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ROSMARİNİK ASİT TÜREVLERİNİN ÜÇLÜ-NEGATİF MEME KANSERİ 

HÜCRE HATTI ÜZERİNDEKİ ANTİ-KANSER ETKİSİNİN HÜCRESEL 

YOLAKLARIN İNCELENMESİ ARACILIĞIYLA BELİRLENMESİ 

 ÖZET 

Amaç: Tez çalışmasının amacı Rosmarinik asit (RA) türevlerinin anti-kanser 

özelliklerinin üçlü-negatif meme kanserine (ÜNMK) karşı yolaklar üzerindeki etkisinin 

belirlenmesidir. 

Gereç ve Yöntem: ÜNMK hücre hattı olan MDA-MB-231 ve normal meme epitel 

hücre hattı olan MCF-10A kullanılarak RA’nın metil (RAME), etil (RAEE), propil (RAPE), 

bütil (RABE) esterleriyle hücre canlılık testi ve terapötik endeks değerleri belirlendi. RA, 

RAME ve RAEE esterlerinin hücre göçü ve invazyon üzerindeki etkisi, koloni oluşturma 

yetenekleri incelendi. Hücre döngüsünün tutuklanması, hücre apoptoz ve nekroz oranları 

akış sitometri ile incelendi. RA ve türevlerinin EMT ve apoptoz yolaklarındaki gen anlatım 

düzeylerine etkisi gerçek zamanlı ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-

PCR) ile araştırıldı. 

Bulgular: RA, RAME, RAEE, RAPE ve RABE esterlerinin hücre canlılık oranını 

azalttığı, RAME ve RAEE’nin terapötik endeksleri yüksek olan iki aday olduğu 

bulunmuştur. RA, RAME ve RAEE ile devam edilen deneylerde, maddelerin koloni 

oluşumunu engellediği, yara iyileşmesini geciktirdiği, hücre göçünü azalttığı, hücre 

döngüsünü etkileyerek G2/M fazında tutuklama yaptığı ve apoptozu tetiklediği tespit 

edilmiştir. EMT yolağı incelendiğinde N-kaderin ve Slug genlerinde anlatımı azaldı. 

Apoptoz yolağında BCL-2 geni azalırken Kaspaz 3 gen anlatım seviyesinde artış görüldü.  

Sonuç: Sonuç olarak RA sahip olduğu anti-oksidan özelliği ve türevlerinin hücre 

içine alımı kolaylaştırması ile ÜNMK hücre hattında apoptozu tetikleyici yönde gen 

ifadelerini değiştirdiği bulunmuştur. 

 

Anahtar Kelimeler: Anti-Kanser Etki, Rosmarinik Asit, Terapötik Endeks, Üçlü 

Negatif Meme Kanseri
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DETERMINING THE ANTI-CANCER EFFECT OF ROSMARINIC ACID 

DERIVATIVES ON TRIPLE-NEGATIVE BREAST CANCER CELL LINE 

THROUGH CELLULAR PATHWAYS 

ABSTRACT 

Aim: The aim of this study was to determine the effect of anti-cancer properties of 

rosmarinic acid (RA) derivatives on pathways against triple-negative breast cancer 

(ÜNMK).  

Materials and Methods: Cell viability test was carried out with methyl (RAME), 

ethyl (RAEE), propyl (RAPE), butyl (RABE) esters of RA using the ÜNMK cell line MDA-

MB-231 and the normal breast epithelial cell line MCF-10A. Therapeutic index values were 

determined. The effects of RA, RAME and RAEE esters on cell migration and invasion, and 

their colony forming abilities were investigated. Cell cycle arrest, cell apoptosis and necrosis 

rates were examined by using flow cytometry. The effects of RA and its derivatives on gene 

expression levels in EMT and apoptosis pathways were investigated by real-time reverse 

transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR). 

Results: RA, RAME, RAEE, RAPE, and RABE esters have been identified as 

candidates that decrease cell viability, with RAME and RAEE showing high therapeutic 

indices. Continued experiments with RA, RAME, and RAEE revealed that these substances 

inhibit colony formation, delay wound healing, reduce cell migration, induce cell cycle arrest 

at the G2/M phase, and trigger apoptosis. Examination of the EMT pathway demonstrated 

decreased expression of N-cadherin and Slug genes. In the apoptosis pathway, the expression 

of the BCL-2 gene was reduced, while an increase in the expression level of Caspase 3 gene 

was observed. 

Conclusion: It was found that RA changed gene expressions in the direction of 

triggering apoptosis in ÜNMK cells with its anti-oxidant properties and facilitating the 

uptake of its derivatives into the cell.  

 

Key Words: Anti-Cancer Effect, Rosmarinic Acid, Therapeutic Index, Triple 

Negative Breast Cancer
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1.GİRİŞ VE AMAÇ 

Meme kanseri, Türkiye’de 2020 yılında yapılan bir araştırma sonucu ortaya çıkan 

veriye göre en sık görülen ilk 5 kanser grubu içerisinde yer almıştır. Üçlü-negatif meme 

kanseri (ÜNMK), östrojen reseptörü (ER), progesteron reseptörü (PR) ve insan epidermal 

büyüme reseptörü-2 (HER2/neu) eksikliği sonucu ortaya çıkan heterojen yapıya sahip bir 

meme kanseri alt grubudur. ÜNMK’nin klinikte yüksek başarıya sahip bir tedavisi 

bulunmamakla birlikte mevcut olarak kullanılan tek tedavi seçeneği kemoterapidir. 

Hastalar üzerinde kemoterapinin meydana getirdiği yan etkilerin azaltılmasına yönelik 

bitkisel kaynaklı bileşenler üzerinde çalışmalar yapıldı. Rosmarinik asit (RA), biberiye 

(Rosmarinus officinalis) özündeki güçlü polifenolik bileşiklerden biridir. RA’nın sahip 

olduğu anti-oksidan özelliği ile ÜNMK hücre hattında apoptozu tetikleyici yönde gen 

ifadelerini değiştirdiği bulunmuştur.  

Tez çalışmasının amacı, 12048 no’lu TÜSEB projesi kapsamında sentezlenen 

özgün RA ester türevlerinin arasında terapötik endeksi en yüksek olan iki RA türevinin 

apoptoz ve epitelyal-mezenkimal geçiş yolaklarına etkisini aydınlatmaktır. Bu amaçla, 

sentezlenen özgün RA türevlerinin terapötik endeksini belirledikten sonra terapötik etkisi 

yüksek olan iki RA türevinin MDA-MB-231 ÜNMK hücre hattında apoptoz oranını ne 

ölçüde etkilediği, göç ve istila kabiliyetini hangi oranda azalttığı, gen anlatım 

seviyelerinde nasıl değişikliğe yol açtığını inceleyerek etki mekanizması hakkında fikir 

edinilmesi hedeflenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. KANSER  

Kanser, kendi içerisinde bir dizi moleküler süreci içeren, hücrelerin kontrolsüz 

büyüme, farklılaşma ve yayılma gösterdiği bir hastalık türüdür. İnsanlarda kanserin ilk 

kanıtları milattan önceki zamanlarda bulunmuştur. M.Ö. 460-370 yılları arasında yaşamış 

olan Yunan tıp doktoru Hipokrat, ilk kez kanserli dokularda çevre dokuya invaziv olan 

habis tümör ve invaziv olmayan yani diğer ismiyle iyi huylu tümör kavramını ve 

arasındaki farklılıkları ortaya koymuştur. Mikroskobun gelişimiyle beraber 17. ve 18. 

yüzyıllarda kan ve lenf sisteminin daha iyi anlaşılabilmesi ile kanser hücre hattının 

araştırılmasının önü açılmıştır (1,2). 

Kanser hücresinin normal hücrelerden ayıran temel özellikler, Hanahan ve 

Weinberg tarafından her kanser türünde ortak görülen on farklı başlık altında toplanmıştır 

(3,4). “Kanserin ayırt edici özellikleri” olarak adlandırılan bu özellikler; büyüme 

faktörlerine ihtiyaç duymadan büyüyebilme, sınırsız bölünme potansiyeline sahip olma 

ve ölümsüzlük, apoptotik sinyallerden kaçınma, büyümeyi baskılayan sinyallerden kaçış, 

anjiyogenez, invazyon ve metastaz yeteneği, bağışıklık sisteminden kaçma, 

kanserleşmeyi destekleyen inflamasyon, genetik mutasyonlar ve enerji metabolizmasını 

değiştirmedir. 

2.1.1. Meme Kanseri 

Meme kanseri, meme hücrelerinin normalden farklı bir şekilde büyüyüp çoğalması 

sonucu meydana gelen ciddi bir kanser türüdür. Bu hastalık genellikle kadınlarda görülür. 

Meme kanserinin belirtileri arasında memede dokunulduğunda fark edilen sertlik veya 

yumru, meme cildindeki değişiklikler, meme başından gelen akıntı ve ciltte kızarıklık gibi 

işaretler yer alır. 

2.1.1.1 Meme kanseri epidemiyolojisi: Globocan 2020 verilerine göre; dünya 

genelinde her iki cinsiyette ve her yaşta yeni vaka sayısı en başta meme kanseri, ardından 

akciğer, kolorektal ve prostat kanseri olarak açıklanmıştır (5). Ölüm oranlarına 

bakıldığında ise ilk sırada akciğer kanseri daha sonra kolorektal, karaciğer, mide ve meme 
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kanseri Globocan 2020 verilerine göre; Türkiye’de her iki cinsiyette ve her yaşta yeni 

vaka sayısı en başta akciğer kanseri ardından meme, kolorektal, prostat ve tiroid 

kanserinde ortaya çıkmıştır (6). Meme kanseri, dünya çapında kadınlarda görülen kansere 

bağlı ölümlerin başında yer alır (7). 

 Meme dokusu, süt üreten kısım olan lobüller ve sütü meme başına ileten 

kanallar olan duktuslar, destek dokusu olarak yağ dokusu ile fibröz dokulardan 

oluşmaktadır. Bazı kanser türleri başlangıçta semptomlara neden olmayabilir. Bu durum, 

kanser hücrelerinin henüz yayılmamış veya büyümemiş olduğunu gösterir. Kanser 

genellikle erken evrelerindeyken, semptomlar belirginleşmeye başlar ve hastalık 

ilerledikçe daha belirgin hale gelir. Bu nedenle, kanser başlangıcında semptomlara neden 

olmadığı ve daha az metastaz yeteneğine sahip olduğundan lobül veya duktuslar ile sınırlı 

alanı kapsamaktadır (9). 

Meme kanseri risk faktörlerinin en başında ilerleyen yaş gelmektedir. Bunun yanı 

sıra obezite, alkol kullanımı, tütün kullanımı, radyasyona maruziyet, menopoz ve 

hormonlar gibi faktörler meme kanseri oluşumunu tetiklemektedir. Genetik faktörler 

olarak ailede meme kanserli bireylerin olması risk düzeyini artırmaktadır. Fakat ailede 

meme kanseri öyküsü olmaması durumunda da risk ortadan kalkmamaktadır. BRCA1, 

BRCA2 VE PALB-2 gibi bazı kalıtsal gen mutasyonları da meme kanseri riskini büyük 

ölçüde artırmaktadır (8). 

2.1.1.2. Meme kanserinin prognoz ve tedavisi: Meme kanseri tedavisi, 

hastalığın evresine, türüne ve hastanın genel sağlık durumuna göre değişiklik gösterir. 

Tedavi seçenekleri arasında cerrahi işlem, radyoterapi, kemoterapi, hormonal terapi ve 

hedefe yönelik tedaviler yer almaktadır (9). Mevcut tedavi seçenekleri arasında, hastanın 

yaşına, hastalığın evresine, kanserin türüne ve hastanın genel sağlık durumuna göre uygun 

tedavi seçimi belirlenir (9). Örneğin, neoadjuvan kemoterapi kullanımında, hastanın yaşı 

ve hastalığın evresi önem arz etmektedir (10). Hormonal tedavi, östrojen hormonunun 

meme kanseri hücrelerinin büyümesini teşvik ettiği durumlarda kullanılır. Hormon 

reseptörü pozitif metastatik meme kanserinde ve HER2-pozitif tümörlere yönelik yeni 

tedavi ajanları geliştirilmiştir (11). Hedefe yönelik tedavilerin içinde immünoterapi son 

yıllarda oldukça yaygın bir tedavi stratejisi olarak karşımıza çıkmaktadır. Hedefe yönelik 

tedaviler, kanser hücreleri büyümesini hedefleyen özel ilaçlar kullanılır (9). 



 

4 

 

Bifosfat tedavisi, kanserin kemiklere yayılması durumunda kullanılan bir tedavi 

yöntemidir (12). Bifosfatlar, kemikteki kanser hücre hattının büyümesini kontrol altına 

alır ve kemik yıkımını azaltır. Bu nedenle, bifosfat tedavisi, hedefe yönelik bir tedavi 

olarak kabul edilir ve kanserin kemiklere yayılmasını kontrol etmek amacıyla kullanılır. 

Bisfosfonat tedavisinin iskelet sistemi komplikasyonlarını azalttığı gösterilmiştir.  

2.1.1.3. Meme kanserinin moleküler sınıflandırılması: Meme kanseri 

moleküler sınıflandırması, tümörün biyolojik özelliklerine göre yapılan bir 

sınıflandırmadır. Bu sınıflandırma, tümörün prognozunu ve tedavi seçeneklerini 

belirlemede rol oynamaktadır. Meme kanseri moleküler alt tipleri, immünohistokimyasal 

(IHC) belirteçlerle yapılan reseptör analizine ve Ki67 düzeyine göre ayrılmaktadır. 

Bahsedilen reseptörler temel olarak ER, PR ve HER2 reseptörüdür. Bu üç biyobelirteç 

arasındaki ilişki, meme kanserinin sınıflandırılmasında kullanılır. Örneğin, HER2 pozitif 

meme kanseri, ER ve PR negatif olabilir veya pozitif olabilir. Bu nedenle, bir hastanın 

meme kanseri biyobelirteçlerinin belirlenmesi, tedavi planı ve prognoz tahmini için 

önemlidir (13). 

Epidermal büyüme faktörü reseptörünün (EGFR) bir alt tipi olan HER2 reseptörü, 

normalde hücre hattın büyümesini ve bölünmesini düzenleyen sinyalleri alır. Ancak, 

HER2 geni aşırı aktif hale geldiğinde, meme kanseri hücre hattı aşırı büyüme ve bölünme 

eğilimi gösterir. HER2 pozitif meme kanseri olarak adlandırılan bu tür, diğer meme 

kanseri türlerinden farklı bir tedavi yaklaşımı gerektirmektedir (14). 

