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ÖZET 

Tanju Tütüncü 

“Meme kanseri hücrelerinde kanonik ve kanonik olmayan Wnt yolaklarının 

baskılanması ile kanser kök hücre popülasyonunun ve dediferansiasyonun 

azaltılması” Başkent Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Tıbbi Biyoloji Doktora 

Tezi, 2023 

Meme kanseri kadınlarda en sık görülen kanser tipidir. Erken tanı konulan vakalarda tedavi 

başarısı yüksek olmasın rağmen lokal ilerlemiş veya metastatik vakalarda tedavi başarısı 

düşmektedir. İlk aşamada başarılı görünen tedaviye rağmen, meme kanserleri aylar veya 

yıllar sonra bile lokal nüks veya uzak metastazlar ile karşımıza çıkabilmektedir. Bu süreçte 

tümör hücrelerinin diferansiasyonunun azalması, yeni mutasyonların birikimi, dirençli 

kanser kök hücrelerinin (KKH) oluşumu, KKH’nin uyku moduna geçip tedaviden 

saklanması gibi mekanizmalar literatürde tartışılmaktadır. Meme kanserlerinde tedavi 

etkinliğini artırmak için KKH oluşumunu etkileyen hücre içi (Wnt, Notch, Hedgehog vb) 

yolak inhibitörleri, KKH yüzey işaretçilerini hedefleyen immünoterapi yöntemleri, KKH 

çoğalmasını uyaran VEGF/VEGFR2, CXCR4 gibi sinyal aks inhibitörleri veya monoklonal 

antikorlar, apoptozis veya diferansiasyonu uyaran KKH bölünmesini engelleyen histon 

deasetilaz (HDAC) enzimlerini hedef alan tedaviler deneme aşamasındadır.  

ER+ ve üçlü negatif meme kanser hücre hatları ile gerçekleştirdiğimiz çalışmamızda 

literatür ile uyumlu olarak üçlü negatif meme kanser hücrelerinin daha saldırgan yapısını, 

daha yüksek orandaki KKH varlığını ve bunlara ait moleküler belirteçler gösterilmiştir. 

Wnt klasik yolak ile kombine olarak diğer yolakların baskılanmasını gerçekleştirerek üçlü 

negatif meme kanseri hücre hattı MDA-MB-231’de özellikle 24. saat bulgularında KKH 

popülasyonunun azaltılması yönünde net bulgular elde edilmiştir.  

Çalışmamızda literatürde ilk defa olarak klasik Wnt yolağı ile birlikte thapsigargin 

kullanarak meme kanser hücre hatlarında Wnt-kalsiyum yolağı kombine blokajı 

gerçekleştirilmiştir.  

Çalışmamız daha önce tek bir çalışmada önerilen Wnt klasik yolak ve Wnt-kalsiyum 

yolağı sinerjisinin varlığını kanser hücreleri üzerinde test ederek doğrulamıştır.  

Niklosamid ile LRP5/6 reseptörü üzerinden gerçekleştirilen Wnt klasik yolak 

baskılanmasının çok etkili olduğu ve bunun Wnt-kalsiyum ya da diğer kombinasyonlar ile 
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kullanılmasının üçlü negatif meme kanserlerinde KKH leri azaltmada etkin olduğu ortaya 

konulmuştur. 

Çalışmamızın sonuçları, özellikle dünyada meme kanserleri içinde %12-15’i bulan üçlü 

negatif meme kanserlerinde hedeflenmiş tedavi gerekliliğini desteklemektedir. 

Çalışmamızın sonuçlarının önemli bir mortalite sebebi olan meme kanserli hastalar için 

KKH aktivitesini belirleyen mekanizmaların aydınlatılması ve yeni hedeflenmiş tedavi 

seçenekleri geliştirilmesi için yol göstereceğini düşünüyoruz. 

Anahtar kelimeler: Wnt, kanser kök hücresi, beta-catenin, niklosamid, XAV939, 

thapsigargin 

Bu çalışma Başkent Üniversitesi Tıp ve Sağlık Bilimleri Araştırma Kurulu tarafından 

onaylanmıştır (Proje No. DA20/24) ve Başkent Üniversitesi Araştırma Fonu 

tarafından desteklenmiştir. 
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ABSTRACT 

Tanju Tütüncü 

“Decreasing cancer stem cell population and dedifferentiation in breast cancer cells 

by selective inhibition of canonical and non- canonical pathways of Wnt signaling.” 

Başkent University Institute of Health Sciences, Medical Biology Doctorate, 2023 

Summary 

Breast cancer is the most common cancer in women. Although success rate of treatments 

is high in early diagnosed cases, treatment success rate decreases in locally advanced and 

metastatic cases. Surgery, radiotherapy, chemotherapy or different combinations of those 

are being used fort he treatment of breast cancer. Despite the treatment modalities that seem 

to be successful in the beginning, breast cancer may come out with local recurrence or 

distant metastasis months or years after the treatment. For this late recurrence process, 

many mechanisms including dedifferentiation of tumor cells, accumulation of new 

mutations, development of resistant cancer stem cells (CSC), CSCs getting into dormancy 

and escaping from therapeutic modalities are all being discussed in the literature. In order 

to increase treatment effectiveness for breast cancer, different treatment modalities 

including inhibitors for pathways related to CSC formation (Wnt, Notch, Hedgehog etc), 

immunotherapy methods for CSC surface markers, inhibitors or monoclonal antibodies for 

signal pathways which stimulate CSC proliferation such as VEGF/VEGFR2, CXCR4; 

therapies targeting histone deacetylase enzyme (HDAC) to prevent CSC proliferation or 

stimulate apoptosis and differentiation, are all under clinical investigation. Today, several 

therapeutic molecules especially acting on Notch1, Hedgehog and Wnt signalling 

pathways, are shown to be effective in clearing CSCs in some preclinical studies.  

In our study with ER+ and triple-negative breast cancer cell lines, the more 

aggressive structure of triple-negative breast cancer cells, the presence of higher rates of 

CSC and their molecular markers were shown in accordance with the literature. Clear 

findings were obtained in favor of reducing the CSC populations, especially in the 24th 

hour findings in the MDA-MB-231 cell line by suppression of canonical and other non-

canonical Wnt pathways in combination.  

In our study, for the first time in the literature, combined blockade of the Wnt-

calcium pathway combination with the canonical Wnt pathway was performed in breast 

cancer cell lines using thapsigargine. Our study confirmed the existence of the synergy of 
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the Wnt classical pathway and the Wnt-calcium pathway, which was previously proposed 

in a single study, by testing it on cancer cells.  

Wnt classical pathway suppression via the LRP5/6 receptor with niclosamide has 

been shown to be very effective and its use with Wnt-calcium or other combinations has 

been shown to be effective in reducing CSCs in triple-negative breast cancers.  

The results of our study supports the need for targeted treatment, especially in triple-

negative breast cancers, which account for 12-15% of breast cancers in the world. We 

believe that the results of our study will lead to the elucidation of the mechanisms that 

determine CSC activity in patients with breast cancer, which is an important cause of 

mortality, and to develop new targeted treatment options. 

Keywords: Wnt, cancer stem cell, beta-catenin, niclosamide, XAV939, thapsigargine 

This study was approved by Başkent University Medicine and Health Sciences 

Research Board (Project No. DA20/24) and supported by Başkent University 

Research Fund. 
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1. GİRİŞ

Meme kanseri günümüzde kadınlarda en sık görülen kanser tipidir. Son yıllarda tarama 

ve doku tanı yöntemlerinin yaygınlaşması ile tanı konulan vaka sayısı artmakla birlikte 

erken tanı başarısının artması ile 5 yıllık sağkalım oranları %87’ye kadar yükselmiştir (1, 

2). Meme kanserleri, hormon reseptörü pozitif olan iyi diferansiye tiplerden üçlü negatif 

olan östrojen, progesteron reseptörü ve HER2 negatif (triple negative breast cancer) olan 

az diferansiye tiplere kadar çok farklı histopatolojik tiplerle karşımıza çıkabilmektedir. 

Erken tanı konulan vakalarda tedavi başarısı yüksek olmasın rağmen lokal ilerlemiş veya 

metastatik vakalarda tedavi başarısı düşmektedir. Tedavide cerrahi, radyoterapi, 

kemoterapi ve bunların farklı kombinasyonları kullanılmaktadır. Ancak ilk aşamada 

başarılı görünen tedaviye rağmen, meme kanserleri aylar veya yıllar sonra bile lokal nüks 

veya uzak metastazlar ile karşımıza çıkabilmektedirler. Bu süreçte tümör hücrelerinin 

diferansiasyonunun azalması, yeni mutasyonların birikimi, dirençli kanser kök hücrelerinin 

(KKH) oluşumu, KKH nin uyku moduna geçip tedaviden saklanması gibi mekanizmalar 

literatürde tartışılmaktadır (3). Meme kanserlerinde tedavi etkinliğini artırmak için,  

a. KKH oluşumunu etkileyen hücre içi yolaklar (Wnt, Notch, Hedgehog vb) için

inhibitörler,

b. KKH yüzey işaretçilerini hedefleyen immünoterapi yöntemleri

c. KKH çoğalmasını uyaran VEGF/VEGFR2, CXCR4 gibi sinyal aksları için inhibitör

veya monoklonal antikorlar

d. KKH’de çoğalmayı durdurmak, apoptozisi uyarmak veya diferansiasyonu uyarmak

için histon deasetilaz (HDAC) enzimlerini hedef alan tedaviler deneme

aşamasındadır (Şekil 1) (3).

Kadınlarda çok yaygın görülen meme kanserinde özellikle saldırgan histopatolojik 

özelliklere sahip, lokal olarak ilerlemiş ve metastatik hastalık için halen etkin tedavi 

arayışları sürmektedir. Buna yönelik olarak, çalışmamızda özellikle kanser kök hücresi 

(KKH) gelişimi sürecinde Wnt/beta-katenin yolağının rolü, etkileşimleri ve olası terapötik 

yaklaşım için sonuçlar elde edilmeye çalışılacaktır. Wnt yolağının klasik beta-katenin 

sinyal akış yolağı ve klasik olmayan Wnt-kalsiyum yolaklarının kombine şekilde 

baskılanmasının meme kanser hücre hatlarında KKH oluşumunu daha etkin 

baskılayacağını öngörmekteyiz.  Elde edilecek sonuçlar ışığında meme kanserli hastalar 
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için olası klinik çalışmalar ve bahsi geçen yolaklar için ilaç geliştirme araştırmaları söz 

konusu olabilecektir. 

Şekil 1. Meme kanserlerinde KKH’ne yönelik tedavi geliştirme seçenekleri. 

2. GENEL BİLGİLER

2.1 Meme Kanseri ve Meme Kanser Hücrelerinin Özellikleri 

Meme kanseri kavramı yazılı tıp tarihi ile paralel bir bilinirliğe sahiptir ve varlığı MÖ 

3000-2500 yıllarına ait olan Edwin Smith papirüsünde klinik bulguları ile tanımlanmıştır. 

Hatta bu papirüs kaydında, tedavisinin mümkün olmadığı vurgulanarak belirtilmiştir (4). 

Arada geçen binlerce yıldan sonra tıptaki gelişmelerle birlikte tanı ve tedavisinde çok 

gelişme kaydedilmiş ve risk faktörleri tanımlanmış olmasına rağmen, tedavisinde halen tam 

anlamıyla başarı elde edilmiş değildir. Meme kanseri günümüzde kadınlarda hem dünyada, 

hem de ülkemizde en sık görülen kanser tipidir. 

Meme kanseri, öncelikle kadınlarda memedeki süt bezleri ve süt kanallarından 

kaynaklanan kanserleri vurgulamakla birlikte nadir görülen erkek meme kanserleri, 

memenin deri ve mezenkimal kökenli dokularından kaynaklanan sarkomları da dahil 

edildiğinde oldukça geniş bir başlıktır. Kanserin kaynaklandığı hücre tipine göre moleküler 

göstergeler ve tedavi yaklaşımları değişebilmektedir. Bu nedenle, meme kanseri için tedavi 
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planlaması öncesinde hücre tipinin, biyolojik ve moleküler özelliklerinin iyi tanımlanmış 

olması gerekir. Primer meme kaynaklı kanserlerin sınıflaması ve dağılımı aşağıda 

verilmiştir (5): 

 Noninvazif epitelyal kanserler (%10) 

  Lobüler karsinoma in situ 

  Duktal karsinoma in situ 

 İnvazif epitelyal kanserler 

  İnvazif lobüler karsinom (%10) 

  İnvazif duktal karsinom  

   İnvazif duktal karsinom, aksi belirtilmedikçe (%50-70) 

   Tübüler karsinom (%2-3) 

   Müsinöz veya kolloid karsinom (%2-3) 

   Medüller karsinom (%5) 

   İnvazif kribriform karsinom (%1-3) 

   İnvazif papiller karsinom (%1-2) 

   Adenoid kistik karsinom (%1) 

   Metaplastik karsinom (%1) 

 Bağ dokusu ve epitel karışık tümörler 

   Filloides tümörler 

   Karsinosarkom 

   Anjiyosarkom 

 

Meme kanserlerinde histolojik tip dışında kanserin gelişmesi ve sonuçlarını 

etkilediği gösterilmiş olan çeşitli hücre yolakları ve moleküler göstergeler de 

tanımlanmıştır. Bunlardan bazıları steroid hormon reseptör yolakları (östrojen ve 

progesteron reseptörleri), insan epidermal büyüme faktörü yolağı (HER ailesi), 

anjiyogenez, hücre döngüsü (siklin bağımlı kinazlar CDK), apoptozis modülatörleri, p53, 

proteozom, peroksizom, insulin benzeri büyüme faktörü ailesi (IGF), trombosit kökenli 

büyüme faktörü (PDGF), TGF-β, PPAR-γ gibi yolaklardır. Bahsi geçen bu moleküllerin 

düzeylerine tanı aşamasında rutin olarak bakılmamaktadır. Güncel yaklaşımda rutin 

uygulamada östrojen ve progesterone reseptörleri, HER2 ve Ki67 proteinin varlığı ya da 

düzeyi değerlendirilmektedir (6).  
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Gelişen teknoloji ile birlikte yapılan RNA analizleri, meme kanserleri arasında daha fazla 

heterojenlik ortaya koymuştur. RNA ekspresyon imzalarına göre 4 büyük alt grup ayırt 

edilebilir: lüminal A, lüminal B, Her2 ile zenginleştirilmiş, bazal-like (6). Ayrıca bazal 

benzeri grubun altında 5. bir grup olarak claudin-düşük alt grubu öneren kaynaklar da vardır 

(5).  

