araĢtırmalar, ABET'in diğer kanser tedavileriyle birlikte kullanım 

potansiyelini de değerlendirmelidir. Hedefe yönelik tedaviler, kemoterapi ajanları veya 
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immünoterapiler ile kombinasyonlarının ABET'in terapötik etkinliğini nasıl etkilediği 

incelenmelidir. Özellikle, hücre döngüsünü düzenleyen ajanlar, DNA hasarını onaran 

enzimlerin inhibitörleri veya bağıĢıklık yanıtını modüle eden bileĢiklerle sinerjik etkiler 

oluĢturup oluĢturmadığı araĢtırılmalıdır. Bu tür kombinasyon stratejileri, ABET'in daha 

düĢük dozlarda etkinlik göstererek yan etki riskini azaltma ve tedavi etkinliğini artırma 

potansiyeline ıĢık tutabilir. 

 

Bu öneriler, ABET'in meme kanseri tedavisinde klinik bir seçenek olarak 

potansiyelini daha belirgin hale getirerek bu molekülün mevcut tedavi protokollerine 

entegre edilebilmesi için sağlam bilimsel veriler sunabilir. 
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