ER ve PR hormon reseptörleri ise, meme kanseri hücre hattının hormonlara nasıl 

yanıt verdiğini belirleyen reseptörlerdir. ER pozitif meme kanseri, östrojen hormonunun 

büyümeyi teşvik ettiği hücrelerde oluşurken, PR pozitif meme kanseri, progesteron 

hormonunun büyümeyi teşvik ettiği hücrelerde oluşur. Hormon reseptörü pozitif meme 

kanseri tedavisi, hormon terapisi veya blokajı ile yapılır (15). ER veya PR reseptörlerinin 

mevcut olmadığı durumlarda, meme kanser hücreleri östrojen ve progesteron gibi 

hormonların etkisinden bağımsız bir şekilde büyüme eğilimi gösterir. Bu durum, tedavi 

seçeneklerini etkileyerek daha özel ve özelleştirilmiş yaklaşımlar gerektirir. 

ER yokluğunda meme kanseri hücre hattı hormon etkisine yanıt vermez ve 

östrojenin büyümeyi teşvik ettiği hücreler de dâhil olmak üzere herhangi bir hücre tipinde 

gelişebilir. Bu nedenle, ER negatif meme kanserinin tedavisi, östrojen hormonunun 

etkisini bloke eden hormonal terapiyi içermez (16). PR yokluğunda da hücreler hormon 
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etkilerine yanıt vermediğinden ER negatife benzer şekilde tedavi edilir. Ancak PR 

negatifliği, progesteron hormonunun östrojen hormonunun etkisini bloke ettiği 

durumlarda progesteron reseptörü pozitifliği ile birleştirilirse, hastalığın prognozunun 

kötü duruma ilerlediği gösterilmiştir (17,18).  

Tablo 2.1’de bahsedilen reseptörlerin varlığına göre, meme kanseri Luminal A, 

Luminal B, HER2-pozitif ve üçlü negatif olarak alt tiplere ayrılır. Luminal A ve Luminal 

B alt tipleri, ER ve PR pozitif olan tümörleri içerir. HER2-pozitif alt tip, HER2 proteininin 

aşırı ifadesi olan tümörleri içerir. Üçlü negatif alt tip, ER, PR ve HER2 negatif olan 

tümörleri içerir.  

 

Tablo 2.1: Meme kanserinin moleküler alt tiplerinin sınıflandırılması 

 İnsan epidermal büyüme 

faktör reseptörü 2 (HER2) 

Östrojen 

reseptörü (ER) 

Progesteron 

reseptörü (PR) 

Luminal A - + + 

Luminal B + + + 

HER2 pozitif + - - 

Üçlü negatif - - - 

 

Meme kanseri moleküler alt tipleri, tümörün biyolojik özelliklerine göre tedavi 

seçeneklerine yol gösterir (19). Luminal A alt tipi, meme kanseri hastalarında en sık 

görülen tümör çeşididir. Bu tümörler düşük derecede mitotik aktiviteye ve iyi bir 

prognoza sahiptir. ER ve PR pozitif olan tümörleri içermektedir. Diğer alt tiplere göre 

düşük hücre çoğalması oranına ve daha az nüks etme yeteneğine sahiptir. Düşük HER2 

ve Ki67 (proliferatif hücre nükleer antijeni) gen seviyeleri ile tanımlanmaktadır (20,21).  

Luminal A tümörlerinde gen anlatım profili, diğer meme kanseri alt tiplerine göre 

daha düşük hücre çoğalması oranları ile bilinmektedir. Bu tümörlerin prognozu, diğer alt 

tiplere göre daha iyidir ve hormon tedavisi ile tedavi edilmektedir (22). Luminal B, ER 

pozitif ve/veya PR pozitif olan tümörlerin yaklaşık %20-30'unu oluşturur. Luminal B 

tümörleri, Luminal A tümörlerine kıyasla daha agresiftir ve daha yüksek hücre çoğalması 

oranlarına sahiptir (23). Luminal B tümörlerinde genellikle HER2 aşırı anlatımı veya 

kopya sayısı artışı da görülür. Bu, tümörün daha agresif olmasına ve daha kötü bir 
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prognoza sahip olmasına neden olabilir (24). Luminal B tümörlerindeki gen anlatım 

profili, daha yüksek hücre çoğalması ve daha düşük hormon reseptörü anlatımı ile 

ilişkilidir. 

Luminal B tümörleri, kemoterapi ve hormonal tedavilerle tedavi edilirler ve 

tedaviye yanıt oranları, Luminal A tümörlerine göre daha düşüktür. Ancak, HER2 pozitif 

tümörlerden daha iyi bir prognoza sahiptirler (25). HER2/neu, meme kanserinde de 

sıklıkla görülen bir proteindir. HER2/neu, hücre büyümesi ve bölünmesi sırasında hücre 

yüzeyindeki sinyal iletiminde rol alan bir protein olan EGFR’nin bir alt tipidir. Fakat bazı 

kanser türlerinde HER2 geni aşırı aktif hale gelir ve bu HER2/neu proteininin çok fazla 

miktarda üretilmesine neden olur. HER2/neu proteininin sayısı arttığı için kanser hücre 

hattının daha hızlı büyümesine ve bölünmesine yol açar. Bu da kanser hücre hattının daha 

invaziv ve agresif hale gelmesine neden olmaktadır (14). 

 Günümüzde, meme kanseri tümörlerinin yaklaşık %20-25'inde artmış HER2/neu 

aktivitesi tespit edilmektedir. HER2 pozitif meme kanseri, normalden daha fazla HER2 

proteinini üreten hücrelerden oluşur. HER2 pozitif meme kanseri tedavisinde hedeflenmiş 

tedaviler, örneğin trastuzumab gibi ilaçlar, kullanılmaktadır. Trastuzumab, HER2 pozitif 

meme kanseri hücre hattındaki HER2 proteinine bağlanarak kanser hücre hattının 

büyümesini ve yayılmasını engeller. Bu hedeflenmiş tedavi sayesinde, HER2 pozitif 

meme kanseri tedavisi başarı oranı artmaktadır (25,26).  

Üçlü negatif meme kanseri ve bazal tip meme kanseri arasında bazı farklılıklar 

vardır, ancak bazı durumlarda bu terimler benzer şekilde kullanılmaktadır. Genel olarak 

ÜNMK, bazal benzeri fenotipe sahiptir ve bazal belirteçlerini ifade eden tümörlerin 

çoğunluğu üçlü negatif kanserlerdir. Ancak, bazal benzeri kanserlerin tamamı ER, PR ve 

HER2'den yoksun değildir ve aynı şekilde, ÜNMK’ların tamamı bazal benzeri bir fenotip 

göstermez. Yani, bazal benzeri fenotip ve üçlü negatif fenotip birbiriyle tam olarak 

uyuşmamaktadır (27). 

Bazal benzeri meme kanserinde, ER, PR ve HER2 gibi yaygın olarak kullanılan 

biyobelirteçlerinin anlatımı olmadığından, hormon ve HER2 hedefli tedaviler bu 

tümörlerde etkili olmaz. Diğer meme kanseri alt tiplerine göre daha agresif olma 

eğilimindedir. ÜNMK hücre hattı, normal meme hücrelerine benzer şekilde bazal epitel 

hücre hattı özellikleri gösterirler (28,29). ÜNMK, diğer meme kanseri alt tiplerine göre 

daha agresif ve daha hızlı yayılsa da tedaviye daha iyi yanıt verebilirler ve erken evrede 
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yakalanırlarsa tedavisi mümkündür. ÜNMK için özel tedavi stratejileri geliştirilmektedir 

(30,31). 

2.2. ÜÇLÜ NEGATİF MEME KANSERİ 

Üçlü negatif meme kanseri, meme dokularında gelişen bir tür kanserdir ve diğer 

meme kanseri türlerine göre farklı bir özellik taşır. 

2.2.1. ÜNMK Mekanizması 

Üçlü negatif meme kanserinin , hormon reseptörü negatif olması, ÜNMK ile diğer 

meme kanseri türleri arasında farklı bir ilişki kurulmasına neden olur (32). Hormon 

reseptörü pozitif meme kanseri, hormonlar tarafından uyarılan büyümeye yanıt verirken, 

ÜNMK hormonlara tepki vermez ve kanserin büyüyüp yayılması için çeşitli faktörler 

tarafından uyarılır. Bu faktörler arasında genetik mutasyonlar, büyüme faktörleri (EGFR), 

tümör mikro çevresi ve immün yanıt etkilidir (33). ÜNMK tedavisi, kemoterapi ve cerrahi 

müdahale gibi seçeneklere sahiptir. Yapılan çalışmalar sonucunda, ÜNMK’nin oluşum 

mekanizmalarının genetik ve epigenetik değişikliklerle ilişkili olduğunu ve sinyal 

iletimindeki anormalliklerin kanser gelişimine katkıda bulunduğunu göstermektedir (30). 

Ayrıca, ÜNMK’nin immün sistemle ilgili olabileceği düşünülse de kesin 

mekanizmalarının tam olarak anlaşılması için daha fazla araştırma yapılması 

gerekmektedir (32,34). ÜNMK tedavisi, kemoterapi, immünoterapi ve hedefe yönelik 

tedaviler gibi diğer yaklaşımları içerebilir (35).  

2.2.1.1. ÜNMK hücre hattında görülen değişiklikler: ÜNMK hücre hattında 

ER, PR ve HER2 reseptörün eksikliği, bu kanser türünün diğer meme kanseri türlerinden 

farklı özellikler göstermesine neden olmaktadır (36). ÜNMK’de hücreler, diğer meme 

kanseri türlerine göre daha yüksek hücre çoğalmasına sahiptir. Bu, hücre bölünmesinin 

artması ve kanserin daha hızlı ilerlemesi anlamına gelmektedir (37). DNA tamir 

mekanizmalarındaki bazı değişiklikler nedeniyle daha yüksek bir genomik instabilite 

oluşmaktadır. Bu da kanser hücre hattının daha kolay mutasyona uğramasına ve tedaviye 

karşı daha dirençli hale gelmesine neden olmaktadır (38). ÜNMK ile hücre içi sinyal 

yolakları arasında birçok ilişki bulunmaktadır. Örneğin: ÜNMK’de sıklıkla görülen p53 

mutasyonları, PI3K/Akt sinyal yolunu aktive ederek tümör hücre hattının çoğalmasına ve 

hayatta kalmasına yardımcı olur (39). 
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 ÜNMK hücre hattında, EGFR sinyal yolunun aşırı aktivasyonu tespit 

edilmiştir. Bu yolak, MAPK/Erk ve PI3K/Akt sinyal yolları ile ilişkilidir ve tümör hücre 

hattının çoğalması, göçü ve invazyonu gibi özellikleri arttırır (40). ÜNMK’nin bir alt tipi 

olan ve androjen reseptörü pozitif olan tümörlerde, androjen sinyal yolunun aktivasyonu, 

tümör büyümesini inhibe eden p27 proteini seviyelerini artırır ve tümör hücre hattının 

apoptoza uğramasına neden olur (41). 

2.2.1.2. Epitelyal-mezenkimal dönüşüm (EMT): Epitelyal-mezenkimal 

geçiş (EMT), epitel hücre hattının morfolojik ve moleküler değişimleri sonucu 

mezenkimal fenotipe dönüşmesidir. Kanserin ilerlemesinde önemli bir rol oynamaktadır. 

İnvazyon ve metastaz sırasında, kanser hücre hattı EMT yoluyla invaziv mezenkimal 

fenotipe dönüşür ve böylece normal doku engellerini aşarak yayılım gösterirler. EMT 

sırasında hücre hattın biyolojik davranışları çok yönlüdür ve pek çok moleküler 

mekanizma bu sürece katkıda bulunur. Bu mekanizmalar arasında, EMT sinyal yollarının 

inhibe edilmesi, sitokin ve büyüme faktörlerinin etkileşimi, miRNA’ların düzenlenmesi 

ve hücre dışı matris bileşenlerinde değişiklikleri yer alır. EMT, kanser ilerlemesinde kritik 

bir adımdır (42,43). 

2.2.1.3. EMT belirteçleri: EMT belirteçleri, hücrelerin fenotipik değişimlerini 

ifade eden moleküllerdir (44). E-kaderin, hücreler arasında tutunmayı sağlayan bir 

yapışma proteini olan Kaderin ailesinden bir proteindir. E-kaderin gibi hücresel yapışma 

proteinleri, hücreler arasında sıkı bağların oluşmasını sağlar. Kalsiyum iyonları, E-

kaderin moleküllerinin birbirine yaklaşmasını tetikleyerek, hücreler arasında güçlü ve 

yapısal olarak stabil bağlar oluşmasını sağlar. EMT sırasında, E-kaderin’in ifadesinde 

azalma görülür. N-kaderin ise, E-kaderin’e benzer bir yapışma proteini olup, normalde 

mezenkimal hücrelerde ifade edilmektedir fakat EMT sırasında, hücrelerde N-kaderin 

ifadesinde artış meydana gelmektedir (45).  

B-katenin ise, hücre yapışmasını sağlayan kaderinlerin hücre içi etkileşimleri 

için önemli bir yapısal protein olarak işlev görür. E-kaderin’in hücre zarına bağlanmasını 

sağlar ve hücrelerin birbirlerine yapışmasını sağlayan kompleksleri oluşturur. EMT 

sırasında, β-katenin’in nükleusa göçü artar ve bu da hücrelerin metastatik davranış 

sergilemesine katkıda bulunmaktadır (46). 
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2.2.1.4. EMT transkripsiyon faktörleri: EMT transkripsiyon faktörleri, 

hücre hattın morfolojik ve fenotipik özelliklerinde değişikliklere neden olan ve EMT 

sürecini tetikleyen proteinlerdir. Hücrelerin migrasyon, invazyon ve metastaz yapma 

yeteneklerini arttırır (47–49). Bu faktörler arasında TWIST1, SNAI1, SNAI2 (SLUG), 

ZEB1 ve ZEB2 gibi proteinler bulunur.  

ÜNMK hücre hattında, EMT sürecinin belirli transkripsiyon faktörleri ile 

ilişkili olduğu gösterilmiştir. Örneğin, TWIST1, SNAI1, SNAI2 (SLUG) ve ZEB1, 

ÜNMK hücre hattında EMT sırasında yüksek seviyelerde ifade edilir ve bu da hücre 

hattın invazyon ve metastaz kabiliyetlerini arttırır (50). Buna ek olarak, ÜNMK hücre 

hattında BAX ve CASP3 genlerinin azalmış anlatımı, BCL-2 geninin ise artmış anlatımı 

da EMT süreci ile ilişkilendirilmiştir (51). VIM geninin ise EMT sürecinde artan bir ifade 

gösterdiği saptanmıştır (49,52). 

2.2.2. ÜNMK Hücre hattında İnvazyon ve Metastaz 

ÜNMK hücre hattı, in vitro büyütüldüğünde genellikle belirli bir sırayla ilerleyen 

invazyon ve metastaz adımlarını takip eder. İlk adım olarak, Şekil 2.1’de görüldüğü üzere 

ÜNMK hücreleri hücre dışı matris (ECM) olarak adlandırılan matristen geçerek kendisine 

en yakın dokuya penetrasyonu gerçekleşmektedir. ECM, hücre hattın çevre dokulara 

yayılma yeteneğini kolaylaştıran bir matristir. Daha sonra hücreler, ECM’deki 

bağlantıları bozarak ve matrisi geçerek dokuya invaze olur. Metastatik süreçte, hücreler 

birincil tümörden ayrılır, çevreleyen dokuya nüfuz eder, yakındaki kan damarlarına 

girerek intravazasyon yapar (53). Bu adım, hücrelerin invazyon yeteneğini ve metastatik 

özelliklerini göstermektedir. Hücreler, invazyon adımını tamamladıktan sonra, metastaz 

adımına geçerek vücudun diğer bölgelerine yayılabilirler. 