 Lüminal A     ER/PR+, HER2 - %70-75 

 Lüminal B     ER/PR+, HER2+  

veya Ki67 yüksek %10 

 HER2 zengin     ER/PR-, HER2+ %4-5 

 Üçlü negatif (Triple -, bazal benzeri)  ER/PR-, HER2- %12 

 

Bu moleküler alt tipler, meme kanserinin immünohistokimyasal alt tipleri ile de 

örtüşmektedir. Çoğu lüminal A ve B ER-pozitiftir, Her2 ile zenginleştirilmiş tip olanlar 

Her2-pozitiftir ve çoğu bazal benzeri kanserler üçlü negatif meme kanseridir. ER-pozitif 

olanların lüminal A ve lüminal B'de farklılaşmasının tedavi için önemli olduğu 

kanıtlanmıştır. Lüminal B kanserleri genellikle lüminal A kanserlerinden daha saldırgandır 

ve sıklıkla proliferasyon belirteci Ki67'nin daha yüksek ifadelenmesini gösterir ve /veya 

ER pozitifliği ile birlikte Her2'yi eksprese eder. Üçlü negatif meme kanserinin ek moleküler 

alt tipleri, claudin-düşük kanserleri ve lüminal androjen reseptör alt tipini de içeren 

mezenkimal benzeri alt tiptir (5). Bu alt tipler, farklı klinik sonuçlarla ilişkilidir. 

 

Moleküler tiplere bakıldığında, lüminal A tipinden üçlü negatif tipe doğru gittikçe 

hücre diferansiasyonunun azaldığı, proliferasyon hızının ve büyümenin hızlandığı, kanser 

davranışının saldırganlaştığı görülmektedir. Buna bağlı olarak tedavi başarısızlığı 

artmaktadır. Üçlü negatif meme kanserlerinde hormon reseptörü veya HER2 gibi bir 

moleküler hedef bulunmaması tedaviyi daha da zorlaştırmaktadır. Bu tip kanserlerde, 

kanser kök hücrelerinin veya kök hücre benzeri hücrelerin arttığı ve hem hızlı çoğalmadan 

hem de tedaviye direnç ve kötü prognozdan sorumlu olduğu öne sürülmektedir (7). Bu 

nedenle saldırgan meme kanserlerinde kanser kök hücrelerinin özgün şekilde 

hedeflenmesini öneren çok sayıda bilimsel merkez ve araştırmacı bulunmaktadır (8). 

Özellikle Al-Hajj tarafından meme kanseri kök hücresi kavramı 2003 yılında 

netleştirildikten sonra (9, 10) solid tümörlerde KKH yönelik spesifik tedavi araştırmaları 

artmıştır. Bu çalışmalar beraberinde KKH için daha net tanımlayıcı ve hedeflenebilecek 

yüzey belirleyicilerinin tanımlanmasını beraberinde getirmiştir. Özellikle meme kanseri 
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KKH için farklı araştırma grupları tarafından CD44+, CD44+/CD24-, ALDH1+, CD133+, 

CD36+, ESA, EpCAM gibi yüzey antijenleri ve adezyon molekülleri tanımlanmıştır (11-

18) (Şekil 2) . 

 

 

Şekil 2. Meme kanseri özgün KKH belirleyicileri 

 

Meme kanseri erken tümör hücresi yayılımı ile karakterize sistemik bir hastalıktır. 

Vücuda yayılan tümör hücreleri sistemik tedavilere karşı yüksek direnç göstermekte ve 

ölümcül metastaz lezyonlarına yol açabilmektedir. Metastatik hücrelerin uyku moduna 

geçmesi, makrometastaz oluşumunu geciktirir ve ölümcül bir metastatik hastalığın 

gelişmesi yıllar alabilir. Mevcut görüş, meme kanseri de dahil olmak üzere çoğu solid 

kanserin kök hücre hastalıkları olduğu (12, 19, 20) ve bu kök hücrelerin yayılma ve 

metastaz için kritik olduğu yönündedir (21, 22). Meme kanserinin başlamasında rol 

oynayan kök benzeri hücreler kavramının temeli, AL-Hajj ve arkadaşları tarafından 

bildirilen verilerle atılmıştır (9,10). Meme kanseri hücrelerinin sadece küçük bir alt 

popülasyonunun farelerde tümör oluşturma potansiyeline sahip olduğunu göstermişlerdir. 

Orijinal tümörde olduğu gibi, bu tümör başlatan hücrelerin, tümörü benzer bir heterojenite 

ile yeniden inşa edebildikleri gösterilmiştir. Bu durum hücrelerin kök hücreleri anımsatan 

plastisite gösterdiğini düşündürmektedir. "Kanser kök hücresi (KKH)" terimi, kendini 

yenileme kabiliyetine ve "sürekli büyüyen bir tümörün oluşumunu gerçekleştirme 

yeteneğine" sahip tümör başlatan hücreleri tanımlamak için doğmuştur. KKH'leri yan 
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popülasyonlar olarak tanımlamak için fonksiyonel KKH'lerin in vitro ve akım sitometri 

analizinin tanımlanmasına izin veren mamosfer oluşum testleri, KKH'ler üzerinde 

araştırmaları kolaylaştırmıştır. KKH kavramının altındaki mekanizmalar aydınlatıldıkça 

hem meme kanseri hem de KKH barındıran bütün kanserler için tedavi başarısı artacaktır. 

 

Meme kanseri kök hücreleri başlangıçta CD44 yüzey belirtecinin ifadelenmesi ve 

CD24 yüzey belirtecinin eksikliği veya düşük ifadelenmesi ile karakterize edilmiştir (11, 

12, 23). Meme kanseri örneklerinden izole edilen CD44 pozitif ve CD24-negatif kanser 

hücreleri, aynı kanser içindeki diğer kanser hücrelerine göre anlamlı derecede daha kötü bir 

prognoz ile ilişkili farklı gen imzaları göstermektedir. Diğerlerinin yanı sıra, CD44 + / 

CD24 / düşük alt popülasyonlar, meme bezinin gelişimi ve bakımı için önemli bir faktör 

olan PROCR'yi (protein C reseptörü) daha yüksek seviyelerde (14) ifade etmektedir. 

CD44'ün ayrıca metastazı başlatabilen dolaşımdaki tümör hücrelerinin anahtar bir belirteci 

olduğu bulunmuştur. İlerleyen süreçte meme KKH için CD133 pozitifliği ve aldehid 

dehidrojenaz (ALDH) pozitifliği gibi özellikler tanımlanmıştır. CD44 ve CD133 pozitif 

meme KKH popülasyonlarının bir kısmı ALDH pozitif grup ile kesişmektedir ve bunların 

prognozu daha kötüdür. Ayrıca güncel araştırmalar meme kanseri KKH’lerinde EpCAM 

pozitifliği, e-cadherin eksikliği, çoklu ilaç taşıyıcı protein ABCG2 varlığı gibi yeni 

tanımlayıcı özellikleri ortaya çıkartmıştır. Meme KKH’lerinde EpCam pozitifliği tümör 

oluşumunun başlatılmasında önemlidir. EpCAM pozitifliğinin, meme KKH’lerinde Wnt 

yolağı aktivitesini destekleyerek KKH aktivitesi ve idamesine katkıda bulunduğu 

düşünülmektedir (18, 24). 

 

Meme KKH özelliği taşıyan hücrelerin oranları daha diferansiye olan lüminal 

tiplerde %1-5 gibi düşük oranlarda iken, az diferansiye olan üçlü negatif meme 

kanserlerinde %80-90 üzerine çıkabilmektedir (16). Bu da tümör yayılımı ve prognoz 

açısından kötü etki yaratmaktadır. Daha da kötü olan nokta, birçok çalışmada standart 

kemoterapi ve radyoterapi sonrası, tümör boyutu ve toplam hücre miktarı azalsa da, kalan 

hücre popülasyonu içinde KKH oranlarının arttığı gösterilmiştir. Çeşitli kemoterapötik 

ilaçların hem MCF7, hem de MDA-MB-231 hücre hatlarında uygulama sonrasında ALDH 

pozitif ve CD44+/CD24- KKH oranlarını artıdığı gösterilmiş olup (25-33) radyoterapinin 

de hem klinik uygulamada hem de in vitro olarak MCF7 hücre hattında CD44+/CD24-  

KKH oranlarını artırdığı gösterilmiştir (34, 35). Bu çalışmalar, meme kanserinde KKH 

varlığının tedaviye direnci nasıl artırdığını gösteren çok yönlü çalışmalardır.  
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Ayrıca birçok meme kanseri türü, kemoterapi sonrası ilaçlara direnç 

geliştirmektedir. Bunda çoklu ilaç direnç (MDR) proteinlerinin varlığı önemli olup tedavi 

sonrasında MDR genlerini daha fazla ifadeleyen KKH varlığı artmaktadır (36).  Çoklu ilaç 

direncinde rol oynayan ATP bağlayan kaset (ABC) proteinlerinin KKH’lerde 

ifadelenmesinde epitelyal mezenkimal dönüşüm transkripsiyon faktörleri ve Wnt, Notch ve 

Hedgehog yolaklarının rolü olduğu bilinmektedir (37).  

 

2.2. Kanser Kök Hücresi  

 

2.2.1. Kanser kök hücresi kavramı ve kısa tarihçesi 

Virchow, 1870’te tümörlerin embryo hücresi benzeri hücrelerden 

kaynaklanabileceğini ve kanser hücrelerinin kök hücrelere benzer özelliklerinin 

bulunduğunu ilk olarak raporlamıştır (38). Furth ve Kahn 1937’de tek bir adet fare lösemi 

hücresinin başka alıcı bir farede tümör gelişimine yol açabildiğini göstermişlerdir (38). 

Southam ve Brunschwig 1961’de ileri kanser hastalarından aldıkları kanser hücreleri ile 

fare ve insanda bu hücrelerin tekrar kanser oluşturabilme yeteneğini göstermişlerdir (39, 

40). Hamburger ve Salmon 1977’de, bütün kanser hücre popülasyonunun birkaç adet 

kanser kök hücresinden kaynaklanabileceği varsayımını ortaya atmışlardır (41). Lapidot ve 

arkadaşları 1994’te bir fare modeli kullanarak insan akut myeloid lösemi hücrelerinden 

izole edilerek yeni lösemi gelişimine yol açabilen bir lösemi başlatıcı hücre 

tanımlamışlardır (38).  

 

Bonnet ve Dick KKH varlığını somut olarak ilk kez 1997’de akut myeloid lösemi 

hücrelerinde gösterdiler. Bu çalışma KKH varlığını somut şekilde gösteren çok önemli bir 

çalışma idi ve KKH teorisi ile ilgili olarak tümör hücrelerinin hiyerarşik yapısını da 

modelleyen ilk çalışma idi (38, 42).  

 

Lösemi araştırmaları sonrasında, solid tümörlerdeki ilk KKH varlığını 2003’te Al-

Hajj ve arkadaşları göstermişlerdir. Sonrasındaki bir dizi çalışma ile beyin, kolon ve prostat 

gibi organların solid tümörlerinde de KKH varlığı somut olarak gösterilmiştir (9, 10). 

 

O’Brien ve arkadaşları ilk kez 2007 de kolon kanseri kök hücrelerini ve bunların 

yüzeyindeki CD133 varlığını göstermiş ve CD133’ü KKH yüzey belirleyicisi olarak 
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tescillemişlerdir (43). Sonrasında KKH yüzey belirleyicileri için çok sayıda çalışma 

gerçekleştirilmiştir. 

 

Yukarıda geçen çalışmalar ışığında güncel KKH teorisi, kanser hücrelerinin 

hiyerarşik şekilde organize olduğunu ve az sayıda KKH tarafından çoğalmanın 

yönetildiğini, tümör hücrelerinin çoğunun kısıtlı bölünme potansiyeli olan, başka bireyde 

yeni tümör geliştirme potansiyeli olmayan, farklı diferansiye düzeyde hücrelerden 

oluştuğunu vurgulamaktadır. Ancak kanser gelişimi ile ilgili olarak bu teoriyi tartışan kök 

hücre hatalı yerleşim teorisi (The stem cell misplacement theory) de mevcuttur ve buna 

göre epitelyal kök hücreler yanlış doku stromasına yerleştiklerinde malign dönüşüme 

uğrayarak KKH haline dönüşmektedirler (44). Hangi teori olursa olsun, günümüzde KKH 

varlığı biyolojik olarak somut şekilde gösterilmiştir. 

 

Birçok kanser türü için ortak sayılabilecek yüzey belirleyicileri tanımlanmıştır (Tablo 1): 

 

 KKH BELİRLEYİCİ 

Tümör Tipi CD133 CD44 CD24 ALDH CD90 CD34 Diğer 

Beyin +/-    +  integrin-

alfa6 

Meme + + - + +  EpCAM 

Kolorektal + +  +    

Endometrium +       

Mide  + +     

Baş ve boyun  +  +    

Lösemi      + CD38- 

Karaciğer + +  + +  GEP 

Akciğer +   + + + CD117 

Melanoma    +   CD20, 

ABCB5 

Over + +      

Pankreas + + + +   EpCAM 

Prostat + +      

Böbrek       CD105 

Tiroid       CD15 

 

Tablo 1. Farklı kanser tiplerinde tanımlanmış KKH belirleyicileri (11-18, 45) 

 

Özellikle son yıllarda yapılan çalışmalarda, meme kanseri KKH için bazı yüzey belirleyici 

içeren fenotiplerin klinik süreçte daha belirgin rolleri tanımlanmıştır. Fenotip olarak 



9 

 

ALDH1+, CD44+/CD24- ve CD133+ KKH varlığı daha saldırgan ve tedavilere dirençli 

tümörler ile karşımıza çıkmaktadır (37). 

 

2.2.2. CD44 

Hyalüronik asit reseptörü veya ‘HCAM-homing cell adhesion molecule’ olarak da 

ifade edilir. Aslında birçok sağlıklı hücre tipinde ifadelenir. Özellikle meme kanser 

hücrelerinde düşük CD24 varlığı ile birlikte mevcutsa CD44+/CD24- fenotip olarak 

tanımlanmaktadır (16, 17). 