Metastaz, kanser hücre hattının orijinal tümör bölgesinden ayrılarak kan dolaşımı 

veya lenfatik sistem aracılığıyla diğer organlara veya dokulara yayılmasıdır. ÜNMK 

hücre hattı, çevrelerindeki ECM’e doğru ilerleyerek yapışma bağlantıları oluştururlar. Bu 

süreçte, hücrelerin yüzeyindeki reseptörler ve ligandlar arasındaki etkileşimler 

gerçekleşir. Daha sonra ECM’in parçalanmasına neden olan metalloproteinazlar gibi 

proteolitik enzimler salgılarlar ve hücre hattın çevrelerindeki dokulara doğru ilerlemesini 

kolaylaştırır (53). Hücre içi sinyal iletim yollarının aktive edilmesi, hücreler arasındaki 

iletişimi ve koordinasyonu sağlayan önemli bir mekanizmadır. Bu yollar, hücresel 
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süreçlerin başlatılmasını, durdurulmasını veya düzenlenmesini kontrol eder. Özellikle 

kanser gibi durumlarda, bu mekanizmanın bozulması hücrelerin anormal bir şekilde 

büyümesine, hareket etmesine ve çoğalmasına neden olabilir. 

Üçlü negatif meme kanseri hücreleri, kan damarlarına yönelerek dokulara doğru 

ilerleme eğiliminde olur. Şekil 2.1'de de görüldüğü gibi, bu hücreler dokulara doğru 

yayılım gösterirler. Bu nedenle, ÜNMK hücre hattının in vitro (hücre dışı) ve in vivo 

(canlı organizmalarda) ortamlarda davranışları arasında farklılıklar görülür. In vitro 

çalışmalarda, ÜNMK hücre hattı genellikle kontrollü laboratuvar koşullarında büyütülür. 

Hücre kültürü aşamaları, hücre ekimi, çoğaltma ve tedavi protokolleri gibi uygulama 

işlemlerini içerir. Bu çalışmalar, ÜNMK hücre hattının genetik, biyokimyasal ve 

fenotipik özelliklerini anlamak için kullanılır. In vivo çalışmalarda ise genellikle fare 

modelleri tercih edilir. Bu deneyler canlı organizmalarda gerçekleştirildiği için, ÜNMK 

hücre hattının tümör büyümesi ve yayılması hakkında bilgiler edinmek mümkündür. In 

vivo adımlar arasında hücre enjeksiyonu, tümör oluşumu, tümör boyutunun üç boyutlu 

olarak ölçülmesi gibi işlemler yer alır. Bu şekilde kanser modellemesi yapılır ve hücre 

hattının gerçek dokudaki davranışı ile mikro çevresi hakkında önemli bilgiler elde edilir 

(54,55). 
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Şekil 2.1: Primer tümörün izlediği invazyon ve metastaz adımları (54)’ten alınarak 

düzenlenmiştir. 

 

2.2.3. ÜNMK Anjiyogenez Mekanizması 

Üçlü negatif meme kanser hücre hattı, tümör büyümesini ve metastazı 

desteklemek amacıyla yeni kan damarları oluşturma yeteneğine sahiptir. Bu yetenek 

anjiyogenez olarak adlandırılır. Anjiyogenez, ÜNMK hücrelerinin çevrelerindeki normal 

dokularda veya bağ dokusunda bulunan kan damarlarından büyüme faktörleri 

salgılayarak tümörün büyümesini ve yayılmasını kolaylaştırmak üzere yeni kan damarları 

oluşturmasını ifade eder. Bu süreç farklı sinyal yolları ve proteinler tarafından düzenlenir 

(54). 

 Vasküler endotel büyüme faktörü (VEGF) ve hepatosit büyüme faktörü (HGF) 

gibi büyüme faktörleri, ÜNMK hücreleri tarafından üretilerek anjiyogenez sürecini 

uyarır. Bu faktörler, çevresel koşulları değiştirerek çevredeki dokulardan yeni kan 

damarlarının oluşumunu tetikler. ÜNMK hücre hattı, anjiyogenez yoluyla oksijen ve 

besin maddelerine daha fazla erişim elde ederek hayatta kalmalarını sağlar. Bu süreç 

ayrıca, ÜNMK hücrelerinin normal hücreler ve bağışıklık hücreleri tarafından tespit 

edilmesini zorlaştırarak tümörün bağışıklık sisteminden kaçmasını destekler (55). Bu 

nedenle, ÜNMK hücrelerin anjiyogenez yeteneği, tümörün büyümesini artırma ve çevre 

ile etkileşimini düzenleme stratejilerinin anlaşılmasında önemli bir rol oynar. Bu 
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mekanizmaların ayrıntılı şekilde anlaşılması, kanser tedavisinin geliştirilmesi ve tümör 

yayılmasının engellenmesi açısından kritik önem taşır  

2.2.4. ÜNMK Hücre Hattında Ölüm Mekanizmaları 

Üçlü negatif meme kanseri hücre hattında görülen ölüm mekanizmaları çeşitli 

yollarla gerçekleşebilir. Bu yollar arasında en belirgin olanları apoptoz, nekroz ve otofaji 

olarak sıralanabilir. 

2.2.4.1. ÜNMK hücre hattında apoptoz mekanizması: Apoptoz, bir 

hücrenin normal ömrünün sonunda veya hasar gördüğünde, immün sistemin enfekte 

hücreleri yok etmek için kullandığı bir mekanizmadır. Apoptoz süreci, bir dizi morfolojik 

ve biyokimyasal değişiklikleri içerir. Bu değişiklikler arasında hücrenin küçülmesi, 

çekirdeğin küçülmesi ve kırılması, DNA’nın parçalanması, hücre zarının değişmesi, 

sitoplazmik içeriğin parçalanması ve hücrenin parçalanması yer alır. Apoptoz, hücrenin 

kendisini yok etmesi ve parçalanması nedeniyle, özellikle kanser tedavisi alanında 

araştırmalarda öne çıkar. Kanser hücre hattı, apoptozu engelleyerek veya kaçarak normal 

hücrelerden farklılaşabilirler (56). 

ÜNMK hücre hattında apoptozisin gerçekleşmesi, bir dizi hücresel yolak 

tarafından düzenlenir. ÜNMK hücre hattında apoptozisin başlaması için, genellikle 

mitokondrilerin etkilenmesi yeterlidir. Bu nedenle, mitokondrilerdeki hasarın ve 

fonksiyon bozukluğunun engellenmesi, ÜNMK hücre hattında apoptozisin 

engellenmesine neden olabilir. (57). ÜNMK hücre hattında apoptoz mekanizmalarının 

düzenlenmesinde en önemli faktörlerden biri nükleer faktör kappa B (NF-κB) proteinidir. 

NF-κB, çeşitli hücresel uyarılara yanıt veren ve apoptozu düzenleyen bir transkripsiyon 

faktörüdür. ÜNMK hücre hattında, NF-κB’nin aktivasyonu, hücrenin apoptozu 

önlemesine ve hücrenin hayatta kalmasına neden olabilir (58). 

ÜNMK hücre hattında apoptozisin başlatılması için mitojenle aktive edilmiş 

protein kinaz (MAPK) yolaklarına ihtiyaç duyulduğu gösterilmiştir. MAPK yolağı, hücre 

büyümesi, bölünmesi ve apoptoz gibi süreçleri düzenleyen bir dizi protein kinazdan 

oluşur. ÜNMK hücre hattında MAPK yolağının inhibe edildiği durumlarda, apoptozisin 

başlatılması ve hücrenin ölümü artar. (59). Bcl-2 ailesi proteinleri, p53 geni ve kaspazlar 

da apoptoz düzenlenmesinde rol alır. Bcl-2 ailesi proteinleri, mitokondriyal membran 

potansiyelinin düzenlenmesinde önemli bir rol oynayarak apoptozu düzenler. P53 geni, 
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DNA hasarına yanıt olarak apoptozu düzenler ve hücrenin hasarlı DNA’yı tamir etmeden 

önce ölmesini sağlar. Kaspaz ailesi ise hücresel apoptozisin temel enzimatik bileşenleri 

olarak bilinirler. Bu enzimler, programlı hücre ölümünü yönlendirir ve apoptozis sürecini 

başlatır (60). 

Üçlü negatif meme kanseri hücre hattı, hücre ölümünü sağlayan apoptoz 

mekanizmalarını etkisizleştirerek kanser hücrelerinin yaşamını sürdürmesine olanak 

tanır. Bu hücre hattındaki apoptoz engelleyici mekanizmalar, Bcl-2 ailesi proteinlerinin 

aşırı üretimi, apoptozu baskılayan sinyal yolu bozuklukları ve DNA hasarı onarımındaki 

eksiklikleri içerir. Ek olarak, ÜNMK hücreleri immün hücre ataklarına rağmen, immün 

sistem tarafından yönlendirilen apoptozu etkisiz hale getiren çeşitli stratejilerle bu hücre 

ölümünü önleyebilirler. ÜNMK hücre hattındaki apoptozu artırmak için farklı tedavi 

yaklaşımları araştırılmaktadır. Bu bağlamda, Bcl-2 ailesi proteinlerini hedef alan ilaçlar 

veya apoptoz sinyal yollarını uyarıcı ilaçlar gibi tedaviler geliştirme çabaları 

bulunmaktadır (37). 

2.2.4.2. ÜNMK hücre hattında apoptoza direnç mekanizmaları: 

Apoptozun gerçekleşmesi için, Şekil 2.2'de gösterildiği gibi, iki temel yol bulunmaktadır. 

İçsel yolda, hücre içindeki stres veya DNA hasar sinyalleri gibi içsel faktörlerle apoptozu 

başlatır. Dışsal yolda ise hücre yüzeyindeki ölüm reseptörlerine bağlanan dışsal sinyal 

molekülleri apoptozu başlatır. ÜNMK hücre hattında apoptoz mekanizmalarını 

düzenleyen faktörlerin birçoğu hücre içi reseptör-sinyal yollarıyla bağlantılıdır (61). 

ÜNMK hücre hattındaki reseptör-sinyal yolağı bozuklukları, p53 mutasyonları, kaspaz 

anlatımının azalması ve BCL-2 ailesindeki protein anlatımları görülmektedir. Bir 

çalışmada, ÜNMK hücre hattında EGFR sinyal yolağının aşırı aktive olduğu ve EGFR 

inhibitörlerinin apoptozu artırdığı gösterilmiştir (62). Başka bir çalışmada ise ÜNMK 

hücre hattında p53 geninin sık mutasyona uğradığı ve bu mutasyonların hücre hattın 

apoptozu önlemesine neden olduğu gösterilmiştir (63). Ayrıca, ÜNMK hücre hattında 

kaspaz-3,6 ve 9 anlatımının azaldığı ve bunun da hücre hattın apoptozu önlemesine neden 

olduğu gösterilmiştir (64). BCL-2 protein ailesinde, anti-apoptotik ve pro-apoptotik 

proteinler bulunur. Anti-apoptotik proteinler hücrenin ölümünü engellerken, pro-

apoptotik proteinler apoptozu tetikler. 
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Şekil 2.2: Apoptoz mekanizması (61)’den alınarak düzenlenmiştir. 

 

BCL-2 ve BCL-XL gibi anti-apoptotik proteinler, hücrenin ölümünü engelleyerek 

tümör büyümesini destekler. Ancak, BAX ve BAK gibi pro-apoptotik proteinler ÜNMK 

hücre hattında apoptozu başlatarak tümör büyümesini engeller. Özellikle BAX 

proteininin artırılmış ifadesinin ÜNMK hücre hattında apoptozu artırdığı ve tümör 

büyümesini azalttığı gösterilmiştir (65). BCL-2 ailesi proteinlerinin fazla üretilmesi ise 

apoptozun engellenmesine yol açar. Başka bir çalışmada ise MCL-1 ve BCL-XL gibi 

BCL-2 ailesi proteinlerinin fazla üretildiğinin, ÜNMK hücrelerinin apoptozu 

engellemesine neden olduğu gösterilmiştir (66). 

2.2.4.3. ÜNMK hücre hattında nekroz mekanizması:  

Nekroz, hücrenin zararlı bir uyaran veya olumsuz bir çevre koşulu ile 

karşılaşması sonucu hücre zarının bozulması ve hücre içindeki yapıların dağılmasıyla 

karakterize edilen bir ölüm şeklidir. Bu ölüm şekli, inflamatuar cevaplara ve dokusal 

hasara neden olabilir. ÜNMK hücre hattında, nekrozun çeşitli patolojik koşullarla ilişkili 

olduğu gösterilmiştir (67). Bazı araştırmalar, ÜNMK hücre hattındaki nekroza, oksidatif 

stres, endoplazmik retikulum stresi, mitokondriyal işlev bozukluğu ve DNA hasarı gibi 

çeşitli mekanizmaların neden olduğunu göstermektedir (68,69). 
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2.2.4.4. ÜNMK hücre hattında otofaji mekanizması: ÜNMK hücre hattı, 

hücre ölüm mekanizması olarak otofajiyi kullanma yeteneğine sahiptir. Otofaji, hücrenin 

hasarlı proteinleri, bozulmuş organelleri ve diğer hücresel malzemeleri hedef alarak onları 

parçalayarak ortadan kaldırdığı bir süreçtir. ÜNMK hücre hattında otofaji, farklı 

mekanizmalar aracılığıyla düzenlenir. Genelde hücresel gereksinimlere göre ayarlanan 

otofaji, özellikle besin eksikliği veya stresli koşullar altında artarak devreye girer (70). 

ÜNMK hücre hattında otofajinin arttırılması, kanser hücrelerinin ölümünü teşvik edebilir 

ve tedaviye katkı sağlayabilir. Bu bağlamda, otofaji üzerindeki etkilerin anlaşılması, 

ÜNMK'nin tedavisinde potansiyel bir strateji olarak değerlendirilebilir. Yapılan 

çalışmalarda, ÜNMK hücre hattında otofajinin PI3K/Akt/mTOR yolağı aracılığıyla 

inhibe edildiğini ve bazı hücre sinyal yolları aracılığıyla düzenlendiğini göstermektedir. 

Bu sinyal yolları arasında PI3K/Akt/mTOR yolağı, MAPK sinyal yolu ve JNK sinyal 

yolu yer almaktadır. Bu sinyal yolları, ÜNMK hücre hattında otofaji sürecini kontrol eden 

mekanizmalardır (54,71). 

2.2.5. ÜNMK ve Hücre Döngüsü İlişkisi 

Hücre döngüsü, hücrelerin büyümesi, bölünmesi ve yenilenmesini düzenleyen 

karmaşık bir süreçtir. Bu süreç, sıkı bir şekilde kontrol edilen aşamalardan oluşur. Hücre 

döngüsü kontrol noktaları, hücrenin geçişini denetleyen ve hatalı ya da hasarlı hücrelerin 

bölünmesini engelleyen mekanizmalardır. Bu kontrol noktaları, hücrenin DNA hasarı, 

replikasyon hataları veya diğer anormallikler gibi durumlarını algılar ve hücrenin 

bölünme sürecini durdurur veya geciktirir. Kanser, bu kontrol noktalarının bozulması 

sonucu ortaya çıkabilir. Hatalı kontrol noktaları, hücrelerin kontrolsüz bir şekilde 

bölünmesine ve kanser hücrelerinin oluşumuna yol açabilir (72). Bu nedenle, hücre 

döngüsü kontrol noktalarının kanserdeki rolünün anlaşılması, kanser mekanizmalarını 

anlamak ve tedavi stratejileri geliştirmek açısından hayati öneme sahiptir. 

Hücre döngüsü, genellikle siklinler ve siklin bağımlı kinazlar (CDK’ler) olarak 

adlandırılan protein kompleksleri tarafından düzenlenir (73) . ÜNMK hücre hattında ise, 

hücre döngüsü düzenlemesi bozularak kanser hücre hattının çoğalmasını teşvik 

etmektedir. CDK4/6 ve CDK2 gibi belirli CDK'ler, hücre döngüsü ilerlemesi için 

gereklidir ve ÜNMK hücre hattında bu CDK'lerin aktivasyonu artmaktadır (74). Bu 

durum ÜNMK hücre hattının hızlı bölünmesine ve çoğalmasına yol açar (75). CDK'leri 

hedefleyen ilaçlar gibi hücre döngüsü düzenleyici ilaçlar kullanılarak ÜNMK hücre 
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çoğalması engellenmeye çalışılabilir. Bu ilaçlar, hücre döngüsüne müdahale ederek 

hücrelerin bölünmesini durdurur ve kanser hücre hattının büyümesini engeller (76). 

2.3. DOĞAL BİLEŞİKLERİN ANTİ-KANSER ÖZELLİKLERİ 

Geleneksel kanser tedavileri, kanser hücreleri kadar sağlıklı hücrelere de zarar 

vermekte ve ciddi yan etkilere neden olmaktadır. Bu nedenle, doğal bileşikler kanser 

tedavisinde daha sık tercih edilir hale gelmektedir (77). Doğal bileşikler, bitkiler, 

meyveler, sebzeler ve bazı mantarlar gibi doğal kaynaklardan elde edilen organik 

bileşiklerdir (78). Doğal bileşiklerin kanser tedavisinde tercih edilmesinin birkaç farklı 

nedeni vardır. Öncelikle, doğal bileşiklerin, kanser hücre hattının büyümesini durdurmak 

veya öldürmek için etkili olabilecek bir dizi biyolojik aktiviteye sahip olduğu 

bilinmektedir. Örneğin, bazı bitkisel bileşikler antioksidan, anti-enflamatuar ve anti-

kanser etkilere sahiptir (79,80). İkinci olarak, doğal bileşiklerin yan etkileri, geleneksel 

kanser tedavilerine göre daha azdır (77). Bu nedenle, doğal bileşikler kanser tedavisi için 

daha az riskli bir seçenek olarak kabul edilirler. Son olarak, doğal bileşikler daha ucuz ve 

daha kolay erişilebilir oldukları için tercih edilmektedir. Geleneksel kanser tedavileri, 

maliyetli olmasının yanı sıra ulaşım açısından zorlu süreçler gerektirmektedir (81). 

2.3.1. ÜNMK Üzerinde Doğal Bileşiklerin Temel Moleküler Hedefleri 

ÜNMK üzerinde doğal bileşiklerin etkileri ve moleküler hedefleri üzerine yapılan 

çalışmalar oldukça yeni olmakla birlikte, bazı moleküler hedefler ve etkileri 

belirlenmiştir. Bunlardan bazıları aşağıda verilmiştir. Örneğin, bazı doğal bileşikler, 

özellikle flavonoidler, CDK aktivitesini inhibe ederek hücre çoğalmasını durdurabilir ve 

ÜNMK hücre hattında apoptozu tetikleyebilir (82). NF-κB, hücrelerdeki enflamatuar 

yanıtın düzenlenmesinde önemli bir rol oynar ve kanser gelişiminde de rol aldığı 

düşünülmektedir. Bazı doğal bileşikler, NF-κB sinyal yolunu inhibe ederek ÜNMK hücre 

hattında apoptozu tetiklemektedir (83). Tümör nekroz faktörü-alfa (TNF-α,) hücre ölümü 

sinyallemesinde önemli bir role sahiptir. Hücreler arasında iletişim sağlayan bir protein 

olan sitokin olarak da bilinir. Bazı doğal bileşikler, TNF-α salınımını artırarak ve TNF-α 

reseptörlerini hedefleyerek ÜNMK hücre hattında apoptozu tetiklemektedir (84). 
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2.3.2. Anti-Kanser Özellikli Doğal Bileşikler 

Paklitaksel, bitki kaynaklı doğal ürünler arasında öne çıkan etkili bir bileşiktir ve 

Pasifik kızılçam ağacının kabuğundan elde edilir. Özellikle meme kanseri, over kanseri 

ve akciğer kanseri gibi kanser türlerinin tedavisinde kullanılan bir ajandır. Paklitaksel, 

kanser hücrelerinin bölünme süreçlerini etkileyerek büyümelerini engelleyen bir 

mekanizma üzerinden etki gösterir. Bu özelliği nedeniyle kanser tedavilerinde kullanımı 

yaygınlaşmıştır ve klinik uygulamada etkili sonuçlar elde edilmesini sağlar (85).  

Vinblastin, çobançantası bitkisinden elde edilen bir alkaloiddir ve lenfoma, beyin 

kanseri ve akciğer kanseri tedavisinde kullanılır (86). Vincristin, Madagaskar gülü 

bitkisinden elde edilen bir alkaloiddir ve lenfoma, beyin kanseri ve çocukluk çağı 

kanserleri tedavisinde kullanılır (87). Çin tıbbında kullanılan Çin'e özgü bir ağaç olan 

“Camptothecin” ağacının kabuğundan elde edilen bir bileşik olup kolorektal kanser, 

akciğer kanseri, meme kanseri ve over kanseri tedavisinde kullanılmaktadır (88). 

Biberiye, "Rosmarinus officinalis" adlı bitkinin yapraklarından elde edilen 

Akdeniz bölgesinde yetişen ve yaygın kullanılan bitkisel bir baharattır. Yemeklerde 

tatlandırıcı olarak kullanılmasının yanı sıra tıbbi amaçlar için de kullanılmaktadır (89). 

Hafıza arttırıcı, antioksidan ve anti-enflamatuar özellikleri, bağışıklık sistemi üzerinde 

olumlu etkileri, kan dolaşımını arttırıcı etkileri ve sindirim sistemini destekleyici etkileri 

bulunmaktadır (90). Ayrıca, biberiye yağı, saç ve cilt bakımı ürünlerinde de kullanılır 

(91).  

2.3.3. Rosmarinik Asit  

Fenolik bileşikler, hidroksil gruplarının aromatik benzen halkasına bağlı olduğu 

kimyasal bileşiklerdir. Bu yapıları sayesinde vücuda alındıklarında aktif bileşiklere 

dönüşebilirler ve hücre içinde enzimler ve diğer biyomoleküllerle etkileşime girebilme 

potansiyeline sahiptirler (92). Hidroksisinamik asit (HSA) türevleri, sebze, meyve, 

çekirdekler ve tahıllarda doğal olarak bulunan bu fenolik bileşiklere bir örnektir. 

Fenilalanin (Phe) ve tirozin (Tyr), HSA sentez yolunun başlangıç molekülleri olarak 

kullanılır. Bu sentez yolundan elde edilen ferulik asit, kafeik asit, RA ve kurkumin gibi 

moleküller, öncü molekül olarak kullanılarak ileri metabolik yolaklarda çeşitli 

flavonoidler ve antosiyaninlere dönüştürülebilir. HSA türevleri, suda çözünebilir 

moleküller oldukları için ağız yoluyla alındıklarında biyoyararlanımları oldukça etkili ve 
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hızlıdır (92). Bitki kaynaklı HSA türevi bileşikler, sınırlı veya ihmal edilebilir yan etkileri 

olmalarının yanı sıra kanser hücrelerine karşı etkili oldukları bilinmektedir. Bu nedenle, 

son zamanlarda geleneksel tedavilere alternatif veya tamamlayıcı olarak kullanılmak 

üzere aktif olarak araştırılmaktadır (92).  

Hidroksisinamik asit türevleri arasında, hücre içine yüksek oranda alınabilen 

moleküller arasında yer alan RA, Lamiaceae familyasına ait bitkilerden elde edilebilir. 

Bu bitkilerin uçucu yağlarından faydalanılan ve özellikle biberiye (Rosmarinus 

officinalis) bitkisinden izole edildiği için "rosmarinik asit" olarak adlandırılmaktadır. RA, 

moleküler alım oranı yüksek olan bir bileşik olarak öne çıkar. Nane, adaçayı, kekik ve 

biberiye gibi bazı bitkilerde bol miktarda RA bulunur. Kimyasal formülü C18H16O8’dir 

ve fenolik asitlerin bir alt grubudur. RA’nın en önemli kimyasal özellikleri arasında 

antioksidan, anti-enflamatuar ve antiviral etkileri bulunur (93). Ayrıca, bağışıklık 

sistemini güçlendirdiği ve beyin fonksiyonlarını artırdığı da gösterilmiştir.  

Şekil 2.3’te görüldüğü üzere RA’nın çeşitli kanser türlerinde etkili olabileceği ve 

moleküler hedefleri vardır. Yukarı ok (↑) sembolü RA’nın bu hedefler üzerinde pozitif 

etkiler yarattığını ve onları artırdığını gösterir. Bu, genellikle hedef proteinlerin 

aktivasyonu veya gen ifadesinin artması anlamına gelir. Aşağı ok (↓) sembolü ise RA’nın 

bu hedefler üzerinde negatif etkiler yarattığını ve onları azalttığını gösterir. Bu durumda, 

genellikle hedef proteinlerin inhibisyonu veya gen ifadesinin azalması anlamına gelir. 

Bilgiler doğrultusunda RA farklı kanser türlerindeki etkisini anlamak ve potansiyel tedavi 

stratejileri geliştirmek için kullanılabilir (95). 
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Şekil 2.3: Çeşitli kanser türlerinde RA'nın moleküler hedefleri (95)’ten alınarak 

düzenlenmiştir. 

 

2.3.4. RA’nın ÜNMK Üzerindeki Anti-Kanser Etkileri 

RA’nın, ÜNMK hücre hattında çeşitli hücresel sinyal yolaklarını ve gen 

ifadelerini etkileyerek anti-kanser etki sergilediği bulunmuştur (94). RA, ÜNMK hücre 

hattında NF-κB sinyal yolaklarını inhibe ederek anti-enflamatuar etki gösterir. Ayrıca, 

RA, ÜNMK hücre hattında apoptozu artıran kaspaz-3 ve kaspaz-9 genlerinin ifadesini 

arttırır. ÜNMK hücre hattında c-Myc, cyclin D1 ve Bcl-2 gibi bazı onkogenlerin ifadesini 

azaltırken, tümör baskılayıcı genlerin (p21, p27, ve PTEN) ifadesini arttırmaktadır (95). 

Gen ifadesi değişiklikleri kanser hücre hattının büyüme ve çoğalmasını engelleyebilir. Bu 

nedenle, RA’nın ÜNMK üzerindeki hücresel sinyal yolağı ve gen ifadeleri üzerindeki 

etkileri, ÜNMK'nin tedavisi için umut verici bir strateji olmaktadır (96–98). 
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2.3.4.1. RA ile yapılan çalışmalar: RA üzerine yapılmış klinik çalışmaların 

sayısı henüz çok azdır ve çoğunlukla hayvan modelleri üzerinde çalışılmıştır (99). RA ile 

ilgili yapılan klinik çalışmaların büyük bir kısmı, bitkisel bileşiklerin RA tedavisindeki 

potansiyelini incelemek üzere insanlar üzerinde gerçekleştirilmiştir. Bir örnek olarak, 

kekik ve adaçayı özütleri içeren bir çalışmada, diyabetik hastalarda kan şekeri seviyelerini 

düşürmede etkili oldukları görülmüştür. Başka bir araştırmada ise bu bitkisel özütlerin 

Alzheimer hastalarında bilişsel fonksiyonları iyileştirdiği ortaya konmuştur. Ayrıca, RA 

içeren bitkilerin atopik dermatit gibi bazı cilt hastalıklarında da olumlu etkiler 

gösterebileceğini gösteren çalışmalar mevcuttur. Ancak, bu çalışmaların çoğunluğu, 

insanlar üzerinde RA'nın etkilerini değil, RA içeren bitkisel bileşiklerin etkilerini 

incelemeye yöneliktir (99,100). 

2.3.4.2. RA türevli ilaçlarla yapılan çalışmalar: RA’nın düşük 

biyoyararlanımı ve kısa yarı ömrü nedeniyle, bu bileşiğin tedavide kullanımı sınırlıdır. 

Bu nedenle, RA molekülü üzerinde yapılan değişiklikler, biyoyararlanımı arttırarak 

tedavi etkinliğini arttırabilir (98). RA türevleri, hücre içindeki bazı avantajlara sahiptir. 

Örneğin, lipofilik RA türevleri, hücre içinde daha iyi çözünürlüğe sahip olur ve bu da 

hücrelere daha kolay girmelerini sağlar. Bir başka çalışmada, özelikle RA türevlerinden 

propil ve heksil esterlerin anti-bakteriyel aktiviteyi arttırdığı bulunmuştur (101). RA 

türevleri ile ilgili yapılan bir çalışmada anti-tümör etkisi, bir başka çalışmada ise insan 

herpes virüsleri üzerinde güçlü antiviral aktiviteleri gösterilmiştir (89,102,103). 

Bir çalışmada ise RA metil esterin, vasküler düz kas hücre (VSMC) 

proliferasyonunu inhibe etme mekanizmasının açıklandığı belirtilmektedir. CDK2, hücre 

döngüsünde önemli bir rol oynayan bir enzimdir ve Retinoblastoma (Rb) proteininin 

fosforilasyonunu etkiler. RAME, CDK2 inhibisyonu yoluyla Rb proteininin 

fosforilasyonunu azaltarak hücre hattın G0/G1 fazında durmasını sağlamıştır. Bu 

durumda, hücre hattın proliferasyonu durdurularak ve VSMC proliferasyonu inhibe ettiği 

gösterilmiştir (104). 