 

Bu fenotip kemoterapi ve radyoterapiye direnç ile karakterizedir ve bunun nedeni olarak 

düşük konsantrasyonda reaktif oksijen türleri varlığı, hücrenin uyku haline geçmesi, etkin 

DNA onarım mekanizmaları varlığı, EMT işaretçilerinin yüksek miktarda ifadelenmesi ve 

Wnt/beta-katenin, Hedgehog, NOTCH, STAT1 ve STAT3 sinyal yolaklarının aktive 

edilmesi gibi mekanizmalar sorumlu tutulmaktadır (16, 17, 37). Bu nedenlerle meme 

kanserli hastalarda CD44+/CD24- fenotip varlığı yeni bir tedavi hedefi olarak 

değerlendirilmektedir. 

 

2.2.3. CD133 

CD133, glikoprotein yapıda olup, 5 adet transmembran segmente sahip bir membrane 

proteinidir ve membrandan belirgin çıkık olması nedeniyle diğer adı “prominin1” dir. İlk 

1999’da tanımlanmış olmasına ragmen 2007’de KKH yüzey belirleyicisi olarak 

kanıtlandıktan sonra (46) ilgili çalışmalar artmıştır. Meme dışında kolon kanseri ve 

glioblastoma gibi başka solid tümörlerde de yüksek şekilde ifadelendiği gösterilmiştir. Kök 

hücre migrasyonu ve asimetrik bölünmesinde rolü olduğu gösterilmiştir. Meme kanserli 

hastalarda tümörün saldırgan davranışını öngörmede başarılı bir belirleyicidir. Özellikle 

üçlü negatif meme kanserlerinde, hem in vitro hem in vivo olarak KKH tanımlamada uygun 

ve başarılı olduğu gösterilmiştir (47). Çok saldırgan davranışlı bir tür olan enflamatuvar 

meme kanserli hastalarda 25 hastanın 22 tanesinde ifadelenmesi yüksek olarak 

bulunmuştur (47). Bu özellikleri ve meme kanserinde prognoz belirlemedeki potansiyel 

rolü nedeniyle çok sayıda çalışmanın konusu olmaktadır. 
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2.3. Wnt/Beta-Katenin Yolağı 

 

Wingless mutant fenotip: İlk tanım R. P. Sharma tarafından yapılmıştır, Hindistan’da 

etil metansülfonat mutagenezine bağlı olarak kanatsız sineklerin varlığını raporlamıştır 

(48). Wingless sinyal yolağı ve kanser ilişkisi, Varmus laboratuarlarında hücresel 

onkogenleri araştırırken keşfedilmiştir. 1982’de Nusse ve Varmus Int1 genini 

tanımlamışlardır. Daha sonra wingless ve Int1 genlerinin aynı olduğu farkedilmiş ve iki 

isim birleştirilerek Wnt adını almıştır. 

Wnt = Wg + int-1 (Wingless integration site 1)   (49) 

 

Daha sonra insan dahil birçok canlıda da Wnt homologları gösterildi (50, 51, 52).  

 

Şekil 3. Wnt genlerinin kromozomal yerleşimi ve homologları. 

 

 

 

Şekil 4. Wnt yapısı (A. 3 boyutlu B. Sekonder yapı) 
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Wnt/beta-katenin yolağının, embryolojik gelişimde, asimetrik hücre bölünmesinde, kanser 

hücre diferansiasyonu ve epitelyal mezenkimal dönüşümde rolü olduğu bilinmektedir. 

İnsanlarda 19 farklı Wnt proteini ve bunların reseptörü olarak ise 10 farklı Frizzled 

transmembran proteini tanımlanmıştır (Tablo 5)  (53).  

 

Tür Wnt proteinleri 

Homo 

sapiens 

WNT1, WNT2, WNT2B, WNT3, WNT3A, WNT4, WNT5A, WNT5B, 

WNT6, WNT7A, WNT7B, WNT8A, WNT8B, WNT9A, WNT9B, 

WNT10A, WNT10B, WNT11, WNT16 

Mus 

musculus 

(insan ile 

aynı 

proteinler) 

Wnt1, Wnt2, Wnt2B, Wnt3, Wnt3A, Wnt4, Wnt5A, Wnt5B, Wnt6, 

Wnt7A, Wnt7B, Wnt8A, Wnt8B, Wnt9A, Wnt9B, Wnt10A, Wnt10B, 

Wnt11, Wnt16 

Xenopus Wnt1, Wnt2, Wnt2B, Wnt3, Wnt3A, Wnt4, Wnt5A, Wnt5B, Wnt7A, 

Wnt7B, Wnt8A, Wnt8B, Wnt10A, Wnt10B, Wnt11, Wnt11R 

Danio rerio Wnt1, Wnt2, Wnt2B, Wnt3, Wnt3A, Wnt4, Wnt5A, Wnt5B, Wnt6, 

Wnt7A, Wnt7B, Wnt8A, Wnt8B, Wnt10A, Wnt10B, Wnt11, Wnt16 

Drosophila Wg, DWnt2, DWnt3/5, DWnt6, WntD/DWnt8, DWnt10 

Hydra Hywnt1, hywnt5a, hywnt8, hywnt7, hywnt9/10a, hywnt9/10b, 

hywnt9/10c, hywnt11, hywnt16 

C. elegans mom-2, lin-44, egl-20, cwn-1, cwn-2 

 

Tablo 2. İnsanlar ve diğer türlerde tanımlanmış Wnt proteinleri 

 

Wnt uyarısının beta catenin üzerinden giden yolağı klasik veya kanonik olarak 

tanımlanmıştır. Beta katenin üzerinden etki etmeyen ve farklı mekanizmalarla ilerleyen 

Wnt uyarıları ise kanonik olmayan veya klasik olmayan yolaklar olarak literatürde 

tanımlanmaktadır. Farklı kaynaklarda bu kanonik olmayan yolaklar Wnt-kalsiyum yolağı, 

hücre polarite yolağı, Wnt-Reseptör tirozin kinaz yolağı, Wnt-PKA ve Wnt-mTOR 

yolakları olarak tanımlanmaktadır (Şekil 6). Ayrıca bu uyarı ve yolakların Notch, 

Hedgehog, FGF ve TGF beta-BMP yolakları ile karşılıklı iletişim içinde bulunduğu da 

belirtilmektedir (53, 54).  
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Şekil 5. Klasik Wnt yolağı ve Wnt-kalsiyum yolağı mekanizması ve olası sinyal akış 

şemaları (55.) 

 

Ayrıca bazı çalışmalar Wnt klasik uyarısının oluşması için LRP5/6 reseptörlerinin de Fzd 

ile birlikte etkinleşmesi gerektiğini vurgulamaktadır (Şekil 6).  

 

 

Şekil 6. Wnt klasik yolak uyarısı ve kanonik olmayan Wnt-kalsiyum yolağı, LRP5/6 

koreseptör ilişkisi (56) 
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LRP5/6 reseptörlerine aynı anda farklı wnt proteinlerinin bağlanabilmesi uyarıcı veya 

inhibitör etkiyi modifiye edebilmektedir (Şekil 7). Bu nedenle LRP5/6 reseptörlerinin de 

kanserlere yönelik tedavilerde rolü olabileceği kabul edilmektedir (57). Ayrıca yapısı 

gereği LRP5/6 reseptörlerine aynı anda birkaç farklı Wnt proteini bağlanabilmekte ve buna 

bağlı olarak farklı cevapların ortaya çıkma şansı oluşmaktadır (57) (Şekil 8 ve 9). 

 

 

 

 

Şekil 7. Wnt uyarısı sonrası olası LRP5/6 ve Frizzled reseptör etkileşimleri (57) 
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Şekil 8. LRP5 ve LRP6 reseptör yapısı (57) 

 

Kanonik olmayan yol daha çok Wnt5a ve Wnt11 tarafından uyarılmaktadır (57). 

Embriyonel gelişim dışında, kanonikal yolun daha çok kök hücre yenilenmesinde, kanonik 

olmayan yolakların ise yönlendirilmiş hücre hareketi, hücre iskeleti ve kök hücrelerin 

idamesinde rolü olduğu belirtilmektedir (53). Ayrıca Wnt5a üzerinden kanonikal yolun 

dengelenmesinde de etkili olduğu gösterilmiştir. Bu bilgiler Wnt uyarısının çok karmaşık 

ve henüz net olarak tanımlanmamış mekanizmalar üzerinden kanser gelişimi ve kanser kök 

hücre oluşumu üzerine etkileri olabileceğini göstermektedir. Günümüzde meme kanser 

tedavisinde bu yolaklara yönelik spesifik tedavilerde anlamlı bir başarı elde edilmiş 

değildir. Başarı sağlamak için aynı anda farklı yolakların 2 veya 3 farklı molekül ile senkron 

inhibisyonu veya dengesine yönelik tedavi seçenekleri veya epigenetik mekanizmalar ile 

kombine tedavi yöntemleri araştırılmaktadır. 

 

Günümüzde özellikle Notch1, Hedgehog ve Wnt gibi kilit yolaklarda preklinik 

çalışmalarda bazı terapötik moleküllerin KKH ortadan kaldırmada etkin olduğu 

gösterilmiştir (3, 53). Wnt/beta-katenin yolağının kanser hücre diferansiasyonu ve epitelyal 

mezenkimal dönüşümde rolü olduğu bilinmektedir (37, 54). Selektif Wnt/beta-katenin 
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yolağı inhibisyonunu yapan prodigiosin adlı maddenin meme kanser hücrelerinde 

çoğalmayı önleyici anlamlı kanser karşıtı etkileri olduğu gösterilmiştir (58). Ancak kanser 

başlatıcı hücreler ve KKH gelişiminde kanonik ve kanonik olmayan Wnt yolak 

etkileşimlerinin nasıl etki ettiğini değerlendiren çalışma sayısı çok azdır. 

 

Klasik Wnt yolağının meme kanseri, prostat kanseri ve kolon kanseri gibi bazı 

kanserlerde rolü gösterilmiştir. Bu kanserlerde kanonik olmayan Wnt uyarılarının kanser 

invazyon ve KKH gelişiminde koruyucu olabileceğini belirten yayınlar bulunmaktadır ve 

özellikle Wnt5a proteinin olası koruyucu rolü vurgulanmaktadır (59, 60). Ancak farklı 

çalışmalarda meme kanser hücrelerinde Wnt5a proteininin ve gen ekspresyonunun hem 

artmış, hem de azalmış bulunduğu durumlar söz konusudur (59).  

 

Bazı çalışmalarda Wnt yolağının klasik olan beta katenin ayağında kalsiyumun da 

klasik yolak ile etkileştiği ve beta katenin in hücre içine geçişte rolü olduğu ifade 

edilmektedir (61).  

 

Kanonik olmayan Wnt proteinlerinin, klasik Wnt-beta katenin yolağının 

düzenlenmesinde LRP5/6 ve Frizzled reseptörlerinin yapısı nedeniyle farklı 

kombinasyonlarda bağlanarak farklı etkilere yol açması muhtemeldir (57). Bazı çalışmalar 

ise kanonik ve kanonik olmayan Wnt yolaklarının beta kateninin hücre içine girmesi ve 

ilgili genlerin transkripsiyonu için ortak çalıştığını belirtmektedir (61). Bu nedenle Wnt 

inhibitörleri başta meme kanseri olmak üzere diğer kanserlerde preklinik çalışmalarda 

denenmektedir (4) (Şekil 10). Ancak bu izole denemelerde klinik uygulamaya yansıyacak 

net bir başarı elde edilememiştir. Bunun muhtemel nedenlerinden bir tanesi de Wnt-beta 

katenin yolağının başka birçok yolakla etkileşmesi ve bu uyarıların kanser hücreleri dışında 

sağlıklı hücrelerde de gerekli olmasıdır. Bu nedenle tedavi etkinliğini artırmak için PORCN 

inhibitörleri gibi kombine blokaj yaptığı düşünülen moleküller araştırılmaktadır (Şekil 10).  
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Şekil 9. Klasik ve klasik olmayan Wnt yolakları ve olası terapötik yaklaşımlar (53) 

 

2.4. Wnt Yolak inhibitörleri 

Wnt yolağı klasik ve klasik olmayan alt sinyal akış mekanizmaları ile oldukça 

karmaşıktır. Bu yolak üzerinde yer alan farklı moleküller üzerinden etki eden farklı 

inhibitörler araştırma aşmasındadır ve sürekli yeni inhibitörler tanımlanmaktadır (53).  

Beta-katenin yıkım kompleksine yönelik tankiraz inhibitörleri, özgün beta-katenin 

inhibitörleri, aynı anda klasik ve klasik olmayan yolakları baskıladığı düşünülen PORCN 

inhibitörleri, özgün LRP5/6 inhibitörleri veya reseptörlere karşı monoklonal antikorlar 

bunlardan bazılarıdır. 
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2.4.1. XAV939 

XAV939, tankiraz1 ve tankiraz2 yi özgün olarak inhibe eden bir küçük molekül 

inhibitördür. Kimyasal adı 4H-Thiopyrano[4,3-d]pyrimidin-4-one, 3,5,7,8-tetrahydro-2-[4-

(trifluoromethyl)phenyl]’dir. Tankiraz aktivitesini bloke ederek axin-GSK3β kompleksi 

proteinlerini artırır ve beta-katenin yıkımını artırarak Wnt klasik yolak etkilerini baskılar 

(62). 

 

2.4.2. Niklosamid 

İlk defa 1958 yılında sentezlenmiş olan Niklosamid antihelmintik bir ilaçtır. Bu 

özelliği ile halen Dünya Sağlık Örgütü Temel İlaçlar listesi içinde yer almaktadır. 

Tenyalarda oksidatif fosforilasyonu bloke ederek etki etmektedir. Kolorektal ve meme 

kanser hücre hatlarında LRP5/6 reseptörü etkisini bloke ederek kanser hücre 

popülasyonlarını azalttığı ve fare deneylerinde kolon kanseri üzerine etkili olduğu 

gösterilmiştir. LRP5/6 reseptörü blokajı dışında farklı mekanizmalar ile de tkili olabileceği 

düşünülmektedir (63). 

 

Meme kanseri hücre popülasyonlarında KKH gelişimi, ilaç direnci ve invazyon 

özelliklerini azaltmak için çok sayıda moleküler tedavi yaklaşımı preklinik aşamada 

denenmektedir. Wnt uyarısının başta kolon kanseri olmak üzere birçok kanserde rolü 

olduğu uzun süredir kanıtlanmış olmasına rağmen, Wnt kanonik ve kanonik olmayan 

uyarıları için halen netleşmiş bir tedavi yaklaşımı geliştirilebilmiş değildir. Kanonik ya 

kanonik olmayan Wnt uyarısı için izole tek inhibitör kullanımı genelde başarılı değildir. Bu 

iki yolağın KKH gelişiminde birleşerek çalıştığını düşündüren az sayıdaki çalışma göz 

önünde bulundurularak kombine şekilde kanonik ve kanonik olmayan yolakların bloke 

edilmesinin meme kanseri kök hücre popülasyonunu anlamlı şekilde azaltacağı ve saldırgan 

özellikleri baskılayacağı öngörülmektedir. 

 

2.5.  Çalışmanın Amacı 

 

Meme kanseri, sık görülen ve tedavi seçeneklerindeki ciddi gelişmelere rağmen halen 

saldırgan davranışlı alt grupları nedeniyle yüksek mortalite problemi yaratan bir kanser 

türüdür. Özellikle saldırgan olarak kabul edilen üçlü negatif meme kanserleri başta olmak 

üzere, kanser hücre popülasyonu içinde bulunan KKH özellikleri taşıyan hücrelerin 
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tedaviye direnci artırdığı, sessiz duruma geçerek yıllar sonra bile nüksler ile ortaya 

çıkabildiği klinik takiplerde gösterilmiştir. Bu KKH popülasyonlarında Wnt, Notch ve 

Hedgehog yolaklarının daha fazla rol aldığı çok sayıda araştırmada gösterilmiştir. Bu 

yolaklara yönelik olarak, KKH’leri için hedeflenmiş tedavi seçenekleri araştıran artan 

sayıda çalışma mevcuttur. Wnt yolağı için yapılan çalışmaların çoğunda klasik Wnt/beta-

katenin yolağı tek molekül ile baskılanmaya çalışılmaktadır. Klasik Wnt yolağı ile 

sinerjistik çalıştığı gösterilmiş olan Wnt-kalsiyum yolağına yönelik KKH çalışmaları çok 

kısıtlıdır. Biz bu çalışmamızda, meme kanseri popülasyonlarının çoğunu temsil eden, hem 

ER+ hem de üçlü negatif meme kanser hücre popülasyonlarında, klasik Wnt yolağı ve 

klasik olmayan Wnt-kalsiyum yolağının kombine şekilde baskılanması ile KKH 

popülasyonunun ve dediferansiasyonunun azaltılmasını hedefledik. Bu şekilde kombine 

baskılanma ile hem beta-kateninin etkin şekilde azalacağı, hem de hücre içine beta-katenin 

geçişi önlenerek kök hücre popülasyonunu azalacağı öngörülmektedir. KKH 

popülasyonundaki baskılanmanın üçlü negatif hücre hatlarında daha belirgin olması 

beklenmektedir.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Çalışmada Kullanılan Cihaz, Kimyasal Madde ve Solüsyonlar 

3.1.1. Kullanılan cihazlar 

Laminar flow (HeraSafe KS Class II Safety Cabin) 

İnkübatör (Hereaus HeraCell 150i, Almanya) 

İnverted mikroskop (Olympus, Japonya) 

Santrifüj cihazı (Harrier, İngiltere) 

Vorteks (Dragon Laboratory, Çin) 

Spektrofotometre (Epoch, Biotek, ABD) 

Otomatik mikropipet (10 µl, 100 µl, 1000 µl skalalarında, Gilson) 

Otomatik çok kanallı pipet (20-200 µl skalasında Gilson) 

pH Metre (Consort C1020) 

Mini Protean Tetra Cell (BioRad, Almanya) 

Akım sitometri (BD FACS Canto II, BD Biosciences, ABD) 

 

3.1.2. Hücre kültürü için kullanılan besiyerleri ve kimyasallar  

Roswell Park Memorial Institute 1640 medium (RPMI 1640) (Biochrome AG, 

Almanya) 

Dulbecco Minimum Essential Medium (DMEM, high glucose) (Biochrome AG, 

Almanya) 

Fetal bovine serum (Biochrome AG, Almanya) 

Antibiyotik (PSA) (Penicilin&Streptomycin) (Biochrome AG, Almanya) 

Tripsin-EDTA (Biochrome AG, Almanya) 

Tyrphan blue (Sigma-Aldrich, ABD) 

DMSO (Sigma-Aldrich, ABD) 

Albumin (Sigma-Aldrich, ABD) 

 

3.1.3. Kullanılan kimyasallar, tampon ve çözeltiler 

Akrilamid (Sigma-Aldrich, ABD) 

Anti CD133 Monoklonal antikor (BD; ABD) 

Anti CD44 Monoklonal antikor (BD; ABD) 

APS (Sigma-Aldrich, ABD) 
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Bisakrilamid (Sigma-Aldrich, ABD) 

Bradford Solüsyonu (5X) 

Bradford solüsyonu (5X) 

Brom fenol blue (Sigma-Aldrich, ABD) 

Comassie blue brilliant R (Sigma-Aldrich, ABD) 

Coomassie brillant blue G250 (Sigma-Aldrich, ABD) 

Distile su  

Estradiol (Assos, Türkiye) 

MTT ([3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H tetrazoliumbromide]) 

(Sigma-Aldrich, ABD) 

MTT (5 mg/ml konsantrasyonda, PBS ile hazırlanmış)  

Niklosamid (Sigma-Aldrich, ABD) 

SDS %10 (50 g SDS+ 5 ml 1 N HCL+ 500 ml distile su) 

Thapsigargin (Sigma-Aldrich, ABD) 

Tris- Base (Sigma-Aldrich, ABD) 

Western Bright ECL HRP-K (Advansta, ABD) 

XAV939 (Selleck Chemicals, ABD) 

 

3.1.4. Hücre hatları 

MDA-MB-231 meme kanser hücre hattı: (HTB26) American Type Culture 

Collection (ATCC), ABD  

MCF-7 meme kanser hücre hattı: American Type Culture Collection (ATCC), 

ABD 

 

3.2. Araştırma Planı ve Yöntemler 

 

Çalışma grupları aşağıdaki gibi planlanmıştır. İnhibitörler IC50 dozda kombine olarak 

kullanılmışlardır. 

1. Kontrol grubu (hiçbir uygulama yapılmadı) 

2. Hücreiçi Wnt kanonik yol inhibisyonu ve Wnt kalsiyum yolağı inhibisyonu: XAV-

939 + thapsigargin (X+T grubu) 

3. Wnt kanonik yol inhibisyonu ve LRP5/6 reseptörü blokajı: XAV-939 + 

Niclosamide (X+N grubu) 
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4. LRP5/6 reseptörü blokajı ve Wnt kalsiyum yolağı inhibisyonu: Niclosamide + 

thapsigargin (T+N grubu) 

5. Kombine Wnt kanonik yolak artı Wnt kalsiyum yolağı inhibisyonu ve LRP5/6 

reseptörü blokajı: XAV-939 + thapsigargin + Niclosamide (X+T+N grubu) 

 

3.2.1. Hücre kültürü: 

MDA-MB-231 hücreleri DMEM, MCF-7 hücreleri RPMI-1640 besiyeri içerisinde 

%10 fetal dana serumu, %1 penisilin/streptomisin içeren karışımda 25 cm2’lik flasklara 

ekildi. Oluşturulan hücre kültürleri %5 CO2 ve % 95 nem içeren 37 0C sabit sıcaklıktaki 

inkübatörde inkübe edildi. Hücrelerin gelişimi inverted mikroskop ile takip edilerek 2-3 

günde bir hücreler pasajlanarak yeterli sayıya ulaşması sağlandı. Hücre sayımları Thoma 

lamı ile yapıldı, canlılıklar Tryphan mavisi atma testi ile değerlendirildi. Yeterli sayıya 

ulaşan hücreler diğer yöntemler için kullanıldı. 

 

Deneyler öncesinde MCF7 hücre hattında KKH oluşumunu artırarak kullanılan 

ihibitörlerin etkinliğini daha net görmek için, daha önce tanımlandığı şekli ile (64, 65) hücre 

hattı ortamına inhibitörler uygulanmadan 24 saat önce 1 nM östrodiol uygulandı. Tüm 

deneysel çalışmalar 3 defa tekrarlandı. 

 

3.2.2. MTT yöntemi ile IC50 konsantrasyonlarının belirlenmesi:  

MTT([3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H tetrazoliumbromide]) testi 

sitotoksisitenin değerlendirilmesinde kullanılan enzimatik bir testtir. Bu test kullanılarak 

hücre topluluğundaki canlı hücrelerin oranı kolorimetrik ve kantitatif olarak 

saptanabilmektedir. MTT testi temel olarak mitokondriyal aktiviteyi değerlendiren bir 

testtir. Ortamdaki metabolik olarak aktif canlı hücre miktarı ne kadar fazla ise 

mitokondriyal aktivite de yüksek olacaktır. NADPH bağımlı oksidoredüktaz enzimleri 

tarafından MTT molekülünün tetrazolium halkasının parçalanması ilkesine dayanmaktadır. 

Mitokondri enzimleri tarafından indirgendiğinde sarı renkli tetrazolium kristalleri mor 

renkli formazan kristallerine dönüşür. Oluşan kristaller 540 nm dalga boyunda optik 

yoğunluklarının ölçülmesi ile değerlendirilir. 
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Yöntem 96 kuyucuklu plakalarda çalışıldı ve uygulama aşağıdaki şekilde yapıldı:  

1. İlk kolon besiyeri kontrol kolonu olup 150 µl besiyeri eklendi, 2. kolon hücre kontrol 

kolonudur ve 100 µl besiyeri eklendi. 3. kolon en yüksek ilaç dozun eklendiği kolon 

olduğundan boş bırakıldı. 4-12 arasındaki tüm kolonlara da 100 µl besiyeri eklendi. 

2. En yüksek ilaç dozu 200 µl olacak şekilde boş olan 3. kolona konuldu. 

3. İlaç yatay olarak 100 µl dilüe edilerek dağıtıldı. 

4. Kuyu başına 15000/50 µl hücre gelecek şekilde hücre süspansiyonu tüm kuyulara 

dağıtıldı. 

5. Plak belirlenen sürede (48 saat) 37 °C de inkübasyona bırakıldı. 

6. İnkübasyonun ardından 20 µl MTT kuyulara dağıtıldı. 

7. 37 °Cde 4 saat inkübasyona bırakıldı. 

8. İnkübasyon sonunda tüm kuyulara 100 µl %10 SDS eklenerek bir gece inkübasyona 

bırakıldı. 

9. İnkübasyonun ardından 540 nm değerinde okutularak sonuçlar kaydedildi. 

Uygulama yapılmayan hücrelerin optik değerlerinden kör okumanın değerleri 

çıkartılarak elde edilen verilerden grafik çizildi. Grafiğin eğimi hesaplanarak, bu eğime 

uygun olan, hücrelere uygulanan kimyasalların IC50 dozları hesaplandı. 

 

3.2.3. Hücre Kültüründen Protein Miktar Analizi 

Bradford tarafından geliştirilen metotla total protein içeriği belirlendi. 5 kat konsantre 

(5X) olarak hazırlanan Bradford solüsyonu karanlık ortamda +4°C'de saklandı. 5X 

solüsyonunu hazırlamak için 500 mg Coomassie brillant blue G250, 250 mL etanol ve 500 

mL fosforik asit eklendi, solüsyon 1 litreye tamamlandı. Hazırlanan 5X solüsyonu 1X'e 

seyreltildi ve süzüldü. BSA (Bovine serum albumin) taze olarak, 1mg/ml olacak şekilde 

hazırlandı.  

Örnekler hazırlanırken15 µl örnek + 235 µl distile su olacak şekilde tüplere dağıtıldı. 

Kontrol tüpü (kör) Bradford ve distile su içerecek şekilde hazırladı. Tüplere sırasıyla 

Bradford solüsyonu, distile su ve örnek koyuldu. Hazırlanan tüpler 10 dk karanlık ortamda 

oda sıcaklığında bekletildi. Süre sonunda tüpler iyice vortekslendi ve 96 kuyucuklu kaplara 

konuldu. 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçüldü ve absorbans değerlerine 

göre oranlar belirlendi. Belirlenen oranlara uygun grafik formüle edilerek çizildi. 
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3.2.4. Western Blot 

Western Blot, hücre biyolojisi ve moleküler biyolojide kullanılan önemli bir teknik 

olup, saflaştırılan kompleks protein karışımından spesifik proteinleri belirlemede kullanılır. 

Tekniğin temelinde büyüklüğüne göre ayırma, katı bir desteğe aktarma ve hedef proteini 

görselleştirmek için uygun bir birincil ve ikincil antikor kullanarak işaretleme 

bulunmaktadır.  

Örneklerin protein miktarının belirlenmesini takiben, örnekler SDS PAGE 

kuyucuklarına yüklendi. Önce paketleyici daha sonra ayırıcı jelde yürütüldü ve peşinden 

membrana transfer edildi. Membrana transfer sonrasında membranlar öncelikle fosfo B 

catenin, axin 1 ve axin 2 spesifik monoklonal antikorlarla daha sonra uygun sekonder 

antikorlar ile işaretlendi. Housekeeping protein olarak GAPDH kullanıldı.  İşaretleme 

sonrası protein bantları kemilüminesans ile görünür hale getirilerek görüntü kaydedildi ve 

ImageJ yazılımı aracılığıyla bantların yoğunluğu belirlendi. 

SDS-PAGE (w/v) Ayırıcı Jel (ml) %12 Paketleyici Jel (ml) %4 

Jel solüsyonu 1,7 2,1 

dH2O 2 0,5 

Ayırıcı Jel Solüsyonu 1,3 - 

Paketleyici Jel Solüsyonu - 0,38 

SDS 0,05 0,03 

APS 0,05 0,03 

TEMED 0,002 0,003 

Toplam Hacim 5 3 

 

Jel Solüsyonu 

14,6 g akrilamid ile 0,4 g bisakrilamid tartıldı, 50 ml dH2O içinde çözdürüldü. Filtreden 

süzdürüldü. +4°C’de karanlıkta muhafaza edildi. 