Kanser araştırmalarında, ÜNMK üzerinde çeşitli moleküler yolakları, hücre 

canlılığını, apoptoz mekanizmalarını ve ilgili etkileri incelemişlerdir. Örneğin, ÜNMK'de 

yapılan çalışmalar, Wnt/β-katenin sinyal yolağının aşırı aktivasyonunun tümör gelişimine 

neden olduğu gösterilmiştir (105). Ayrıca, ÜNMK hücre hattında PI3K/Akt/mTOR 

yolağının aşırı aktif olduğu, bu da hücre canlılığını artırdığı ve apoptozu engellediği 
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belirlenmiştir (106). Buna ek olarak, ÜNMK'de p53 gen mutasyonlarının yaygın olduğu 

ve p53 eksikliğinin apoptoz mekanizmasını etkilediği saptanmıştır (107).  

RA'nın, karboksilik gruptaki negatif yük olması nedeniyle hücre zarından geçmesi 

engellenir. Ancak, lipofilik RA ester türevleri plazma zarından kolayca içeriye yayılır. 

Hücre içinde bulunduklarında, bu ester türevleri spesifik olmayan esteraz enzimleri 

tarafından hidrolize edilir. Hidroliz reaksiyonu, ester bağının su molekülleriyle tepkimeye 

girerek asit ve alkole ayrışmasını sağlar. Şekil 2.4’te görüldüğü gibi, hidroliz sonucunda 

RA elde edilir ve hücre zarından dışarıya difüzyon yapamaz, hücre içinde birikir. Bu 

sebepten dolayı RA türevleri ile çalışılmaktadır (108). 

 

 

Şekil 2.4: RA ve esterlerin hücre içine alımı (109)’dan alınarak düzenlenmiştir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. KULLANILAN KİMYASAL MADDELER 

Tez çalışması boyunca deneylerde kullanılan kimyasalların bilgileri Tablo 3.1’de 

verilmiştir. 

 

Tablo 3.1: Kullanılan kimyasalların listesi 

  Kimyasal adı Marka Katalog numarası 

 RPMI Medium 1640 (1x)  Gibco 21875-091 

Mammary Epithelial Growth 

Basal Medium (Megm) 
Lonza Cc-3151 

Fetal Bovine Serum Diagnovum D154-100ml 

Dulbecco's PBS (1X) Capricorn PBS-1A 

Penisilin-Streptomisin Sigma Aldrich P4333-100ml 

Trypsin- Edta Solution Sigma Aldrich T4049-100ml 

Dimethyl Sulfoxide Honeywell 41640-1l 

Ethanol Absolute Isolab 920.026.2500-2.5 

Metanol Honeywell 24229-2.5L 

Kristal Viyole Biobasic Cb0331 

Rosmarinik Asit BiosynthCarbosynth Fr02310 

 Triton X-100    Biobasic 9002-93-1 

 İzopropil Alkol   Zag Kimya Zs.100280.1000 

 Sybr Green Real Time PCR 

Master Mix (2x) 
   Nepenthe NP041010210 - 1 mL 

 Onescript® Plus cDNA   

Synthesis Kit 
   Abm G236 
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Tablo 3.1 (devam) 

Resazurin RD Systems AR002 

Rnase A Sigma 10109142001 

Propidyum İyodür   

Annexin V-FITC/PI Elabscience E-CK-A211 

Sodium Chloride Isolab- 1kg 7647-14-5 

Ambion Nuclease Free Water Invitrogen Am9938 

Cell Basement Membran Atcc Acs-3035 

Sodium Azide Biobasic S2002 

Copper (Iı) Sulfate  

Pentahydrate 
Biobasic Cdb0063 

 

3.2. SARF MALZEMELER VE KULLANILAN CİHAZLAR 

Çalışmada kullanılan sarf malzemelerin marka ve katalog numaraları Tablo 3.2’de 

verilmiştir. 

 

Tablo 3.2: Kullanılan sarf malzemelerin listesi 

Sarf Malzemeler Marka Katalog numarası 

Pipet uçları (10 µL) Eppendorf 20221216 

Pipet uçları (200 µL) NEST 302106 

Pipet uçları (1000 µL) KIRGEN KG1313 

Serolojik pipet (5 mL) Greiner bio-one 606180/5 mL 

Serolojik pipet (10 mL) Greiner bio-one 607180/10 mL 

Serolojik pipet (25 mL) Greiner bio-one 760180/25 mL 
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Tablo 3.2 (devam)  
  

Kriyotüp (2 mL) Greiner Bio-One  

Thoma Lamı   

6 Kuyucuklu Steril Plate Greiner Bio-One 657160 

96 Kuyucuklu Steril Plate Nest  

Transwell Plate Costar 3422 

PCR Microplate Labselect Mp-96-Hs-0200 

PCR Plate Sealing Film Nest 410001 

Santrifüj Tüpleri (1,5-2-5 

mL) 
Isolab  

Şırınga   

Şırınga Filtresi   

25cm2 ve 75cm2 Flasklar Greiner Bio-One Ct-002-50a 

Parafilm Isolab Pm-996 

 

Deney süreci boyunca kullanılan cihazların marka ve model isimleri Tablo 3.3’te 

verilmiştir. 

 

Tablo 3.3: Kullanılan cihazların listesi 

Hassas Tartı Ohaus H15221-H15222 
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3.3. HÜCRE KÜLTÜRÜ  

MDA-MB-231 (ATCC: HTB-26) hücre hattı, 51 yaşındaki bir kadından elde 

edilen metastatik meme adenokarsinomunu temsil eder. Bu hücre hattı yapışkan ve 

epitelyal yapıya sahiptir ve ER, PR ve HER2 içermediği için oldukça agresif ve invaziv 

bir özellik sergiler. RPMI-1640 bazal besiyerine %10 fetal bovine serum (FBS) ve %1 

penisilin/streptomisin ilavesiyle MDA-MB-231 hücre hattının besiyeri hazırlandı. 

Hücreler, 37 °C sıcaklıkta ve %5 CO2 içeren inkübatör ortamında kültürlenerek çoğaltıldı. 

Invert Mikroskop Motic AX-224 

Mikrodalga Fırın Samsung AE2000 

Allegra X-30R Centrifuge Beckman Coulter ME87M 

Santrifüj HERMLE 
Allegra X-30R 

 

 

 

 

 

 

Tablo 3.3 (devam) 

  

Otoklav Hirayama MTC-100 

Mikropipet Seti (10, 100, 

1000 µL) 
Brand HV50-L 

Invert Microscopy Carl Zeiss Transferpette-S 

The Personal Automated Lab 

Assistan (Paula) 
Leica Microsystems  

Saf Su Cihazı MES H-IMS-50 

Biyogüvenlik Kabini Bioair MP Minipure 

Orbital Çalkalayıcı Heidolph Safe Mate EZ 1.2 

Buzdolabı Vestel Unimax 1010 

Çok Kanallı Pipet Rainin  

Isıtıcılı manyetik karıştırıcı Heidolph MR Hei-Tec 
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Hücre kültürü işlemleri, steril bir kabin içinde gerçekleştirildi ve kabinde kullanılan tüm 

malzemeler %70'lik etanol ile sterilize edildi. 

MCF-10A (ATCC: CRL-10317), 1984 yılında 36 yaşındaki beyaz bir kadının 

meme dokusundan elde edilen bir epitel hücre hattıdır. Bu hücre hattı, Michigan Kanser 

Vakfı tarafından muhafaza edilmektedir. MCF-10A normal meme epitel hücre hattı, %1 

penisilin-streptomisin, %2 fetal sığır serumu (FBS), 5 ng/ml epitel büyüme faktörü 

(EGF), 0,5 μg/mL hidrokortizon, 5 μg/mL insulin, 50 μg/mL sığır hipofiz ekstresini 

içeren Mammary Epithelial Growth Basal Medium (MEGM) besiyeri içerisinde 37 °C 

sıcaklıkta ve %5 CO2 ortamında kültürlenmektedir. 

3.3.1. Hücre Çözdürme 

Kriyotüp içinde DMSO ile dondurulmuş hücreler hızlı bir şekilde çözülmesi için 

37ºC'ye ayarlanmış su banyosunda birkaç dakika bekletildi. Çözülen hücreler, içinde 4 

mL RPMI-1640 besiyeri bulunan falkon tüpüne aktarıldı. Santrifüj, 1300 rpm hızında ve 

4 dakika süreyle uygulandı. Santrifüj sonrasında elde edilen süpernatant kısmı atıldı. Elde 

kalan hücre pelleti, 1 mL besiyeri içinde çözüldü. Ardından, 4 mL besiyeri içeren T-25 

hücre kültürü flaska içine hücreler aktarıldı. Bu hücreler, 37 °C sıcaklık ve %5 CO2 içeren 

inkübatör ortamında kültürlenerek çoğaltıldı. 

3.3.2. Hücre Besiyeri Değişimi ve Pasajlama 

Hücreler, mikroskop altında yoğunluklarına bağlı olarak incelendi ve besiyeri 

değişimi veya pasaj işlemleri uygulandı. Besiyeri değişimi için, besiyeri ısıtılarak 37°C'ye 

ayarlanmış su banyosunda ısıtıldı. Flask içerisindeki eski besiyeri uzaklaştırıldıktan sonra 

yeni besiyeri eklenerek işlem gerçekleştirildi. Hücre hattının yoğunluğu %70-80 

seviyesine ulaştığında pasaj işlemleri gerçekleştirildi. Bu işlemler için besiyer, PBS ve 

tripsin, sıcak su banyosunda ısıtıldı. Flask içerisindeki besiyeri uzaklaştırdıktan sonra, 

içerisinde kalsiyum ve magnezyum bulunmayan 2 mL PBS ile yıkama yapıldı. T-25 flask 

için 500 μL Tripsin-EDTA eklenerek 3-4 dakika boyunca inkübatörde bekletildi. Hücre 

hattının flask yüzeyinden kalkıp kalkmadığı, mikroskop ile kontrol edildi. Tripsin işlemi 

sonrası, kullanılan Tripsin-EDTA miktarının 3 katı kadar RPMI-1640 besiyeri eklenerek 

tripsin inaktive edildi. Flaskların üzerine hücre hattının adı, tarih ve pasaj numarası 

yazıldı. Hücreler uygun koşullarda büyümeleri için inkübatöre konuldu. Aynı işlemler 

MCF-10A hücre hattı için de MEBM besiyeri ortamında gerçekleştirildi. 
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3.3.3. Hücre Dondurma  

Stoklanacak MDA-MB-231 hücreleri, 2 mL'lik kriyotüplerde, serumlu besiyerine 

eklenmiş %10 DMSO ortamında donduruldu. MCF-10A hücre hattı ise %7.5 DMSO 

ortamında donduruldu. Kriyotüpler, hücre dondurma işlemi sırasında her dakika -1°C'ye 

soğutulması amacıyla “Corning CoolCell” içerisinde -80°C'ye yerleştirildi. Bu yöntemle, 

hücreler aşamalı ve kontrollü bir şekilde donduruldu. 

3.3.4. Hücre Sayımı 

Hücre ekimi aşamasını içeren çalışmalarda, her bir kuyucuğa eşit miktarda hücre 

hattının dağıtılması amacıyla hücre sayımı gerçekleştirildi. Hücre sayımı için, 

tripsinizasyon işleminden sonra 10 μL hücre Thoma lamına damlatılarak ters mikroskop 

altında sayım yapıldı. Hücre sayımı hesaplaması, Denklem 3.1'e göre yapıldı. 

𝐾𝑜𝑛𝑠𝑎𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑦𝑜𝑛 (ℎü𝑐𝑟𝑒/𝑚𝐿) = (𝐻ü𝑐𝑟𝑒 𝑠𝑎𝑦𝚤𝑠𝚤) ⁄ 4 × 𝐷𝑖𝑙ü𝑠𝑦𝑜𝑛 𝑓𝑎𝑘𝑡ö𝑟ü × 104  (3.1) 

3.4. HÜCRE ÇOĞALMASI ANALİZİ 

Hücre canlılığı/sitotoksisite deneyleri Resazurin kullanılarak yapıldı. Resazurin 

(%10) besiyeri içerisinde seyreltildi. Hücreler ilk önce 96 kuyucuklu plakalara 5x104 

hücre/kuyucuk olarak ekildi. Hücreler bir gün bekletilerek 0- 200 µM doz aralığında RA, 

RAME, RAEE, RABE ve RAPE ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edildi. 96 

kuyucuklu plakanın her kuyucuğuna Resazurin çözeltisi eklendikten sonra, hücreler 

37°C’de %5 CO2 ortamlı inkübatörde 90 dakika inkübe edildi. Canlı hücrelerin metabolik 

aktivitesi sonucu açığa çıkan renk değişimi floresan ve plaka okuyucuda 560 ve 590 nm 

dalga boylarında spektrofotometrik olarak okutuldu. IC50 hesaplamaları için çevrimiçi bir 

araç kullanılarak hesaplandı (127) . 

Terapötik endeks hesaplamaları sağlıklı hücre olarak MCF-10A ve kanserli hücre 

olan MDA-MB-231 hücresinin IC50 değerleriyle denklem 3.2’deki formüle göre 

hesaplandı (109). 

 

𝑻𝒆𝒓𝒂𝒑ö𝒕𝒊𝒌 𝒊𝒏𝒅𝒆𝒌𝒔 =
𝑰𝑪𝟓𝟎 𝒔𝒂ğ𝒍𝚤𝒌𝒍𝚤 𝒉ü𝒄𝒓𝒆 

𝑰𝑪𝟓𝟎 𝒌𝒂𝒏𝒔𝒆𝒓𝒍𝒊 𝒉ü𝒄𝒓𝒆 
⁄  (3.2) 
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3.5. KOLONİ OLUŞTURMA 

ÜNMK hücre hattı olan MDA-MB-231, 5x102 hücre içeren bir kuyucuk plakasına 

6 kuyucuk şeklinde ekildi. Ertesi gün, hücrelere RA, RAME ve RAEE esterleri 90 μM 

konsantrasyonunda uygulandı. Hücreler, 12 gün süresince 37°C sıcaklıkta ve %5 CO2 

içeren inkübatör koşullarında tutuldu. İnkübasyon sonrasında besiyeri uzaklaştırılarak 

PBS ile yıkama adımı yapıldı. Daha sonra fiksasyon işlemi için, her bir kuyucuğa soğuk 

%100 metanol (500 μL) eklenerek, +4°C'de 20 dakika boyunca bekletildi. 20 dakika 

sonunda metanol uzaklaştırıldı ve hücrelerin üzerine %0.1 kristal viyole boyası (500 μL) 

eklendi. Hücreler, oda sıcaklığında 5 dakika boyunca inkübe edildi. Süre sonunda, 

kuyular PBS ile yıkandı ve fazla boyadan uzaklaştırıldı. Oluşan koloniler, invert 

mikroskop altında görüntülendi. 