Ayırıcı Jel Solüsyonu (1.5 M, 100 ml) 

18,15 g Tris-base tartıldı, pH:8,8 olarak ayarlandı. 100 mL’ye dH2O ile tamamlanıp, 

+4°C’de saklandı. 
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Paketleyici Jel Solüsyonu 

6 g Tris-base tartıldı, pH:6,8 olarak ayarlandı. 100 ml’ye dH2O ile tamamlanıp, +4°C’de 

saklandı. 

 

SDS (10 % w/v, 10 ml) 

1 g SDS tartıldı, 10 ml’ye dH2O ile tamamlandı. Oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

 

APS (10 % w/v, 1 ml) 

100 mg amonyumpersülfat 1 ml’ye dH2O ile tamamlandı. Her deney öncesi taze hazırlandı. 

 

Ayırıcı jel döküldükten sonra üzerini kapatacak kadar isopropanol eklendi. Jel 

polimerleştikten sonra isopropanol uzaklaştırıldı ve paketleyici jel döküldü. 1X 

elektroforez solüsyonu %0,1 SDS içerecek şekilde hazırlandı. Taraklar kuyulara zarar 

vermeden dikkatlice çıkarıldı ve tanka yerleştirildi. 

 

Running (Elektrot) Solüsyonu (10X, 50 ml) 

15 g Tris-base ve 72 g Glisin tartıldı, solüsyon dH2O ile 500 ml’ye tamamlandı. +4°C’de 

saklandı. 

 

Örnek yüklemek için, 4X örnek dilüsyon buffer örnekle karıştırılarak 1X’e dilue edildi. 

Örnekler 95°C’de 5 dk denatüre edildi. Örnekler 30 µg protein içerecek şekilde yüklendi. 

 

Örnek Dilüsyon Solüsyonu (4X, 10 ml) 

2,5 ml Tris-HCl, 4 ml gliserol, 2 ml β-merkaptoetanol, 0,8 g SDS ve 0,001 g bromfenolblue 

karıştırıldı. Solüsyon dH2O ile 10 ml’ye tamamlandı. Karanlıkta +4°C’de saklandı. 

 

Elektroforez paketleyici jel için 100 V, ayırıcı jel için 140 V olacak şekilde ayarlandı. 

 

Jeldeki toplam hücre proteinlerini görüntülemek için jel, 1 saat Comassie Blue boyama 

solüsyonu ile boyandı. Renksizleştirme solüsyonu ile arada değiştirilerek 1 gece 

çalkalayıcıda bekletildi. 

 

Comassie Mavisi Boyama Solüsyonu (400 ml) 
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Comassie blue brilliant R 0,4 g tartıldı. 200 ml metanol ve 48 ml glasial asetik asit ile 

karıştırıldı. Solüsyon dH2O ile 400 ml’ye tamamlandı. Filtre kağıdından süzüldü ve 

karanlıkta +4°C’de saklandı. 

Renksizleştirme Solüsyonu (500 ml) 

150 mL metanol ile 35 ml glasial asetik asit karıştırıldı, Solüsyon dH2O ile 500 ml’ye 

tamamlandı. Filtre kağıdından süzüldü. Karanlıkta +4°C’de saklandı. 

 

0,45 µm nitroselüloz membrana transfer solüsyonu içinde elektroforetik olarak transfer 

edildi. Membran ve filtre kağıtları transfer solüsyonu ile ıslatıldı. 

 

Transfer (Blotting) Solüsyonu (4l) 

12,114 g Tris-base, 57,65 g Glisin tartıldı. 800 ml metanol eklendi. Solüsyon dH2O ile 4 

l’ye tamamlandı. +4°C’de saklandı. 

 

Transfer 90 dk 90 V’da gerçekleştirildi. 

Transfer sonrası membran TBST Buffer ile 10 dk inkübasyona bırakıldı. Daha sonra 

spesifik olmayan bağlanma bölgeleri oda sıcaklığında bloklama solüsyonu ile çalkalayıcı 

üzerinde 1 saat bloklandı. 

 

TBST (Equilibration) Solüsyonu (1l) 

29,25 g sodyumklorit ile 3,16 g Tris-HCl tartıldı. 500 µL Tween 20 eklendi. Solüsyon dH2O 

ile 1 l’ye tamamlandı ve +4°C’de saklandı. 

 

Bloklama Solüsyonu (300 ml) 

15 g albümin tartıldı, 300 ml’ye TBST ile tamamlandı. +4°C’de saklandı. 

 

+4°C’de membran monoklonal antikor ile gece boyu inkübe edildi. Daha sonra 3 kez 5 er 

dakika TBST ile yıkandı. Peroksidaz konjugatı olan Goat Anti-Mouse IgG ikincil antikor 

ile 1 saat oda sıcaklığında çalkalayıcıda inkübasyona bırakıldı. 3 kez TBST ile yıkandıktan 

sonra görüntüleme aşamasına geçildi. 
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3.2.5. KKH popülasyonunun belirlenmesi 

Uygulama yapılan hücre kültür hatlarından toplanan hücre popülasyonunun içindeki 

kök hücrelerin belirlenmesi amacıyla meme kanser hücreleri için özgün olduğu bildirilmiş 

olan insan anti-CD44 (FITC işaretli) ve anti-CD133 (PerCp işaretli) antikorları ile 

işaretlenme yapılarak akım sitometri ile değerlendirme yapıldı. 

Akım sitometri:  

Bunun için hücreler 100 µL CellWash tamponu içinde süspanse edildi. Üzerlerine 

floresan konjuge antikorlar, uygun kombinasyon ve ideal konsantrasyonlarda koyulup 

+4C0’de, karanlıkta, 40 dk inkübe edildi. İnkübasyon sonunda örneklere 2 ml CellWash 

tamponu eklendi, santrifüjlenerek yıkandı (400xg’de 5 dk). Sonrasında 150 µl CellWash 

tamponu ile süspanse edilen hücreler akım sitometri cihazı (BD FACS Canto II cihazı ve 

BD FACSDiva yazılımı) ile okundu ve veri dosyalar.fcs (flow cytometry standard) dosya 

formatında FlowJo yazılımına (Tree Star, ABD) aktarıldı. Yüzey molekül ifadeleri analiz 

edildi.  

Ortalama floresan yoğunlukları (OFY) değerlendirilirken, kullanılan floresan ve 

cihaz voltaj farklılıklarını dışlayabilmek için yapılan analizdeki OFY değerleri aynı 

analizde bakılan otofloresan OFY değerlerine bölündü. 

 

 

3.3. İSTATİSTİKSEL ANALİZ 

 

Verilerin değerlendirilmesi için PASW 18 istatistik programı (SPSS Inc. Released 

2009. PASW Statistics for Windows, Version 18.0. Chicago: SPSS Inc.) kullanılmıştır. 

Çoklu gruplar arasındaki farklılıklar için ANOVA testi, ikili gruplar arası farklılıklar için 

Student t test kullanılmıştır. Gruplararası dağılımın homojen olmaması durumunda 

ANOVA için post-hoc test olarak Dunnett’s T3, gerektiğinde nonparametrik test olarak 

ikili karşılaştırmalar için Mann-Whitney U test ve çoklu grup karşılaştırmaları için Kruskal-

Wallis testi kullanılmıştır. İstatistiksel testler yapılırken %95 güvenlik aralığı için alfa 

değeri 0.05 olarak alınıp p≤0.05 olduğu durumlar anlamlı kabul edilmiştir.  
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4. BULGULAR 

 

4.1. MTT Yöntemi ile belirlenmiş olan XAV939, Thapsigargin ve 

Niclosamid IC50 değerleri 

MTT hücre proliferasyon testlerinin üçer kez tekrarlanan 48 saat analizi sonrasında 

XAV939 IC50 dozu MCF-7 için 121,41 µM, MDA-MB-231 için 210,53 µM olarak 

bulunmuştur. 

Niclosamid IC50 dozu MCF-7 için 79.81 µM, MDA-MB-231 için 138,78 µM olarak 

bulunmuştur. 

Thapsigargin IC50 dozu MCF-7 için 18.71 µM, MDA-MB-231 için 6,82 µM olarak 

bulunmuştur. 

Tablo 3: MCF7 ve MDA-MB231 hücre hatlarında XAV939, Niclosamide ve Thapsigargin 

ile 48 saat için MTT yöntemiyle elde edilen IC50 değerleri. Değerler µM (±SD) olarak 

ifade edilmiştir. 

 

 MCF7 MDA-MB-231 

XAV939 121,41 (±16,48) 210,53 (±38,10) 

Niklosamid 79,81 (±17,18) 138,78 (±30,13) 

Thapsigargin 18,71 (±13,24) 6,82 (±2,04) 

 

 

MCF7 hücreleri için MTT deneyleri sonrası elde edilen IC50 değerleri dikkate 

alınarak sublethal dozlar olarak uygulama dozları XAV939 için 60 µM, Thapsigargin için 

9 µM, Niclosamid için 40 µM olarak belirlenmiştir. 

MDA-MB-231 hücreleri için MTT deneyleri sonrası elde edilen IC50 değerleri 

dikkate alınarak sublethal dozlar olarak uygulama dozları XAV939 için 100 µM, 

thapsigargin için 3,5 µM, Niclosamid için 70 µM olarak belirlenmiştir. 
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4.2. Western Blot Analiz Bulguları 

MCF7 ve MDA-MB-231 hücre hatlarında planlanan çalışma gruplarında XAV939, 

niclosamide ve thapsigargin ikili ve üçlü kombine 12 ve 24 saat uygulamaları sonrasında 

beta-katenin, axin1 ve axin2 düzeyleri Western blot tekniği ile değerlendirilmiştir. 

 

 MCF7 Kontrol X-T-N X-T X-N N-T 

  

 

  
 

        

12 h p β-Catenin           

            

  

 

  
 

        

 Axin-1           

            

  

 

  
 

        

 Axin-2           

  
  
         

 GAPDH           

            

       
Şekil 10. MCF7 hücre hattında 12 saatlik uygulama sonrasında jel 

elektroforez görüntüleri (X=XAV939, T=Thapsigargin, N=Niklosamid) 
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Tablo 4. MCF hücre hattında 12 saat kimyasal uygulama sonrası çalışma gruplarında 

gözlenen beta-katenin, axin1 ve axin2 proteinlerinin kat değişimi.  

 

PROTEİN ÇALIŞMA GRUPLARI 

MCF7 12 Saat 

 Kontrol XAV939+ 

Thapsigargin

+ 

Niclosamide 

XAV939+ 

Thapsigargin 

XAV939+ 

Niclosamid 

Thapsigargin

+ 

Niclosamid 

P değeri 

Fosfo Beta 

Katenin 

1b,c,d 0,75a,b 0,71a,b,c,d 0,87a,b,c 0,97a,b,d 0,001 

Axin1 1b,c,d 0,81b,c,d 0,71a,c,d 0,43a,b,c,e 0,05a,b,c,d 0,0001 

Axin2 1 b,c,d,e 0,17a,b 0,13a 0,15a,c 0,12a,b,c 0,0001 

Üst harf karakterleri istatiksel açıdan birbirinden anlamlı farkı olan grupları ifade etmektedir. 

 

Gruplar kendi aralarında karşılaştırıldığında fosfo beta-katenin düzeyi gruplar 

arasında anlamlı düzeyde farklılık göstermektedir (p=0,001). Gruplar ikili olarak birbirleri 

ile karşılaştırıldığında X+T+N ve X+T gruplarında beta-katenin düzeyi kontrol grubu ve 

diğer uygulama gruplarına göre anlamlı şekilde düşüktür (p= 0,005, p=0,008) (Tablo 4). 

Axin1 için bütün gruplar karşılaştırıldığında aralarında anlamlı düzeyde fark 

mevcuttur (p=0.0001). Grupların ikili karşılaştımalarında Axin1 düzeyi Thapsigargin-

Niclosamide grubunda kontrole göre 0,05 kata düştüğü için diğer grupların hepsinden 

anlamlı şekilde düşük bulunmuştur (p=0,0001). Axin1 için X+N grubu, X+T+N ve X+T 

gruplarından anlamlı şekilde düşük bulunmuştur (p=0,001) 

Axin2 için bütün gruplar karşılaştırıldığında gruplar arasında anlamlı düzeyde fark 

mevcuttur (p=0,0001). T+N grubunda axin2’nin control grubuna göre 0,12 kat azalması 

X+T+N ve X+N gruplarından anlamlı şekilde farklıdır (p=0,001) 
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24 h  kontrol X-T-N X-T X-N N-T 

 p β-Catenin 

 

  
 

  
      

 Axin-1 

 

  
 

        

            

 Axin2 
 

  

            

 GAPDH           

       

 

       

Şekil 11. MCF7 hücre hattında 24 saatlik uygulama sonrasında jel elektroforez 

görüntüleri (X=XAV939, T=Thapsigargin, N=Niklosamid) 

 

Tablo 5. MCF hücre hattında 24 saat kimyasal uygulama sonrası çalışma gruplarında 

gözlenen beta-katenin, axin1 ve axin2 proteinlerinin kat değişimi.  

 

PROTEİN ÇALIŞMA GRUPLARI 

MCF7 24 Saat 

 Kontrol XAV939+ 

Thapsigargin+ 

Niclosamide 

XAV939+ 

Thapsigargin 

XAV939+ 

Niclosamide 

Thapsigargin

+ 

Niclosamide 

P değeri 

Fosfo Beta 

Katenin 

1a 0.29a,b 0.32a,d 0.92b,c,d 0.19a,b,c,d 0.001 

Axin1 1a 0.31a,e 0.48a,e 0.36a,e 0.08a,b,c,d 0.0001 

Axin2 1a 0.21a,c,e 0.13a,b,d 0.18a,c,e 0.12a,b,d 0.0001 

Üst harf karakterleri istatiksel açıdan birbirinden anlamlı farkı olan grupları ifade etmektedir. 

Fosfo Beta-katenin düzeyi açısından gruplar aralarında karşılaştırıldığında MCF7 

hücrelerinde 24 saat uygulama sonrasında gruplar arasında anlamlı düzeyde farklılık 

mevcuttur (p=0,001). Thapsigargin-Niclosamide grubunda beta-katenin düzeyi kontrole 

göre 0,19 kata düştüğü için hem kontrol grubundan, hem de diğer gruplardan anlamlı 

şekilde farklı bulunmuştur (p=0,001) (Şekil 11). 