3.6. ÇİZİK YARA İYİLEŞME DENEYİ 

MCF-10A ve MDA-MB-231 hücre hatları üzerinde RA ve RAME, RAEE 

esterlerinin hücre göçü üzerine etkileri ilk olarak yara iyileşme analizi ile karşılaştırıldı. 

Hücreler ilk önce 6 kuyucuklu plakalara 2x105 hücre/kuyucuk olarak ekildi ve plaka 

yüzeyinde %90 doluluk oranına geldikleri zaman 10 μL’lik pipet ucu ile kuyucuğun 

ortasına bir çizgi atıldı. Besiyeri uzaklaştırılıp PBS ile yıkama yapıldıktan sonra RA, 

RAME ve RAEE esterlerinin belirlenen IC50 değerine göre 90 μM dozları ile muamele 

yapıldı. Hücreler 37°C’de %5’lik CO2 ayarlı inkübatörde bekletilerek 0, 6, ve 12. saatler 

içerisindeki yara kapanma görüntüleri otomatik görüntü alma cihazı (PAULA, Leica) ile 

kaydedildi. Ardından, cihazda otomatik olarak hesaplanan “yara kapanma hızı” değerleri 

kaydedildi. 

3.7. HÜCRE GÖÇÜ VE İSTİLASI DENEYİ 

Hücre göçü ve istila deneyleri için 24 kuyulu Transwell plakaları ve içerdikleri 8 

μm gözenek boyutlu polikarbonat zar içeren insertler kullanıldı. Matrijel bir gün 

öncesinden +4°C'de bekletildi. Mikropipet uçları ve eppendorf tüpleri önceden soğutuldu 

ve kullanıldı. Deneyin aşamaları şu şekilde gerçekleştirildi. İlk olarak, insertlerin içine 1 

mg/mL Matrijel çözeltisi 100 μL olarak eklendi. Transwell plaka, 37°C'de 30 dakika 

boyunca inkübe edildi. İnkübasyon süresinin sonunda Matrijel, pipet yardımıyla çekildi 

ve uzaklaştırıldı. Insertlerin alt kısmına, FBS içeren besiyeri ve 90 μM konsantrasyonlu 

RA, RAME ve RAEE esterleri eklenerek (500 μL) dolduruldu. . Insertlerin üst kısmına, 
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FBS içermeyen besiyeri ortamında MDA-MB-231 hücre hattından 5x104 yoğunlukta 

hücre (100 μL) ekildi. Örnekler, 48 saat boyunca 37°C'de inkübe edildi. İnkübasyon 

süresinin sonunda insertler çıkarıldı ve alt kısımdaki kuyucuklar yavaşça PBS ile yıkandı.  

Yıkama işleminden sonra her kuyucuğa soğuk %100 metanol (500 μL) eklendi. 

Bu işlem, hücre hattın fiksasyonu için +4°C'de 20 dakika boyunca bekletildi. 20 dakika 

sonunda metanol uzaklaştırıldı ve hücre hattın üzerine %0.1 kristal viyole boyası (500 

μL) eklendi. Hücreler, oda sıcaklığında 5 dakika boyunca inkübe edildi. Süre sonunda 

kuyular PBS ile yıkanarak fazla boyadan uzaklaştırıldı. Matrijel üzerinden göç eden 

hücreler invert mikroskop ile bakılarak kaydedildi. 

3.8. HÜCRE DÖNGÜSÜ ANALİZİ 

MDA-MB-231 hücre hattı 6 kuyucuklu plakalara 2x105 hücre/kuyucuk ekildi. 

Hücreler bir gün bekletilerek RA, RAME ve RAEE ile 90 μM doz aralığında uygulama 

yapıldı. 48 saat inkübasyon sonrası tripsin ile hücreler kaldırıldı. Ardından hücreler 

vorteks üzerinde buz soğukluğunda %70 etanol damlatılarak fikse edildi ve -20°C’de 

saklandı. Analiz için, fikse edilen hücreler 4°C sıcaklıkta, 300×g ve 5 dakika santrifüj 

edildi. PBS ile yıkama aşamalarının ardından %0,1 Triton X-100 (500 μL) eklendi. Daha 

sonra iki kez yıkama adımı yapıldı ve örneklere 100 μL propidyum iyodür (PI) (50 

μg/mL) ve 400 μL RNase A (100 μg/mL) eklendi. Örnekler oda sıcaklığında 30 dakika 

inkübe edildikten sonra FL3 filtresi ile 10.000 hücre üzerinden hücre akış sitometri 

cihazında analiz yapıldı. 

3.9. APOPTOZ/NEKROZ ANALİZİ 

Hücrelerde meydana gelen apoptotik ve nekrotik olayların belirlenmesi amacıyla, 

Annexin V-FITC/PI Apoptosis kit kullanıldı. İlk önce MDA-MB-231 hücre hattı 6 

kuyucuklu plakalara 2x105 hücre /kuyucuk ekildi. Hücreler bir gün bekletilerek RA ester 

türevleri ile belirlenen doz aralıklarında uygulama yapıldı. 48 saat inkübasyon sonrası 

tripsin ile hücreler kaldırıldıktan sonra hücreler 4°C sıcaklıkta, 300×g ve 5 dakika 

santrifüj edildi. PBS ile yıkama adımı yapıldıktan sonra hücre süspansiyonu için her biri 

5x105 hücre olacak şekilde 1,5 mL’lik tüplere ayrıldı. Hücreler 4°C sıcaklıkta, 300×g ve 

5 dakika tekrar santrifüj edildi.  

PBS ile yıkama adımı yapıldıktan sonra 500 μL 1×Annexin V-FITC bağlanma 

tamponu eklendi. Her tüpe 2.5 μL Annexin V-FITC ve PI eklendikten sonra kısa bir 
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vorteks yapılarak karanlık ortamda 15 dakika inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında hücre 

akış sitometri cihazında FL1 ve FL4 filtreleri kullanılarak 10.000 hücre üzerinden 

apoptotik ve nekrotik hücre hattın yüzdesi belirlendi.  

3.10. FLORESAN MİKROSKOPU İLE HÜCRE ALIMI ANALİZİ 

MDA-MB-231 hücre hattı 6 kuyucuklu plakalara 2x105 hücre/kuyucuk ekildi. 

Hücreler bir gün bekletilerek RA, RAME ve RAEE ile 90 μM doz aralığında uygulama 

yapıldı. 48 saat inkübasyon sonrasında floresan mikroskobu ile görüntü alındı. Örnekler 

Leica Application Suite X programı ile FITC kanalında 450-490 dalga boyunda uyarılma 

ve 500-550 dalga boyunda emisyon ile ölçüm yapıldı. 

3.11. KANTİTATİF GEN ANLATIM ANALİZİ 

ÜNMK hücreleri RA, RAME ve RAEE ile muamele edildiğinde apoptoz ve EMT 

yolağı ile ilişkili genlerin (N-kaderin, Kaspaz 3, BCL-2, Slug) transkript düzeylerini 

ölçmek için gerçek-zamanlı PCR analizi yapıldı. Çalışmada kontrol ve test grubu olmak 

üzere 2 farklı grup kullanıldı. Test grubuna, MDA-MB-231 hücre hattı ile RA, RAME ve 

RAEE esterlerinin 90 μM konsantrasyon doz uygulanırken, kontrol grubuna sadece 

besiyeri eklenerek aynı işlemler yapıldı.  

3.11.1. Total RNA İzolasyonu 

MDA-MB-231 hücre hatları, 6 kuyucuklu plakanın her bir kuyucuğuna 2x105 

hücre/kuyu olarak 2 mL hacimde ekildi. MDA-MB-231 hücreleri ekildikten bir gün 

sonra, RA, RAME ve RAEE ile 90 μM konsantrasyoda 48 saat muamele edildi. 

İnkübasyon sonrası tripsin ile hücreler kaldırıldı. Santrifüj edilen hücrelerin süpernatantı 

üzerine 250 μL PEG-Gold Trizol eklenip 50 μL kloroform eklenerek pipetaj yapıldı. Oda 

sıcaklığında 15 dakika inkübasyondan sonra, 4°C sıcaklıkta 12.000×g’de 15 dakika 

santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında üstteki RNA fazı yeni bir eppendorf tüpe alınarak 

250 μL izopropanol alkol (soğuk) ile yıkama yapılarak. santrifüj edildi. Pellet %75 etanol 

(500 μL) yıkanıp santrifüj işlemi tekrar edildi. Kurutulan pellet miktarına bağlı olarak 20-

25 μL RNaz içermeyen su eklendi. Örnekler kısa süreli saklama için -20°C’de (1-2 gün) 

uzun süreli saklama için de -80°C’de (1-2 yıl) muhafaza edildi.  
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3.11.2. RNA Konsantrasyon ve Saflığının Belirlenmesi 

Nükleik asitlerin 260-280 nm dalga boyunda UV absorbansları alınarak 

konsantrasyon ve saflık değerleri ölçüldü. MDA-MB-231 hücre hatlarından izole edilen 

RNA örneklerinin konsantrasyon ve saflıkları BioSpec-nano cihazı ile ölçüldü.  

3.11.3. RNA Örneklerinden cDNA Sentezi 

Trizol ile elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi, OneScript Plus cDNA kiti 

kullanılarak üretici firmanın talimatları doğrultusunda gerçekleştirildi. cDNA sentezi için 

250 μg RNA, 4 μl 5x RT buffer, 1 μl dNTP, 1 μl random primer ve 1 μl OneScript Plus 

RTase kullanıldı. 55°C’de 15 dakika inkübasyondan sonra cDNA’lar elde edildi. 

İnkübasyon sonrasında edilen cDNA’lar qPCR analizlerinde kullanılmak üzere -20 °C’de 

saklandı.  

3.11.4. Gerçek Zamanlı PCR 

Hücrelerin N-kaderin, Slug, Bcl-2, Kaspaz 3 genlerinin kantitatif anlatımı üzerine 

etkileri belirlenmesi için gerçek zamanlı PCR yöntemi kullanıldı. Gerçek-zamanlı PCR 

reaksiyon karışımına; cDNA (250 ng), her bir primerden 0.25 μM, 2x SYBR Green 

karışımından 5 μL (1 X) eklenerek nükleaz içermeyen su ile toplam hacim 10 μL’ye 

tamamlandı. 2X SYBR Green Real Time PCR Master Mix protokolü takip edildi. 

Kullanılan primerlerden 5' ACATTAGAACTCACATGGGGAA 3’ ileri primer ve 5’ 

TGATCTGTCTGCAAAAGCCCT 3’ geri primer sekanslı Slug primeridir. N-kaderin 

primerinin 5’ TCAGGCGTCTGTAGAGGCTT 3’ ileri primer ve 5’ 

ATGCACATCCTTCGATAAGACTG 3’ geri sekansıdır. BCL-2 primerinin ise 5’ 

AGAGCAACCCAATGCCCGC 3’ ileri primer ve 5’ CAACGAGGGGCCTGAGAGG 3’ 

geri primer sekansıdır. Kaspaz3 primerinin 5' GGGAGCAAGTCAGTGGACTC 3' ileri 

primeri ve 5' CCGTACCAGAGCGAGATGAC 3' geri sekansıdır. “Housekeeping” geni 

olarak kullanılan QuantiTect Primer Assays 18SRNA (Hs_RRN18S_1_SG) referans gen 

olarak kullanıldı. 

PCR reaksiyonu ilk önce denatürasyon adımı için 94˚ C’de 10 dakikalık 1 döngü 

başlatıldı. Primerlerin ilgili bölgelere bağlanabilmesi için 95˚ C’de 15 saniye, 53-59˚ C’de 

30 saniye ve 72˚ C’de 30 saniye olarak 35 döngü devam ettirildi. Her primerin farklı 

bağlanma sıcaklıkları olduğu için bu değerler çalışılan primere göre değiştirildi. En son 

adım olan soğutma aşamasında 72˚ C’de 5 dakika reaksiyon gerçekleştirildi. PCR 



 

32 

 

reaksiyonu sonrasında ısı 60˚ C’ye düşürülüp tekrar kademeli olarak 95˚ C’ye arttırılarak 

erime eğrisi analizi gerçekleştirildi. Gen ifade düzeyleri eşik döngüsü değerleri üzerinden 

hesaplanıldı. Sonuçlar 18SRNA ‘housekeeping’ genini anlatımına göre normalize edildi. 

Hedef genlerin bağıl ekspresyon seviyeleri delta delta CT (2-ΔΔCt) yöntemi kullanılarak 

belirlenmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. HÜCRE CANLILIK DENEYİ SONUÇLARI 

MCF-10A ve MDA-MB-231 hücre hattının 24, 48 ve 72 saat süresince 0, 25, 50, 

100, 150 ve 200 μM artan dozlarda RA ve esterleriyle muamele edilmelerinin ardından, 

hücre canlılığı yüzdesindeki değişikliklerin incelenmesi ve IC50 değerlerinin 

hesaplanması amacıyla resazurin deneyi yapıldı. Hiç doz uygulaması yapılmamış olan 

hücreler kontrol grubu olarak %100 canlı kabul edilmiş ve farklı dozların uygulanması 

sonucu yüzde canlılık, kontrol grubu ile kıyaslanarak hesaplanmıştır. Resazurin analizi 

ile ortaya çıkan sonuçlardan çevrimiçi bir web sitesi kullanılarak IC50 hesaplanmıştır 

(127). 

Şekil 4.1’de görüldüğü üzere MDA-MB-231 hücre hattında 25, 50 ,100, 150 ve 

200 μM artan konsantrasyonlarda 24 saat boyunca RA ile muamele edildiğinde kontrol 

grubuna göre sırasıyla yaklaşık %8, %9, %74, %94 ve %96 oranında hücre canlılığında 

azalma gözlemlendi. 48 saat boyunca RA ile muamele edildiğinde ise sırasıyla %3, %26, 

%76, %98 ve %99 oranında hücre canlılığında azalma olmuştur. 72 saat sonunda sonuçlar 

sırasıyla %23, %30, %74, %100 ve %100 oranında hücre canlılığında azalma görüldü. 

 

 

Şekil 4.1: MDA-MB-231 hücre hattında RA’nın hücre canlılığına etkisi 
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Şekil 4.2’de görüldüğü üzere MDA-MB-231 hücre hattı 25 μM, 50 μM, 100 μM, 

150 μM ve 200 μM 24 saat boyunca RAME ile muamele edildiğinde kontrol grubuna 

göre yaklaşık olarak %3, %21, %22, %80, %92 oranında hücre canlılığında azalma 

gözlemlendi. RAME ile 48 saat muamele sonrasında sırasıyla %6, %25, %44, %79 ve 

%97 oranında hücre canlılığında azalma olmuştur. 72 saat sonunda ise %36, %47, %66, 

%94 ve %100 oranında hücre canlılığında azalma görüldü. 