Beta-katenin düzeyi açısından gruplar aralarında karşılaştırıldığında MCF7 

hücrelerinde 24 saat uygulama sonrasında gruplar arasında anlamlı düzeyde farklılık 
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mevcuttur (p=0.001). Thapsigargin-Niclosamide grubunda beta-katenin düzeyi kontrole 

göre 0.19 kata düştüğü için hem kontrol grubundan, hem de diğer gruplardan anlamlı 

şekilde farklı bulunmuştur (p=0.001) (Şekil 11) (Tablo 5). 

Ayrıca bütün inhibisyon grupları kontrol grubuna göre anlamlı şekilde düşük olarak 

bulunmuştur (p=0.001). 

 

 

Grafik 1. MCF7 hücre hattında 12 ve 24 saat uygulama sonucunda belirlenen fosfo beta-

katenin değişim oranları 

Axin1 ve axin2 düzeyleri MCF7 hücre hattında 24 saat uygulama sonrasında 

Thapsigargin-Niclosamide grubunda kontrole göre anlamlı şekilde düşerek 0,08 kat ve 0,12 

kat olarak bulunmuştur. Bu durum gruplar arasında ciddi anlamlı fark yarattığı gibi gruplar 

arası değişkenliğin (varyansın) de anlamlı şekilde farklı olmasına yol açmıştır. Bu nedenle 

axin1 ve axin2 için post-hoc testler parametrik olmayan testler kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir.  

Axin1 için gruplar arasında anlamlı fark mevcuttur (p=0,0001) ve Thapsigargin-

Niclosamide grubu diğer gruplar ile karşılaştırıldığında hepsinden anlamlı şekilde düşüktür 

(bütün karşılaştırmalar için p=0,0001) (Grafik 2). 
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Axin2 için gruplar karşılaştırıldığında anlamlı fark mevcuttur (p=0,0001). 

Gruplar ikili karşılaştırıldığında, X+T ve T+N grupları diğer uygulama gruplarına göre 

axin2 yönünden anlamlı şekilde düşük bulunmuştur (p=0,001, p=0,002) (Grafik 3). 

 

 

Grafik 2. MCF7 hücre hattında 12 ve 24 saat uygulama sonucunda belirlenen axin1 

değişim oranları 
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Grafik 3. MCF7 hücre hattında 12 ve 24 saat uygulama sonucunda belirlenen axin2 

değişim oranları 

MCF7 hücre hattında Thapsigargin-Niclosamid grubunda 12. Saatten itibaren 24 

saati de kapsayan şekilde belirgin axin1 ve axin2 düzeylerinde düşme dikkati çekmektedir. 

Ayrıca niclosamide kombinasyonu uygulanan bütün gruplarda 24 saat uygulama 

sonrasında belirgin ve istatistiksel anlamlı düzeyde beta-katenin düşüklüğü olduğu dikkati 

çekmektedir (Grafik 2 ve 3). 

 MDA-MB-231 Kontrol X-T-N X-T X-N N-T 

  

 

  
 

        

12 h p β-Catenin           

 

 

 
 

  
  

      

 Axin-1           

            

 Axin-2           

            

 GAPDH           

            
Şekil 12. MDA-MB-231 hücre hattında 12 saatlik uygulama sonrasında jel elektroforez 

görüntüleri (X=XAV939, T=Thapsigargin, N=Niklosamid) 
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Tablo 6. MDA-MB-231 hücre hattında 12 saat kimyasal uygulama sonrası çalışma 

gruplarında gözlenen beta-katenin, axin1 ve axin2 proteinlerinin kat değişimi. 

PROTEİN ÇALIŞMA GRUPLARI 

MDA-MB-231 12 SAAT 

 Kontrol XAV939+ 

Thapsigargin

+ 

Niclosamid 

XAV939+ 

Thapsigargin 

XAV939+ 

Niclosamid 

Thapsigargin+ 

Niclosamid 

P değeri 

FosfoBeta 

Katenin 

1b,c,d,e 0.87a,d,e 0.56a,d,e 0.33a,b,c 0.31a,b,c 0.0001 

Axin1 1c,d,e 1.01c,d,e 0.46a,b,d,e 0.32a,b,c 0.28a,b,c 0.0001 

Axin2 1b,c,d,e 0.68a,e 0.44a,e 0.62a,e 0.10a,b,c,d 0.0001 

Üst harf karakterleri istatiksel açıdan birbirinden anlamlı farkı olan grupları ifade etmektedir. 

 

 

Grafik 4. MDA-MB-231 hücre hattında 12 ve 24 saat uygulama sonucunda belirlenen 

fosfo beta-katenin değişim oranları 

 

MDA-MB-231 hücre hattında 12 saat uygulama sonrasında fosfo beta katenin düzeyi için 

gruplar karşılaştırıldığında, gruplar arasında anlamlı farklılık mevcuttur (p=0,0001). 
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Gruplar birbiri ile karşılaştırıldığında bütün uygulama grupları kontrol grubuna göre 

anlamlı düzeyde düşüktür (p=0,0001) (Grafik 4). 

X+N ve T+N gruplarında beta-katenin düzeyi diğer uygulama gruplarından anlamlı düşük 

olarak bulunmuştur (p=0,0001). 

MDA-MB-231 hücre hattında 12 saat uygulama sonrasında axin1 için gruplar 

karşılaştırıldığında anlamlı farklılık mevcuttur (p=0,0001). 

X+N ve T+N grupları 12 saat uygulama sonrasında axin1 düzeyi için diğer uygulama 

gruplarından anlamlı şekilde düşük bulunmuştur (p=0,0001) (Grafik 5). 

MDA-MB-231 hücre hattında 12 saat uygulama sonrasında axin2 düzeyleri gruplar 

arasında karşılaştırıldığında anlamlı farklılık mevcuttur (p=0,0001). Bütün inhibisyon 

uygulanan gruplarda axin2 düzeyi control grubuna göre anlamlı şekilde düşük bulunmuştur 

(p=0.001). Thapsigargin-Niclosamide grubunda 0,10 katı bulan düşüklük nedeniyle diğer 

bütün uygulama gruplarından ciddi anlamlı şekilde farklı bulunmuştur (p=0,0001) Grafik 

5). 

       

       

24 h  Kontrol X-T-N X-T X-N N-T 

  

 

  
 

        

 p β-Catenin           

   

 Axin-1 

  

 

 

 
 

          

            

 Axin2           

            

 GAPDH           

            
 

Şekil 13. MDA-MB-231 hücre hattında 24 saatlik uygulama sonrasında jel elektroforez 

görüntüleri (X=XAV939, T=Thapsigargin, N=Niklosamid) 

 



36 

 

Tablo 7. MDA-MB-231 hücre hattında 24 saat saat kimyasal uygulama sonrası çalışma 

gruplarında gözlenen beta-katenin, axin1 ve axin2 proteinlerinin kat değişimi 

PROTEİN ÇALIŞMA GRUPLARI 

MDA-MB-231 24 SAAT 

 Kontrol XAV939+ 

Thapsigargin

+ 

Niclosamide 

XAV939+ 

Thapsigargin 

XAV939+ 

Niclosamide 

Thapsigargin

+ 

Niclosamide 

p değeri  

FosfoBeta 

Katenin 

1b,c,e 0,74a,d,e 0,88b,e 0,98b,e 0,11b,c,d,e 0,0001 

Axin1 1b,c,d,e 0,47a,c,d,e 0,77a,b,e 0,75a,b,e 0,06a,b,c,d 0,0001 

Axin2 1b,c,d,e 0,67a,e 0,45a,e 0,64a,e 0,19a,b,c,d 0,0001 

Üst harf karakterleri istatiksel açıdan birbirinden anlamlı farkı olan grupları ifade etmektedir. 

MDA-MB-231 hücre hattında 24 saat uygulama sonrasında beta-katenin düzeyi için 

gruplar karşılaştırıldığında, gruplar arasında anlamlı farklılık mevcuttur (p=0,0001). 

Thapsigargin-Niclosamide grubunda 0,11 kat düzeyinde düşüş nedeniyle bu grup diğer 

uygulama grupları ve kontrol grubundan anlamlı şekilde farklıdır (her karşılaştırma için 

p=0,0001). Ayrıca X+T+N grubu kontrol grubuna göre anlamlı düşüktür (p=0,001) (Tablo 

7). 

MDA-MB-231 hücre hattında 24 saat uygulama sonrasında axin1 düzeyi için gruplar 

arasında anlamlı fark mevcuttur (p=0,0001). 
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Grafik 5. MDA-MB-231 hücre hattında 12 ve 24 uygulama sonucunda western blot 

yöntemiyle belirlenen axin1 değişim oranları 

 

Axin1 için grupların ikili karşılaştırmalarında bütün uygulama grupları kontrolden 

anlamlı şekilde düşüktür (p= 0,001). X+T+N grubu ve T+N grubu, axin1 için diğer 

uygulama gruplarına göre anlamlı düzeyde düşük bulunmuşlardır (p=0,001) (Grafik 5). 

Thapsigargin-Niclosamide grubunda axin1 düzeyi diğer bütün uygulama gruplarına 

göre ciddi anlamlılık düzeyinde düşük bulunmuştur (P=0,0001). 

MDA-MB-231 hücre hattında 24 saat uygulama sonrasında axin2 düzeyleri için 

gruplar arasında çoklu karşılaştırmada anlamlı fark mevcuttur (p=0,0001). 

Grupların ikili karşılaştırmalarında bütün uygulama grupları axin2 için kontrolden 

anlamlı şekilde düşük bulunmuştur (p=0,001). T+N grubu inhibisyon uygulanan diğer 

grupların hepsinden anlamlı şekilde düşük olarak farklılaşmaktadır (bütün karşılaştırmalar 

için p=0,0001) (Grafik 6). 
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Grafik 6. MDA-MB-231 hücre hattında 12 ve 24 saat uygulama sonucunda belirlenen 

axin2 değişim oranları 
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Grafik 7. MDA-MB-231 hücre hattında 12 ve 24 saat uygulama sonucunda western blot 

yöntemiyle belirlenen beta-katenin, axin1 ve axin2 toplu değişim grafiği. (Her grup için 

soldaki ilk 3 sütun 12. Saat, sağdaki 3 sütun 24. Saat değerlerini göstermektedir) 

 

Özellikle MDA-MB-231 hücre hattında Thapsigargin-Niclosamide grubunda 12. Saatten 

itibaren başlayıp 24. Saati de kapsayan, fosfo beta-katenin, axin1 ve axin2 düzeylerinin 

hepsinde diğer uygulama gruplarına göre belirgin olarak düşüklüğe yol açan etkinlik söz 

konusudur (Grafik 7). 
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4.3. AKIM SİTOMETRİ BULGULARI 

MCF7 ve MDA-MB-231 hücre hatlarında planlanan çalışma gruplarında XAV939, 

niclosamide ve thapsigargin ikili ve üçlü kombine uygulamaları sonrasında 12. ve 24. 

saatlerde hücre kültürleri içinde CD133 ve CD44 yüzey işareti taşıyan KKH popülasyonları 

akım sitometri kullanarak tanımlanmaya çalışılmıştır.  

Tablo 8. Akım sitometri okumaları sonrası toplam hücre popülasyonu içinde CD133 ve 

CD44 işaretli kök hücre popülasyonları için 12 ve 24 saat uygulama sonucunda elde 

edilen yüzde cinsinden değerler ve istatistiksel analizi (Her grup için ortalama değer ve 

altında ± ile standart sapma değeri verilmiştir) 

ÇALIŞMA GRUBU HÜCRE HATTI 

 MCF7 MDA-MB-231 

12 Saat CD133 CD44 CD133 CD44 

Kontrol 37,9 7,1 93,4 93,7 

±2,59 ±0,80 ±5,42 ±1,82 

XAV939+ 

Thapsigargin+ 

Niclosamide 

35,7 4,2 96,8 90,4 

±8,44 ±0,68 ±1,90 ±7,85 

XAV939+ 

Thapsigargin 

28,7 6,8 99,2 91,7 

±11,59 ±0,88 ±1,11 ±2,41 

XAV939+ 

Niclosamide 

22,6 5,6 70,1 91,3 

±2,32 ±0,42 ±50,26 ±5,01 

Thapsigargin+ 

Niclosamide 

35,4 5,6 11.4 81,9 

±16,35 ±0,35 ±4,85 ±17,70 

p değeri 0,356 0,002 0,004 0,57 

24 Saat     

Kontrol 9,99 10,96 85,8 98,13 

±3,85 ±1,00 ±5,28 ±0,86 

XAV939+ 

Thapsigargin+ 

Niclosamide 

4,36 9,92 5,04 87,96 

±2,42 ±3,62 ±1,59 ±6,89 

XAV939+ 

Thapsigargin 

10,95 5,38 15,69 87,90 

±2,09 ±1,84 ±9,10 ±7,59 

XAV939+ 

Niclosamide 

6,22 8,43 13,47 93,3 

±1,28 ±3,22 ±4,13 ±2,20 

Thapsigargin+ 

Niclosamide 

7,39 6,28 11,63 13,15 

±3,14 ±4,56 ±4,54 ±4,28 

p değeri 0,07 0,222 0,0001 0,0001 
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Grafik 8. MCF7 ve MDA-MB-231 hücre hatlarında uygulama gruplarında 12 ve 24 saat 

uygulama sonrasında elde edilen “CD133+” yüzey pozitiflik oranları 

 

 

Grafik 9. MCF7 ve MDA-MB-231 hücre hatlarında uygulama gruplarında 12 ve 24 saat 

uygulama sonrasında elde edilen “CD44+” yüzey pozitiflik oranları 
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Grafik 10. MCF7 hücre hattında 12 ve 24 saat uygulama sonrasında tespit edilen CD133+ 

KKH ortalama (yüzde) değerleri 

 

MCF7 hücre hattında akım sitometri ile tespit edilen CD133 pozitif hücrelerin 12 

saat uygulama sonrasında gruplar arası karşılaştırmasında anlamlı farklılık tespit 

edilmemiştir (p=0,356). 

MCF7 hücre hattında, 12 saat uygulama sonrası, uygulama gruplarında CD 133+ 

hücre oranları karşılaştırıldığında kontrol grubuna göre sadece X-N grubunda istatiksel 

açıdan anlamlı bir azalma olduğu görüldü (p=0,03) (Grafik 10).  

CD133 için gruplar 24 saat uygulama sonuçları karşılaştırıldığında gruplar arasında 

istatistiksel anlamlı farklılık ortaya çıkmamıştır (p=0,07). X+T+N grubunda X+T grubuna 

göre istatistiksel olarak belirgin azalma saptanmıştır (p=0,04). 
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Grafik 11. MDA-MB-231 hücre hattında 12 ve 24 saatt uygulama sonrasında tespit 

edilen CD133+ KKH ortalama (yüzde) değerleri 

 

MDA-MB-231 hücre hattında tespit edilen CD133 pozitif hücrelerin 12 saat 

uygulama sonrasında grupların kendi arası karşılaştırmasında anlamlı farklılık tespit 

edilmiştir (p=0,004). 

Gruplar arası ikili karşılaştırmalarda Thapsigargin-Niclosamide grubunda diğer 

bütün gruplara göre anlamlı şekilde azalma gözlenmiştir (p<0,05). 

MDA-MB-231 hücre hattında, 24 saat uygulama sonrası, uygulama gruplarında CD 

133+ hücre oranları karşılaştırıldığında kontrol grubuna göre tüm gruplarda istatiksel açıdan 

anlamlı bir azalma olduğu görülürken (p=0,0001), uygulama grupları arasında bir fark 

olmadığı görülmüştür (p>0,05) (Grafik 11). 
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Grafik 12. MCF7 hücre hattında 12 ve 24 saat uygulama sonucunda tespit edilen CD44+ 

KKH ortalama (yüzde) değerleri 

 

MCF7 hücre hattında 12 saat uygulama sonrasında tespit edilen CD44+ hücre 

oranları açısından karşılaştırıldığında gruplar arasında anlamlı düzeyde farklılık mevcuttur 

(p=0,002). 

İkili karşılaştırmalarda en düşük ortalama değere sahip olan X+T+N grubu, kontrol 

grubundan (p=0,002) ve X+T grubundan (p=0,005) anlamlı şekilde farklıdır (Grafik 12).  

24 saat uygulama sonrasında CD44+ hücreler için karşılaştırıldığında gruplar 

arasında istatistiksel olarak anlamlı fark yoktur (p=0,222). Grupların birbirleri ile 

karşılaştırılmasında da anlamlı farklılık tespit edilmemiştir. X+T grubu ile kontrol grubu 

arasındaki fark anlamlılık düzeyine yaklaşmaktadır (p=0,08) (Grafik 12). 
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Grafik 13. MDA-MB-231 hücre hattında 12 ve 24 saat uygulama sonucunda tespit edilen 

CD44+ KKH ortalama (yüzde) değerleri 

 

MDA-MB-231 hücre hattında ilk 12 saat uygulama sonrasında inhibisyon yapılan 

gruplarda inhibitörlerin anlamlı bir etkisi ortaya çıkmadı. Buna bağlı olarak KKH oranları 

çok yüksek olarak korundu ve CD44+hücreler yönünden gruplar arasında anlamlı bir fark 

tespit edilmedi (p=0,57). 

24 saat uygulama sonrasında Thapsigargin-Niclosamide grubunda izlenen CD44+ 

KKH sayısındaki ciddi düşüş nedeniyle gruplar arasında istatistiksel anlamlı fark ortaya 

çıkmıştır (p=0,0001) (Grafik 13). 

Sadece T+N grubunda gözlenen CD44+ KKH sayısındaki ciddi azalma nedeniyle, 

yapılan ikili karşılaştırmalarda T+N grubu diğer grupların hepsinden anlamlı şekilde 

farklılık göstermektedir (p=0,0001)  
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5. TARTIŞMA 

 

Meme kanseri, dünya çapında kadınlar arasında en sık görülen kanserdir ve genel 

olarak kadınlarda kansere bağlı ölümlerin önde gelen nedenidir. Meme kanserleri 

histopatolojik özellikleri dışında moleküler özellikleri ve davranış olarak da homojen bir 

hastalık değildir. İmmünohistokimya ve mRNA analizi ile farklı alt gruplar ayırt edilebilir. 

İmmünohistokimyasal analizler rutin klinik uygulamada genellikle ER (östrojen reseptörü), 

PR (progesteron reseptörü), Her2 (insan epidermal büyüme faktörü reseptörü) ve Ki67 

proteini durumunu belirlemek için yapılır. Bu rutin immünhistokimyasal analiz, tedavi 

stratejisini belirlemek için biyolojik belirteçler olarak hizmet ederler. ER-pozitif tümörler, 

her ikisi de ER fonksiyonuna müdahale eden antiöstrojenlere ve aromataz inhibitörlerine 

yanıt verir, Her2-pozitif tümörler, anti-Her2 antikoru trastuzumab gibi Her2'ye yönelik 

ilaçlara yanıt verir. Tüm meme kanserlerinin yaklaşık %70-75 kadarı ER ve % 10-15 kadarı 

Her2 eksprese eder ve bu durum hedefe özgü tedaviyi destekleyen önemli bir özelliktir. 

Üçüncü bir immünohistokimyasal alt tip olan üçlü negatif meme kanseri, ER, PR ve 

Her2'den yoksundur ve tüm meme kanserlerinin yaklaşık % 12 kadarını temsil eder. Şu 

anda üçlü negatif meme kanserileri için hedefe özgü bir tedavi mevcut değildir. Bunun 

yerine üçlü negatif meme kanseri hastaları kemoterapi ile tedavi edilir. Kemoterapi ileri 

evre ER-pozitif ve Her2-pozitif tümörlerde de yaygın olarak kullanılır. Genel olarak, 

ışınlama genellikle meme kanserinde ek bir tedavi olarak uygulanır. Tedavilerin 

farklılaşarak gelişmesi, gelişmiş ülkelerde meme kanseri mortalitesinin azalmasına ciddi 

anlamda katkıda bulunmuştur (66, 67). Fakat mortalite azalmış olmasına rağmen, en sık 

görülen kanser olan meme kanseri için toplam mortalite sayısı hala yüksektir. 

 

Meme kanseri KKH tedaviye direnç etkenlerini ve tedavi zorluklarını bilerek, burada 

rol alan mekanizmalar üzerinden olası tedavi çözümlerine katkıda bulunabilmek amacıyla 

modellememizi KKH popülasyonunun azaltılması ve hedefli tedavi üzerine odakladık. 

Meme kanseri KKH gelişimi, davranışı ve idamesi üzerine etki eden birçok hücre içi yolak 

mevcuttur. Özellikle meme kanserlerinde ön planda KKH aktivitesi ile ilişkilendirilen 3 

ana yolak Wnt, Notch ve Hedgehog’dur. Ancak bu yolaklar birbirleri ile etkileşebildiği gibi 

diğer hücre içi sinyal akış yolları ve molekülleri ile de etkileşime girmektedirler. Bu sinyal 

yollarından bazıları PI3K/AKT, Ras/Raf/MEK1/ERK, Nükleer Faktör Kappa B (NFkB), 

TGFβ ve JAK/STAT yollarıdır. Bahsi geçen bu yolaklardan Wnt yolağının özellikle meme 
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kanseri KKH aktivitesinin sürdürülmesinde önemli rolü olduğu gösterilmiştir (53, 68). Wnt 

sinyal yolağı oldukça karmaşık olup hücre yüzeyinde Wnt sinyal iletimi için 19 wnt 

proteini, yedi protein ailesinden 15'ten fazla reseptör ve ko-reseptör ile eşleşmektedir: 

Frizzled, düşük yoğunluklu lipoprotein reseptörü ile ilişkili protein 5 (LRP5) ve LRP6, 

reseptör tirozin kinaz benzeri yetim reseptör 1 (ROR1) ve ROR2, protein tirozin kinaz 7 

(PTK7), reseptör tirozin kinaz (RYK), kas iskelet reseptörü tirozin kinaz (MUSK) ve 

heparan sülfat proteoglikanlar olan syndecan ve glipikan (69). Bu nedenle klasik ve birkaç 

adet klasik olmayan yolağa bölünmüş olarak karşımıza çıkmaktadır. Klasik yolak uyarı 

süreci beta-katenine bağlıdır ve öncelikle Frizzled ve onun ilişkili reseptörü LRP5/6 

üzerinden ilerler. Wnt1, Wnt3A, Wnt8 çoğunlukla klasik yolağı uyarırken Wnt5A ve 

Wnt11 daha çok klasik olmayan yolaklar ile ilişkilidir (57, 70). 

 

Klasik Wnt yolu ve meme kanseri  

Beta-kateninin gastrointestinal ve meme kanserlerinde KKH aktivitesinde, EMT’de ve 

ilaç direncinde rolü olduğu gösterilmiştir. Meme kanserlerinde KKH aktivitesinde rol 

alabilen Her2, beta-kateninin hedeflerinden biridir (70). Beta-katenin meme kanserlerinde 

kötü prognoz ile ilişkilidir ve özellikle üçlü negatif meme kanser hücrelerinde nükleer beta-

katenin boyanma oranı çok daha yüksektir (71, 72). Wnt klasik yolağının ER pozitif meme 

kanser hücrelerinde de aktif olduğu ve KKH aktivitesinde rol aldığı gösterilmiştir (26). 

 

Kanonik olmayan Wnt yolları ve meme kanseri  

Meme kanserinde rol oynayan kanonik olmayan bir yolak Wnt-ROR (reseptör tirozin 

kinaz benzeri yetim reseptör) yolağıdır. ROR1 ifadelenmesi üçlü negatif meme 

kanserlerinde en yüksektir. ROR1 ve ROR2 proteinlerinin yüksek seviyede bulunması kötü 

prognoz ile ilişkilidir (73, 74). Ayrıca Wnt-PKA yolağı ve Hedgehog yolakları KKH 

hücrelerinde PI3K/AKT bağlantısı üzerinden GSK3β (glikoz sentaz kinaz 3 beta) düzeyini 

baskılamak için etkileşebilirler. GSK3β düzeyinin baskılanması beta-katenin düzeyini 

artıracağı için KKH aktivitesinde role sahiptir ve özellikle üçlü negatif meme kanser 

hücrelerinde daha belirgindir (75, 76). Ancak literatürde beta-kateninin hücre içine geçişte 

Wnt-kalsiyum yolağının önemli rolü gösterilmiş olmasına ragmen (61), Wnt yolağı 

mekanizmalarına yönelik olarak KKH’leri hedefleyen çalışmalar arasında Wnt-kalsiyum 

yolağını tek veya kombine şekilde hedefleyen çalışmaya rastlanmamıştır.  
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Genelde klasik Wnt yolağına yönelik tankiraz inhibitörleri veya özgün beta-katenin 

inhibitör tedavileri gibi yaklaşımlar mevcuttur. Klasik Wnt yolağı, Frizzled reseptörü 

üzerinden bloke edildiğinde hücre LRP5/6 resptörü ifadelenmesini artırarak bunu 

aşabilmektedir. Muhtemelen modelleme zorlukları nedeniyle meme kanseri KKH’leri 

üzerinde çok fazla kombine inhibitör çalışması bulunmamaktadır. Thapsigargin ile az 

sayıda meme kanser hücre çalışması olmakla birlikte bunlar KKH’lerine yönelik değildir. 

Bu nedenle biz çalışmamızda, meme kanseri KKH aktivitesinde önemli rolü olan beta-

kateninin, hem klasik yolak üzerinden fosfobeta-katenin olarak üretimini baskılamayı hem 

de üretilse bile nükleusa geçişini bloke edebilmek stratejisi için Wnt-kalsiyum yolağını 

baskılamayı planladık. Bu amaçla klasik yolağı baskılayan tankiraz inhibitörü XAV939 ile 

LRP5/6 reseptörünü bloke eden niklosamid ve endoplazmik kalsiyum salınımını bloke 

eden thapsigargini ER+ ve üçlü negatif meme kanser hücre hatları üzerinde kombine olarak 

IC50 düzeyinde uyguladık. 

 

MCF7 hücre hattında ilk 12 saat uygulama sonrasında beta-katenin düzeyinde bazı 

gruplarda anlamlı düşüş olsa da bütün gruplar kontrole göre 0,75 kat ve üzeride kalmıştır. 

Buna karşın 24 saat uygulama sonrasında inhibisyon etkisinin belirginleştiği dikkati 

çekmektedir. Başta thapsigargin-niklosamid grubu belirgin olmak üzere niklosamid verilen 

bütün gruplarda beta-katenin düzeyi 24saat uygulama sonrasında 0,3 kat veya altına 

düşmüştür.  

 

MDA-MB-231 hücre hattında ise ilk 12 saat uygulama sonrasında fosfo beta-katenin 

düzeyi XAV939-thapsigargin ve thapsigargin-niklosamid guplarında 0,3 kat ve altına 

düşerek anlamlı şekilde baskılanmıştır. Dikkat çeken nokta ise 24 saat uygulama sonrasında 

XAV939-thapsigargin ve XAV939-niklosamid gruplarında belirlenen fosfo beta-katenin 

düzeyinin 12 saat uygulama sonrasında elde edilen değerlere göre istatiksel olarak anlamlı 

olacak düzeyde artmış olmasıdır. Bu durumda, kullanılan inhibitörlerin olası antagonistik 

etkisi olabileceği akla gelmektedir. Thapsigargin-niklosamid grubunda ise beta-

katenindeki düşüş sürmüştür ve 0.11 kat düzeyine inmiştir.  

 

Her 2 hücre hattında da XAV939-thapsigargin grubunda 24 saat uygulama sonrasında 

fosfo beta-katenin düzeyinin 12. Saate göre artmış olması Wnt klasik yolağının yetersiz 

baskılanması ile açıklanabilir. Olası bir inhibitörler arası antagonistik etki de söz konusu 

olabilir. Her 2 hücre hattında da thapsigargin-niklosamid grubu 24 saat uygulama 
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sonrasında fosfo beta-katenin düzeyini etkin şekilde baskılamayı başarmıştır. Bu nedenle 

sadece XAV939 ile beta-katenin destrüksiyon kompleksi üzerinden gerçekleştirilen klasik 

Wnt yolağı inhibisyonu beta-katenin düzeyini yeterince baskılayamamaktadır. Buna karşın 

thapsigargin-niklosamid grubunda her 2 hücre hattında da 24 saat uygulama sonrasında 

etkili bir beta-katenin düşüşü gözlenmiştir ve bu etkinlik MDA-MB-231 hücre hattında ilk 

12 saat içinde de belirgindir. Bu bulgu da literatür ile uyumludur çünkü üçlü negatif meme 

kanser hücre hatlarının Wnt yolağına daha fazla bağımlı olduğu birçok araştırıcı tarafından 

ifade edilmiştir. Bununla ilişkili olarak, MCF7 hücre hattının ilk 12 saat uygulama 

sonrasında Wnt yolağı inhibisyonuna beta-katenin düşüşünde az cevap vermesi, ER+ olup 

daha diferansiye bir hücre hattı olması ve Wnt yolağına daha az bağımlı olması özellikleri 

ile açıklanabilir. 