 

 

Şekil 4.2: MDA-MB-231 hücre hattında RAME’nin hücre canlılığına etkisi 

 

Şekil 4.3’te görüldüğü üzere MDA-MB-231 hücre hattında 25, 50 ,100, 150 ve 

200 μM artan konsantrasyonlarda 24 saat boyunca RAEE ile muamele edildiğinde kontrol 

grubuna göre sırasıyla yaklaşık %15, %10, %18, %75 ve %86 oranında hücre canlılığında 

azalma gözlemlendi. 48 saat boyunca RAEE ile muamele edildiğinde ise sırasıyla %19, 

%23, %52, %91 ve %97 oranında hücre canlılığında azalma olmuştur. 72 saat sonunda 

ise %44, %46, %71, %97 ve %99 oranında hücre canlılığında azalma görüldü. 
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Şekil 4.3: MDA-MB-231 hücre hattında RAEE’nin hücre canlılığına etkisi 

 

Şekil 4.4’te görüldüğü üzere MDA-MB-231 hücre hattı 25 μM, 50 μM, 100 μM, 

150 μM ve 200 μM 24 saat boyunca RAPE ile muamele edildiğinde kontrol grubuna göre 

yaklaşık olarak %15, %16, %23, %50 ve %70 oranında hücre canlılığında azalma 

gözlemlendi. RAPE ile 48 saat muamele sonrasında sırasıyla %24, %39, %54, %79 ve 

%91 oranında hücre canlılığında azalma olmuştur. 72 saat sonunda ise %50, %56, %74, 

%91 ve %98 oranında hücre canlılığında azalma görüldü. 

 

 

Şekil 4.4: MDA-MB-231 hücre hattında RAPE’nin hücre canlılığına etkisi 
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Şekil 4.5’te görüldüğü üzere MDA-MB-231 hücre hattı 25 μM, 50 μM, 100 μM, 

150 μM ve 200 μM 24 saat boyunca RABE ile muamele edildiğinde kontrol grubuna göre 

yaklaşık olarak %16, %30, %41, %64 ve %78 oranında hücre canlılığında azalma 

gözlemlendi. RABE ile 48 saat muamele sonrasında sırasıyla %21, %41,% 67, %82 ve 

%94 oranında hücre canlılığında azalma olmuştur. 72 saat sonunda ise %60, %69, %79, 

%90 ve %97 oranında hücre canlılığında azalma görüldü. 

 

 

Şekil 4.5: MDA-MB-231 hücre hattında RABE’nin hücre canlılığına etkisi 

 

Şekil 4.6’da görüldüğü üzere MCF-10A hücre hattı 25 μM, 50 μM, 100 μM, 150 

μM ve 200 μM 24 saat boyunca RA ile muamele edildiğinde kontrol grubuna göre 

yaklaşık olarak %1, %1, %4, %7 ve %9 oranında hücre canlılığında azalma gözlemlendi. 

RA ile 48 saat muamele sonrasında sırasıyla %1, %2, %6, %18 ve %22 oranında hücre 

canlılığında azalma olmuştur. 72 saat sonunda ise %5, %2, %10, %21 ve %30 oranında 

hücre canlılığında azalma görüldü. 
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Şekil 4.6: MCF-10A hücre hattında RA’nın hücre canlılığına etkisi 

 

Şekil 4.7’de görüldüğü üzere MCF-10A hücre hattı 25 μM, 50 μM, 100 μM, 150 

μM ve 200 μM 24 saat boyunca RAME ile muamele edildiğinde kontrol grubuna göre 

yaklaşık olarak %27, %29, %42, %48 ve %54 oranında hücre canlılığında azalma 

gözlemlendi. RAME ile 48 saat muamele sonrasında sırasıyla %25,% 42, %51, %64 ve 

%64 oranında hücre canlılığında azalma olmuştur. 72 saat sonunda ise %28, %40, %57, 

%66 ve %79 oranında hücre canlılığında azalma görüldü. 

 

 

Şekil 4.7: MCF-10A hücre hattında RAME’nin hücre canlılığına etkisi 
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Şekil 4.8’de görüldüğü üzere MCF-10A hücre hattı 25 μM, 50 μM, 100 μM, 150 

μM ve 200 μM 24 saat boyunca RAEE ile muamele edildiğinde kontrol grubuna göre 

yaklaşık olarak %31, %34, %48, %57 ve %68 oranında hücre canlılığında azalma 

gözlemlendi. RAEE ile 48 saat muamele sonrasında sırasıyla %41, %45, %63,% 77 ve 

%88 oranında hücre canlılığında azalma olmuştur. 72 saat sonunda ise %41, %47, 

%65,%86 ve %92 oranında hücre canlılığında azalma görüldü. 

 

 

Şekil 4.8: MCF-10A hücre hattında RAEE’nin hücre canlılığına etkisi 

 

Şekil 4.9’da görüldüğü üzere MCF-10A hücre hattı 25 μM, 50 μM, 100 μM, 150 

μM ve 200 μM 24 saat boyunca RAPE ile muamele edildiğinde kontrol grubuna göre 

yaklaşık olarak %30, %28, %67, %78 ve %87 oranında hücre canlılığında azalma 

gözlemlendi. RAPE ile 48 saat muamele sonrasında sırasıyla %45, %52, %74, %91 ve 

%95 oranında hücre canlılığında azalma olmuştur. 72 saat sonunda ise %43, %56, %81, 

%96 ve %97 oranında hücre canlılığında azalma görüldü. 
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Şekil 4.9: MCF-10A hücre hattında RAPE’nin hücre canlılığına etkisi 

 

Şekil 4.10’da görüldüğü üzere MCF-10A hücre hattı 25 μM, 50 μM, 100 μM, 150 

μM ve 200 μM 24 saat boyunca RABE ile muamele edildiğinde kontrol grubuna göre 

yaklaşık olarak %30, %42, %70, %91 ve %98 oranında hücre canlılığında azalma 

gözlemlendi. RABE ile 48 saat muamele sonrasında sırasıyla %43, %57, %88, %95 ve 

%99 oranında hücre canlılığında azalma olmuştur. 72 saat sonunda ise %44, %57, %88, 

%97 ve %99 oranında hücre canlılığında azalma görüldü.  

 

 

Şekil 4.10: MCF-10A hücre hattında RABE’nin hücre canlılığına etkisi 
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Şekil 4.11’de MDA-MB-231 hücre hattında (a) RA, (b) RAME, RAEE, RAPE, 

RABE 25, 50, 100, 150 ve 200 μM doz ile muamele sonrasındaki IC50 değerleri sırasıyla 

105,3, 96,1, 96,9, 68 ve 60,2 μM’dır. 

 

 

Şekil 4.11: MDA-MB-231 hücre hattında RA ve esterlerin IC50 değerleri 

 

Şekil 4.12’de görüldüğü üzere MCF-10A hücre hattında (a) RA, (b) RAME, 

RAEE, RAPE, RABE 25, 50, 100, 150 ve 200 μM doz ile muamele sonrasındaki IC50 

değerleri sırasıyla 389; 82,8; 46,3; 36 ve 34 μM’dır. 

 

 

 



 

41 

 

 

 

Şekil 4.12: MCF-10A hücre hattında RA ve esterleri IC50 değerleri 

“Gereç ve Yöntem” kısmında Denklem 3.2’de belirtildiği üzere terapötik endeks 

sağlıklı meme hücresinin IC50 değeri ile meme kanser hücresinin IC50 değerine 

oranlayarak bulunmuştur. RA ve ester türevleri olan RAME, RAEE, RAPE ve RABE’nin 

Tablo 4.1’deki terapötik endeks hesaplamaları ışığında en yüksek terapötik endekse RA 

(3,7) ve RAME’nin (0,9) sahip olduğu belirlenmiştir. İlerleyen deneylerde, en üstün 

terapötik endekse sahip RA esteri olarak RAME belirlenmiş ve alkil zincirinin 

uzunluğunun artmasının etkilerini incelemek amacıyla RAEE seçilmiştir. Bu doğrultuda, 

çalışmalara RA, RAME ve RAEE bileşikleriyle devam edilmiştir. IC50 değerlerinde RA, 

RAME ve RAEE değerlerinde ortak bir değer olan 90 µM konsantrasyonu kullanılmıştır. 
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Tablo 4.1: MCF-10A ve MDA-MB-231 hücre hattında IC50 ve terapötik endeksleri 

IC50 (μM) MCF-10A MDA-MB-231 Terapötik endeks 

RA 389 105,3 3,7 

RAME 82,8 96,1 0,9 

RAEE 46,3 96,9 0,5 

RAPE 36 68 0,5 

RABE 34 60,2 0,6 

 

4.2. MDA-MB-231 HÜCRE HATTINDA KOLONİ OLUŞUMU ÜZERİNE 

ETKİSİ 

Negatif kontrol (NK), RA, RAME ve RAEE maddelerinin 90 μM konsantrasyon 

dozundan sonra MDA-MB-231 hücre hattındaki koloni oluşturma potansiyeline etkisini 

belirlemek amacı ile koloni formasyon deneyi gerçekleştirildi. Şekil 4.13’te görüldüğü 

üzere negatif kontrolde koloni oluşumu görülürken RA, RAME ve RAEE örneklerinde 

koloni oluşumu gerçekleşmemiştir. Kontrol grubuna göre RA ve türevlerinin MDA-MB-

231 hücre hattında koloni oluşumunu baskılayıcı etkileri olduğu gözlemlendi.  
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Şekil 4.13: Kolonilerin mikroskop görüntüleri  

 

4.3. MDA-MB-231 HÜCRE HATTINDA YARA İYİLEŞMESİNE ETKİSİ  

Tez kapsamında, MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde RA, RAME ve RAEE 

esterlerinin etkilerini incelemek amacıyla yara iyileşme deneyleri gerçekleştirildi. Şekil 

4.14’te görüldüğü üzere sonuçlara göre 6. saatin sonunda yara kapanma yüzdeleri NK, 

RA, RAME ve RAEE’de sırasıyla %62, %75, %79 ve %65 bulundu. Yara kapanma 

yüzdeleri 12.saatin sonunda ise NK, RA, RAME ve RAEE örneklerinde sırasıyla %33, 

%34, %73, %42’dir. Yara kapanma alanları, “ImageJ” programında “wound healing tool” 

kullanılarak hesaplandı. 
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Şekil 4.14: MDA-MB-231 hücrelerin yara kapanma görüntüleri (A) ve grafiği (B) 
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4.4 MDA-MB-231 HÜCRE HATTINDA MİGRASYON YETENEKLERİ  

 İstila deneyinin sonuçlarına göre, NK ve RA örneklerinde matrijelden geçmiş ve 

yoğun hücre migrasyonunun gözlemlendiği tespit edildi. Şekil 4.15’e göre hücre sayısı 

NK, RA, RAME ve RAEE örneklerinde sırasıyla sırasıyla 325 ±20,42, 245 ±19,15, 19 ± 

6,02 ve 19 ± 1,52 hücre bulundu. Sonuçlar kontrol grubuna göre karşılaştırılınca yüzdelik 

olarak sırasıyla %100, %75, %6 ve %6 hücre invazyon oranı hesaplandı. Böylelikle 

matrijel-invazyon testi ile RA, RAME ve RAEE’nin MDA-MB-231 hücre hattında 

invazyonu azalttığı belirlenmiştir. Matrijelden geçen hücreler, “ImageJ” programı 

kullanılarak analiz edildi. 

 

 

 

 

 

Şekil 4.15: Hücrelerin görüntüleri (A) ve toplam hücre sayısı grafiği (B) 
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4.5 MDA-MB-231 HÜCRE HATTINDA HÜCRE DÖNGÜSÜ ÜZERİNE 

ETKİSİ 

RA, RAME ve RAEE esterlerinin MDA-MB-231 hücre hattındaki hücre döngüsü 

üzerine etkisi Propidyum iyodür (PI) boyama sonrası hücre akış sitometrisi ile 

incelenmiştir. NK olarak PI ile boyanan doz muamelesi yapılmayan hücreler kullanıldı. 

Pozitif kontrol (PK) olarak DMSO (%10) kullanıldı. Şekil 4.16’daki sonuçlara göre 

NK’de Sub-G0 fazında %4,29 ± 1,88, G0/G1 fazında %53,35 ± 11,9 , S fazında %13,85 ± 

1,42 ve G2/M fazında %32,51 ± 12,47 hücre bulundu. Pozitif kontrol grubunda döngü 

fazlarında sırasıyla %9,22, %62,37, %9,45 ve %22,10 oranında hücre gözlemlendi. RA 

örneğinde Sub-G0 fazında %9,33 ± 1,68, G0/G1 fazında 56,86 ± 0,91, S fazında 12,86 ± 

1,36 ve G2/M fazında %23,79 ± 1,01 hücre bulundu. RAME örneğinde sırasıyla %11,31 

± 4,73, %50,97 ± 5,09, %9,89 ± 3,76 ve %30,38 ± 0,45 hücre görüldü. RAEE esterinde 

ise Sub-G0 fazında %13,83 ± 2,99, G0/G1 fazında 49,94 ± 4,41, S fazında 12,17 ± 2,56 ve 

G2/M fazında %26,78 ± 1,40 hücre gözlemlendi. 

 

 

Şekil 4.16: MDA-MB-231 hücre hattında hücre döngüsü şekil (A) ve grafikleri (B) 
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4.6 MDA-MB-231 HÜCRE HATTINDA HÜCRE ÖLÜMÜ ÜZERİNE 

ETKİSİ 

MDA-MB-231 hücre hattının akış sitometrisi sonuçlarına göre NK örneğinde 

canlı hücre %96,59, erken apoptoz hücre %2,11, geç apoptoz hücre %1,16 ve nekroza 

giden hücre %0,13 olarak elde edildi. Pozitif kontrolde (DMSO), canlı hücre %74,08, 

erken apoptoz %8,52, geç apoptoz %16,99 ve nekroz %0,40 oranında görüldü. Hücre 

hattın RA ile 48 saat muamele sonrasında ise canlı hücre %93,26, erken apoptoz %2,05, 

geç apoptoz %2,69 ve nekroz %2 oranında görüldü. RAME ile muamele sonrasında canlı 

hücre %0,19, erken apoptoz 0, geç apoptoz 89,90 ve nekroz %9,91 oranında elde edildi.  

RAEE esterinde ise canlı hücre %0,29, erken apoptoz %0, geç apoptoz %90,29 

ve nekroz %9,42 oranında gözlemlendi (Şekil 4.17). RAME ve RAEE ile muamele 

edilmiş MDA-MB-231 hücre hattında apoptotik hücre ölümü oranlarında sadece yüksek 

oranda geç apoptoz gözlemlendi. RA türevlerinde otofloresan ışıma olasılığını 

değerlendirmek amacıyla floresan mikroskopta incelenme yapıldı. 

 

 

Şekil 4.17: Hücre hattın apoptoz deney görüntüleri (A) ve grafikleri (B) 
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4.7 FLORESAN MİKROSKOBU İLE HÜCRE İÇİNE ALIM SONUÇLARI 

Floresan mikroskobu kullanılarak MDA-MB-231 hücre hattının incelenmesi 

sonucunda, RA ile muamele edildikten sonra FITC kanalında herhangi bir floresan 

ışımasının gözlenmediği belirlendi. RAME ve RAEE örneklerinde ise FITC kanalında 

ışıma görüntülendi (Şekil 4.18). 

 

 

Şekil 4.18: MDA-MB-231 hücre hattının floresan mikroskobundaki görüntüleri 

 

4.8. MDA-MB-231 HÜCRE HATTINDA APOPTOTİK GENLERDEKİ 

ETKİSİ 

MDA-MB-231 hücre hattında, RA, RAME ve RAEE bileşikleri ile muamele 

sonrasında hem apoptoz hem de EMT yolağında etkili olan genlerin ifadeleri, qRT-PCR 

yöntemi kullanılarak detaylı bir şekilde incelenmiştir. BCL-2 geninin anlatım seviyesinde 

NK’ye göre RA, RAME, RAEE örneklerinde sırasıyla 0,37, 0,42 ve 0,80 kat azalma 

görülmüştür. MDA-MB-231 hücre hattında RA, RAME ve RAEE ile muamele 

sonrasında Kaspaz 3 geninin anlatım seviyesinde NK’ye göre RA, RAME, RAEE 

örneklerinde 1,75, 2,96 ve 3,25 kat artış gözlemlenmiştir (Şekil 4.19). 
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Şekil 4.19: MDA-MB-231 hücre hattında BCL-2 (A) ve Kaspaz 3 (B) gen anlatımı 

EMT yolağındaki belirteçlere bakıldığında ise N-kaderin geninde RA, RAME ve RAEE 

gruplarında sırasıyla 0,32, 0,16 ve 0,03 kat, Slug gen ifadesinde ise 0,09, 0,06 ve 0,01 

kat azalma görülmüştür (Şekil 4.20).

 

Şekil 4.20: MDA-MB-231 hücre hattında N-kaderin (A) ve Slug (B) gen anlatımı 
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5. TARTIŞMA 

Meme kanseri, dünya genelinde kadınlar arasında en yaygın görülen kanser 

türüdür (110). Türkiye'de, her 100.000 vakada meme kanseri insidansı kadınlar arasında 

yaklaşık %40 oranındadır ve diğer kanser türlerinden daha yüksektir (111,112). 

Kemoterapi, meme kanseri tedavisinde sıkça kullanılan bir yöntemdir, ancak kanser 

hücrelerinin yanı sıra sağlıklı hücrelere de zarar verebilir, bu nedenle tedavinin 

uygulanmasını sınırlayan önemli bir faktördür. Günümüzde, etkili meme kanseri 

tedavilerine rağmen, ilaca karşı direnç sıklıkla tedavinin ilk yılında ortaya 

çıkabilmektedir. Meme kanseri, diğer kanser türleri gibi heterojen bir hastalıktır, yani 

farklı alt tipleri vardır. Meme kanserinin moleküler sınıflandırması genellikle dört alt tipte 

gösterilir (113). Meme kanserinin bir alt tip olan ÜNMK, son derece agresif ve metastatik 

özellik gösterir. Yapılan bir çalışmaya (114) göre, ÜNMK vakalarının birçoğunda 

kemoterapiden sonra kötü bir sonuç gözlemlendi. ÜNMK'nin tedavi seçenekleri, ER, PR 

ve HER2 reseptörünün eksikliği nedeniyle sınırlıdır. ÜNMK'nin bu olumsuz özellikleri 

nedeniyle, yenilikçi tedavi yöntemlerine ihtiyaç duyulmaktadır. Yapılan çalışmalarda, 

ÜNMK'nin taksan veya antrasiklin bazlı birincil kemoterapötik ajanlara iyi yanıt 

verebildiği, ancak yüksek bir nüks riski taşıdığı görülmüştür (114). 

Çalışmamızda, meme kanserine karşı potansiyel tedavi seçeneklerini araştırmak 

amacıyla MCF-10A ve MDA-MB-231 hücre hatlarında RA ve türevlerinin anti-kanser 

etkilerini inceledik. Meme kanseri hücre hattının önemli bir alt tipi olan üçlü negatif 

meme kanseri üzerinde etkilerini değerlendirdik. Bu alt tip, reseptörlerin eksikliğinden 

kaynaklanan bir durum olduğu için tedavi edilmesi zorluğuyla bilinmektedir. 

Fenolik bileşikler, yapıları sayesinde vücuda alındıklarında aktif bileşiklere 

dönüşebilirler ve hücre içinde enzimler ve diğer biyomoleküllerle etkileşime girebilme 

potansiyeline sahiptirler (92). Hidroksisinamik asit (HSA) türevleri, sebze, meyve, 

çekirdekler ve tahıllarda doğal olarak bulunan bu fenolik bileşiklere bir örnektir. HSA 

türevleri, suda çözünebilir moleküller oldukları için ağız yoluyla alındıklarında 

biyoyararlanımları oldukça etkili ve hızlıdır. Bitki kaynaklı HSA türevi bileşikler, sınırlı 

veya ihmal edilebilir yan etkileri olmalarının yanı sıra kanser hücrelerine karşı etkili 

oldukları gözlemlendi (92). 
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 Hidroksisinamik asit türevleri arasında, hücre içine yüksek oranda alınabilen 

moleküller arasında yer alan RA, Lamiaceae familyasına ait bitkilerden elde edilebilir. 

RA, moleküler alım oranı yüksek olan bir bileşik olarak öne çıkar. 

Hücre canlılık deneyleri sonucunda seçilen RA, RAME ve RAEE’nin MDA-MB-

231 hücre hattının invazyon ve migrasyon yeteneklerini etkileyebileceği bulunmuştur. 

RA'nın, ÜNMK hücre hattında sitotoksik ve antiproliferatif etkiler gösterdiği literatüre 

göre de uyumlu bir sonuçtur (122). Yara iyileşme ve matrijel deneyleri, bu maddelerin 

hücrelerin hareketlilik ve invazyon yeteneklerini azaltabileceğini göstermiştir. Matrijel 

deneyinde, hücrelerin metastatik özelliklerini taklit eden bir ortamda davranışlarını 

incelememizi olanak sağlamıştır. NK grubunda, hücreler matrijel üzerinde kolaylıkla 

hareket ederken, RAME ve RAEE örneklerindeki hücrelerin matrijel içerisinde 

ilerleyemedikleri gözlenmiştir. Bu sonuçlar, RAME ve RAEE’nin potansiyel olarak 

meme kanseri tedavisinde kullanılabileceğini düşündürmektedir. 

MDA-MB-231 hücre hattında RAME ve RAEE esterlerinin 90 μM 

konsantrasyonunda uygulandığında, geç apoptoza giden hücre hattın yoğun olduğu 

gözlemlendi. Hücre hattın RA ile 48 saat muamele sonrasında ise en fazla canlı hücre 

yüzdeliği görülürken RAME ve RAEE ile muamele sonrası çoğunlukla geç apoptoz 

gözlemlendi.  

Annexin V deneyinde de hücreler hem Annexin V hem de PI boyası ile boyanır. 

Annexin V, hücre zarında bulunan fosfatidilserinin apoptotik hücrelerdeki artan miktarını 

ölçmek için kullanılırken, PI boyası apoptotik hücrelerdeki DNA hasarını tespit etmek 

için kullanılır (125). Ancak, PI boyası aynı zamanda canlı hücrelerde de DNA'ya 

bağlanabilir ve bu da yanlış pozitif sonuçlara neden olabilir. Bu nedenle, PI boyası ile 

boyanmış hücrelerdeki floresans sinyali, kompanzasyon yoluyla düzenlenir. 

Kompanzasyon yapmak için, öncelikle tekli boyalı kontrol örnekleri hazırlandı. Bu 

örneklerde, hücreler yalnızca Annexin V veya yalnızca PI boyası ile boyandı. Bu 

örneklerde, boyaların verdiği floresans sinyalleri ayarlanarak, her boyanın hangi dalga 

boylarında sinyal verdiği belirlendi. RA örneğinde canlı hücreler yoğunlukta iken RAME 

ve RAEE örneklerinde hücreler çapraz bir şekilde yukarıya yönde yani geç apoptoz 

yönüne kaydılar. Deney tekrarlandığında yine aynı sonuç elde edildi. Daha sonra RAME 

ve RAEE esterlerinin deneyde kullanılan boyalar ile bir etkileşime girip girmediği merak 

edildi. Bunun için floresan mikroskobunda hücreler boyalı bir şekilde olmadan 
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bakıldığında esterlerin FITC kanalında ışıma yaptıkları görüldü. RA ile aynı işlemler 

yapıldığında bir ışıma saptanmadı. Buradan sonuç olarak RA esterlerinin (RAME, 

RAEE) hücre içine girdiklerinde metabolize edilerek ortama ışıma yaydıkları düşünüldü. 

Yapılan bir çalışmada RA’nın hücre içine giremediğini ve RA esterlerinin lipofilik 

özellikte olduğundan kolayca hücre içine alımından bahsedilmektedir (108). Başka bir 

çalışmada ise RA alkil zincirinin uzatılması ile elde edilen esterlerin antioksidan 

aktivesini değiştirdiği ve hücre membranından geçme yetenekleri ile bir ilişkisi olduğu 

bulunmuştur (126). 

Benzer şekilde, RA'nın hücre proliferasyonunu engelleme, hücre döngüsünü 

durdurma ve çeşitli kanser hücrelerinde kaspaz bağımsız apoptoz indükleme yeteneğini 

içeren birçok in vitro çalışma bulunmaktadır (115,116). Yapılan bir çalışmada MDA-MB-

468 hücrelerinde RA'nın hücre döngüsünü S evresinde durdurduğunu, apoptozu 

indüklediğini ve proliferasyonu azalttığı fakat MDA-MB-231 hücrelerinde bileşiğin 

temel olarak G0/G1 hücre döngüsü durdurması indüklendi ve MDA-MB-468 hücrelerine 

kıyasla daha zayıf bir apoptotik etkisi gözlendiği bulunmuştur (96). Bunun üzerine 

yaptığımız çalışmamızda Sub-G0 fazında RA, RAME ve RAEE örneklerinde sırasıyla 3,5, 

5 ve 5,3 kat artış gözlenmiştir. Sub-G0 deki artış apoptozu tetikleyebildiğini ifade edilir 

(117). G0 sonuçlarına bakıldığında RA ve türevlerinin ÜNMK hücre hattında RA türevi 

ile muamele edilmemiş hücreler ile karşılaştırıldığında artış gözlemlenmiş olması 

apoptozu tetikleyebildiğini ifade eder. Ayrıca RA, RAME ve RAEE örneklerinde NK 

grubuna kıyaslandığında hücre döngüsünün G2/M fazında düşüş gözlemlenmiştir. 

Gen seviyesindeki değişiklikleri anlamak için yapılan gerçek-zamanlı PCR 

deneylerinde, EMT ve apoptoz süreçlerindeki gen düzenlemeleri incelenmiştir. EMT, 

kanser hücrelerinin normal özelliklerinden uzaklaşarak daha invaziv ve hareket 

yetenekleri artmış mezenkimal hücrelere dönüşmesi anlamına gelir. Bu, kanser 

hücrelerinin metastaz yeteneklerini artırabilir, bağışıklık sisteminden kaçmasına ve 

tedaviye direnç geliştirmesine yol açabilir. EMT'nin temel mekanizmaları hücresel sinyal 

yolları aracılığıyla düzenlenir ve kanser hücrelerinin yapısını, davranışını ve işlevlerini 

değiştirir. Bu süreç, kanser araştırmalarında önemli bir konudur, çünkü metastaz ve 

tedaviye direnç gibi kritik kanser özelliklerini etkileyebilir (118). 

 RA'nın tümör oluşumunu ve gelişimini etkili bir şekilde baskıladığı bildirilmiştir. 

Bir çalışmada, kolorektal kanser hücre hattında RA, EMT yolağını düzenleyerek ve 
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Matris Metaloproteinaz-2 (MMP2) ve MMP9'un ifadesini durdurarak metastazı 

engellemiştir (71). RA tedavisi, BAX, BCL-2, Kaspaz-3 ve poli (ADP-riboz) polimeraz 

1 (PARP1) gen ifadesini düzenleyerek hücre hayatta kalmasını durdurmuş ve prostat 

kanseri hücre hatlarının apoptozunu tetiklemiştir (119). Yaptığımız çalışmanın 

sonuçlarında da apoptoz yolağında BCL-2 gen anlatım seviyesi azalırken, Kaspaz 3 

seviyesi artmıştır. EMT yolağında ise N-kaderin ve Slug genlerinde azalma gözlenmiştir.  
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

Sonuç olarak, doğal kaynaklı olması ve toksik olmayan yapısı nedeniyle RA, umut 

vaat eden bir ilaç adayı potansiyeline sahiptir. RA'nın ester türevlerini oluşturarak hücre 

içi etki mekanizmasını daha da geliştirmek mümkündür. Çalışma, kanser hücre hattındaki 

EMT mekanizmalarını ve hücre ölümü üzerindeki etkilerini moleküler düzeyde anlamak 

için önemli veriler sunmaktadır. Hücre göçü ve istilasının incelenmesi, apoptotik 

yolakların gen düzeyinde değerlendirilmesi ve epitelyal-mezenkimal geçişin gen 

düzeyinde belirlenmesi, bu süreçlerin kapsamlı bir şekilde aydınlatılmasını 

amaçlamaktadır. Böylece, ÜNMK tedavisinde umut vaat eden en az bir RA türevi 

adayının in vitro çalışmalarda ortaya çıkmış olması, ileri aşama çalışmalarda 

patentlenebilir bir ilaç molekülü olarak kullanılmasının önünü açmaktadır. Bu bulgular 

doğrultusunda, RA türevlerinin ÜNMK tedavisi için potansiyel terapötik uygulamalarını 

araştırmak için ileri düzeyde araştırma ve geliştirmeye devam edilmesi önerilir. Hayvan 

modelleri ve klinik çalışmaları içeren ilave in vivo çalışmalar, bu bileşiklerin etkinliğini 

ve güvenilirliğini doğrulamak amacıyla yapılmalıdır. RA türevlerinde görülen ışıma 

sebebiyle, hücresel apoptoz durumunu belirlemek için annexin-V yerine TUNEL yöntemi 

ve kaspaz 3/7 aktivasyonu gibi diğer apoptoz tespit yöntemleri kullanılabilir. RA 

türevlerinin ÜNMK tedavisinde kullanılabilecek ilaç molekülü olarak hedefe yönelik 

şekilde tasarlanabilir. Hayvan modelleri ve klinik çalışmalarıyla desteklenen in vivo 

çalışmalar, bu türevlerin etkinlik ve güvenilirliklerini doğrulamak için yapılabilir. ÜNMK 

hücre hattında moleküler mekanizmaları, apoptoz ve EMT ile ilişkili gen ifadeleri 

üzerinden daha detaylı bir şekilde incelenebilir. RA türevleri ile ÜNMK hücre hattında 

ilaç direnci üzerine çalışılabilir.  

. 
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