 

Her 2 hücre hattında da 24 saat uygulama sonrasında en etkili fosfo beta-katenin 

düşüşü thapsigargin-niklosamid grubunda gözlenmiş olup bu bulgular LRP5/6 reseptörü 

üzerinden gerçekleşen klasik Wnt yolağı baskılanmasının etkin olduğunu ve Thrasivoulou 

ve arkadaşları tarafından önerilen (61) Wnt klasik yolağı ile Wnt-kalsiyum yolaklarının 

sinerjistik etki gösterdiği varsayımı ile de uyumludur. 

 

Axin1 düzeyleri her 2 hücre hattında da kabaca beta-katenin düzeyleri ile parallellik 

göstermektedir. Axin1 normal şartlarda beta-katenin yıkım kompleksinin bir parçası 

olduğu için Wnt uyarısı baskılandığında kısmen artması ve beta-kateninin azalması 

beklenir. Ancak çeşitli kanser hücre hatlarında yapılan çalışmalarda axin1 ve beta katenin 

ilişkisinin sanıldığı kadar basit olmadığı, Wnt inhibitörlerinin kullanıldığı durumlarda 

axin1 cevabının değişken olması ve hücre yapısında e-kaderine bağlı olarak da ciddi 

miktarda hücre içi axin1 bulunması nedeniyle axin1 düzeylerinin her zaman sağlıklı 

hücrelerdeki gibi bulunamayacağını belirten çalışmalar mevcuttur (77, 78) 

 

Axin2 gen ifadelenmesi hücre içine geçen beta-katenin ile uyarılmaktadır. Çeşitli 

yayınlarda klasik Wnt yolağı baskılanması sonrasında ifadelenmenin baskılanma sonrası 

azalıp, 7 gün veya sonrasında arttığı belirtilmektedir (79). Çalışmamızda her 2 hücre 

grubunda da 12. ve 24. saatlerde axin2 düzeylerinde inhibisyon gruplarında anlamlı 

düşüşler gözlendi. Genelde literatür ile uyumlu olarak axin2 düzeyleri beta-katenin düşüşü 

ile paralellik göstermekte idi, anlamlılık düzeyi en yüksek düşüşler thapsigargin-

niklosamid gruplarında idi. Ancak MCF7 hücre hattında ilk 12 saatte ciddi düzeyde fosfo 
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beta-katenin düşüşü olmamasına rağmen axin2 düzeyleri bütün gruplarda 0,2 kat ve altına 

düşmüş görünmektedir. Bunun dışında MDA-MB-231 hücre hattında XAV939-

thapsigargin ve XAV939-niklosamid gruplarında 24 saat uygulama sonrasında fosfo beta-

katenin yüksek düzeylerine paralel axin2 düzeyleri bulunması inhibisyon etkisi ile 

uyumludur. 

 

Hücre kültürlerinde uygulama gruplarında KKH yüzey belirleyiciler için akım 

sitometri ile CD133+ ve CD44+ hücreler değerlendirildiğinde MCF7 hücre hattında 12 saat 

uygulama sonrasında CD133+ hücre oranlarına bakıldığında gruplar arasında anlamlı fark 

bulunmamaktadır. Bu durum MCF7 hücre hattında ilk 12 saatte fosfo beta-katenin 

baskılanmasının çok az olması ile uyumludur. 24 saat uygulama sonrasında ise MCF7 hücre 

hattında CD133 pozitif hücre oranları bütün gruplarda 12 saat uygılama ile 

karşılaştırıldığında anlamlı şekilde düşmüştür (p=0.0001). Bu durum beta-katenin düşüşü 

ile parallellik göstermektedir ve düşüşler niklosamid verilen gruplarda daha fazladır. 

Kontrol grubunda da 12 saat uygulama sonrasında CD133+ hücre oranının düşmüş olması 

akla teknik nedenleri getirmektedir. 

 

MDA-MB-231 hücre hattında ise CD133+ hücre oranları 12 saat uygulama sonrasında 

thapsigargin-niklosamid grubunda ciddi anlamlı şekilde düşüş göstermiştir. 24 saat 

uygulama sonrasında ise bütün inhibisyon gruplarında kontrol grubuna göre ciddi oranda 

düşme gözlenmiştir. En düşük CD133+ hücre oranları %3.9 ile XAV939-thapsigargin-

niklosamid grubunda gözlenmiştir. Bu durum yine Wnt yolağının üçlü negatif meme 

kanserlerinde KKH popülasyonu aktivitesinde daha baskın rolü ile açıklanabilir. 

 

CD44+ hücreler açısından bakıldığında MCF7 hücre hattında 12 saat uygulama 

sonrasında XAV939-thapsigargin-niklosamid grubundaki hafif anlamlı düşme dışında 

gruplar arasında anlamlı bir fark bulunmamaktadır. Anlamlı olmasa da, inhibisyon 

gruplarının hepsinde kontrol grubuna göre CD44+ hücrelerin hafif düşük olması kısmi 

inhibisyon etkisini vurgulamaktadır. 24 saat uygulama sonrasında ise MCF7 hücre hattında 

KKH oranları 12 saat uygulamaya göre hafif artmış görünmektedir. Bu durum MCF7 hücre 

hattının KKH aktivitesi için Wnt yolağına çok bağlı olmaması ve olası başka yolakları 

kullanarak KKH popülasyonunu baskılanmadan kaçırdığını düşündürmektedir. 
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MDA-MB-231 hücre hattında ise 12 saat uygulama sonrasında inhibisyon gruplarında 

CD44+ hücreler üzerinde anlamlı bir etki veya düşme gözlenmemiştir. Ancak 24 saat 

uygulama sonrasında thapsigargin-niklosamid grubunda CD44+ hücrelerde ciddi bir düşüş 

söz konusudur. Bu durum aynı hücre grubunda gözlenen beta-katenin cevabı ile de 

paralellik göstermektedir. Bu gözlemin en olası nedeni, MDA-MB-231 üçlü negatif meme 

kanser hücrelerinde KKH popülasyonunun daha yüksek olması, Wnt yolağına daha fazla 

bağımlı olması ve baskın olan Wnt yolağının thapsigargin-niklosamid kombinasyonu ile 

daha etkin şekilde baskılanmış olmasıdır. Bulgularımız, CD44+ hücrelerin tedaviye daha 

dirençli ve muhtemelen CD133+ hücrelerden farklı bir grup olduğunu düşündürmektedir. 

Literatürde de CD44+/CD24- KKH’lerin daha dirençli ve saldırgan olduğu 

vurgulanmaktadır.  

 

Sonuç olarak ER+ ve üçlü negatif meme kanser hücre hatları ile gerçekleştirdiğimiz 

çalışmamızda literatür ile uyumlu olarak üçlü negatif meme kanser hücrelerinin daha 

saldırgan yapısını, daha yüksek orandaki KKH varlığını ve bunlara ait moleküler 

belirteçleri gösterdik. Wnt klasik yolak ile kombine olarak diğer yolakların baskılanmasını 

gerçekleştirerek MDA-MB-231 hücre hattında özellikle 24. Saat bulgularında KKH 

popülasyonunun azaltılması yönünde net bulgular elde ettik. Buna karşın MCF7 hücre 

hattında ilk 12 saat uygulama sonrasında fosfo beta-katenin düzeyinin baskılanamaması ve 

CD44+ hücreler üzerinde etkili ve azaltıcı bir inhibisyon etkisi yaratılamaması nedeniyle 

bu hücre hattında Wnt yolağının veya yolaklarının çok etkin olmadığına dair kanıtlar elde 

edilmiştir. Çalışmamızda literatürde ilk defa olarak klasik Wnt yolağı ile birlikte 

thapsigargin kullanarak meme kanser hücre hatlarında Wnt-kalsiyum yolağı kombine 

blokajı gerçekleştirilmiştir.  

 

Thapsigargin-niklosamid kombine uygulaması yapılan gruplarda her 2 hücre hattında 

da beta-katenin ve axin2 24 saat uygulama sonrasında etkin şekilde baskılanmıştır ve 

MDA-MB-231 hücre hattında hem CD133+ hem CD44+ hücre popülasyonlarını etkin 

şekilde baskılayan tek inhibitör kombinasyonu bu gruptur. Çalışmamız daha önce tek bir 

çalışmada önerilen Wnt klasik yolak ve Wnt-kalsiyum yolağı sinerjisini kanser hücreleri 

üzerinde test ederek doğrulamıştır. Meme kanseri KKH lerinde XAV939 kullanılarak 

tankiraz inhibisyonu ile gerçekleştirilen Wnt klasik yolak inhibisyonu kısmen başarılı olsa 

da KKH popülasyonunu azaltmada etkin olmadığı gösterilmiştir. Niklosamid ile LRP5/6 

reseptörü üzerinden gerçekleştirilen Wnt klasik yolak baskılanmasının çok etkili olduğu ve 
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bunun Wnt-kalsiyum ya da diğer kombinasyonlar ile kullanılmasının üçlü negatif meme 

kanserlerinde KKH leri azaltmada etkin olduğu ortaya konulmuştur. Çalışmamızın 

sonuçları, özellikle dünyada meme kanserleri içinde %12-15 i bulan üçlü negatif meme 

kanserlerinde hedeflenmiş tedavi gerekliliğini desteklemektedir. Çalışmamızın 

sonuçlarının önemli bir mortalite sebebi olan meme kanserli hastalar için KKH lerindeki 

mekanizmaların aydınlatılması ve yeni hedeflenmiş tedavi seçenekleri geliştirilmesi için 

yol göstereceğini düşünüyoruz. 

 

6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

ER+ ve üçlü negatif meme kanser hücre hatları ile gerçekleştirdiğimiz çalışmamızda 

literatür ile uyumlu olarak üçlü negatif meme kanser hücrelerinin daha saldırgan yapısını, 

daha yüksek orandaki KKH varlığını ve bunlara ait moleküler belirteçler gösterilmiştir. 

Wnt klasik yolak ile kombine olarak diğer yolakların baskılanmasını gerçekleştirerek 

MDA-MB-231 hücre hattında özellikle 24. Saat bulgularında KKH popülasyonunun 

azaltılması yönünde net bulgular elde edilmiştir.  

 

MCF7 hücre hattında 12 saat uygulama sonrasında fosfo beta-katenin düzeyinin 

baskılanamaması ve CD44+ hücreler üzerinde etkili ve azaltıcı bir inhibisyon etkisi 

yaratılamamsı nedeniyle bu hücre hattında Wnt yolağının veya yolaklarının çok etkin 

olmadığına dair kanıtlar elde edilmiştir.  

 

Çalışmamızda literatürde ilk defa olarak klasik Wnt yolağı ile birlikte thapsigargin 

kullanarak meme kanser hücre hatlarında Wnt-kalsiyum yolağı kombine blokajı 

gerçekleştirilmiştir.  

 

Thapsigargin-niklosamid kombine uygulaması yapılan gruplarda her 2 hücre hattında 

da beta-katenin ve axin2 24 saat uygulama sonrasında etkin şekilde baskılanmıştır ve 

MDA-MB-231 hücre hattında hem CD133+ hem CD44+ hücre popülasyonlarını etkin 

şekilde baskılayan tek inhibitör kombinasyonu bu gruptur.  

 

Çalışmamız daha önce tek bir çalışmada önerilen Wnt klasik yolak ve Wnt-kalsiyum 

yolağı sinerjisinin varlığını kanser hücreleri üzerinde test ederek doğrulamıştır.  
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Meme kanseri KKH lerinde XAV939 kullanılarak tankiraz inhibisyonu ile 

gerçekleştirilen Wnt klasik yolak inhibisyonu kısmen başarılı olsa da KKH popülasyonunu 

azaltmada etkin olmadığı gösterilmiştir. Niklosamid ile LRP5/6 reseptörü üzerinden 

gerçekleştirilen Wnt klasik yolak baskılanmasının çok etkili olduğu ve bunun Wnt-

kalsiyum ya da diğer kombinasyonlar ile kullanılmasının üçlü negatif meme kanserlerinde 

KKH leri azaltmada etkin olduğu ortaya konulmuştur.  

 

Bulgularımız, CD44 pozitif hücrelerin tedaviye daha dirençli ve muhtemelen CD133+ 

hücrelerden farklı bir grup olduğunu düşündürmektedir. Literatürde de CD44+/CD24- 

KKH’lerin daha dirençli ve saldırgan olduğu vurgulanmaktadır. Bu nedenle daha selektif 

olarak, benzer çalışmanın CD44+/CD24- ve aynı zamanda ALDH + KKH’lerin kültürden 

seçilerek hedeflenmiş tedavi yaklaşımının bu hücreler üzerinde denenmesi başarıyı 

artıracaktır. 

 

Niklosamid antihelmintik bir ilaçtır. LRP5/6 reseptörünü bloke ederek Wnt/beta-

katenin uyarısını baskıladığı net olarak bilinse de olası fosforilasyon ayrıştırıcı etkisi ile 

Notch, STAT3, NF-kB yolakları ve GSK3beta ile etkileşerek geniş bir yelpazede etki 

ediyor olabilir. Bu ayrımı yapabilmek için, modelin genişletilerek daha çok hücre hattında 

diğer sinyal yolaklarının ve gen ifadelerinin çalışılması mekanizmanın netleştirilmesi için 

uygun olacaktır. 

 

Çalışmamızda elde ettiğimiz Wnt klasik yolak artı Wnt-kalsiyum yolağı kombine 

blokaj etkisinin in vitro ve in vivo senkron şekilde test edilerek tedavi etkinliği açısından 

daha güvenilir veriler elde edilmesi planlanacaktır.  

 

Çalışmamızın sonuçları, özellikle dünyada meme kanserleri içinde %12-15 i bulan üçlü 

negatif meme kanserlerinde hedeflenmiş tedavi gerekliliğini desteklemektedir. 

Çalışmamızın sonuçlarının önemli bir mortalite sebebi olan meme kanserli hastalar için 

KKH aktivitesini belirleyen mekanizmaların aydınlatılması ve yeni hedeflenmiş tedavi 

seçenekleri geliştirilmesi için yol göstereceğini düşünüyoruz. 
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