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ÖZET 

 

MEME KANSERĠ EPĠTEL HÜCRELERĠNDE PAN-AURORA KĠNAZ ĠNHĠBĠTÖRÜ 

DANUSERTĠB ĠLE APĠJENĠN 8-C GLUKOZĠDĠN (VĠTEKSĠN) ANTĠKANSER 

ETKĠLERĠNĠN ARAġTIRILMASI 

 

Kanser geliĢmesi ve ilerlemesi sessiz, aynı zamanda tedaviye karĢı direnç göstermesi 

nedeniyle tedavisi zor bir hastalıktır. Kanserin oluĢum ve ilerleme mekanizmalarının aydınlatılması 

amacı ile çok sayıda çalıĢma yürütülmektedir. Kanser hücrelerinin çoğalmalarının durdurulması için 

farklı yöntemler aranmaktadır. Tedavi metodları geliĢtirilirken tedavi amaçlı pek çok molekül 

kullanılmaktadır. Bu projede Pan-Aurora kinaz inhibitörü olan Danusertib ile birlikte Apijenin 8-C 

Glukozid (Viteksin) maddesinin birlikte etkisi incelenmiĢtir. Danusertib ve Viteksin için WST-8 kiti 

kullanılarak sitotoksik IC50 değeri 24., 48. ve 72. saatlerde tespit edilmiĢtir. Danusertib için 0.3 µM 

doz ve Viteksin için 1 µM doz değerleri meme kanseri hücresi olan MCF-7 hücrelerine uygulanmıĢtır. 

Danusertib ve Viteksin‘in MCF-7 hücrelerinde apoptotik etkisini incelemek için AnnexinV /PI 

Boyama metodu kullanılmıĢtır. Danusertib ve Viteksin‘in MCF-7 hücresi üzerinde 48. saatte ayrı ayrı 

ve birlikte apoptotik etkisine flow sitometri cihazında bakılmıĢtır. Flow sitometri cihazından alınan 

veriler analiz edildiğinde Viteksin (1µM) apoptotik etkisi kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında primer 

apoptoz 2.24±0.59 (PK/V  < 0.05). Danusertib-Viteksin‘in birlikte apoptotik etkisi kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında primer apoptoz 3,07±0,37 (PK/D+V < 0,05) bulunmuĢtur. Danusertib ve Viteksin‘nin 

MCF-7 hücrelerinde gen ekpresyonu düzeyine etkisini incelemek için qRT-PCR metodu 

kullanılmıĢtır. qRT-PCR metodu ile apoptoz iliĢkili genlerden Kaspaz-3 (Casp3), Kaspaz-8 (Casp8), 

Kaspaz-9 (Casp9); Metastaz iliĢkili VEGF; Hücre döngüsünde mitoz bölünmede etkili AURK-B gen 

ifade düzeylerine bakılmıĢtır. qRT-PCR metodu ile Danusertib ve Viteksin‘in MCF-7 hücreleri 

üzerinde 48. saatte gen ifade düzeyleri üzerinde ayrı ayrı ve birlikte etkisine bakılmıĢtır. qRT-PCR 

metodu ile elde edilen veriler analiz edildiğinde Danusertib ve Viteksin‘in ayrı ayrı ve birlikte 

uygulandığı tüm deney gruplarında Casp3 gen ifade düzeyinde azalmaya neden olmuĢtur. Casp8 gen 

ifade düzeyinde artıĢ ise sadece Danusertib ve Danusertib-Viteksin‘in birlikte uygulandığı gruplarda 

tespit edilmiĢtir. Sadece Viteksin uygulanan deney gruplarında Casp8 gen ifade düzeyinde azalma 

tespit edilmiĢtir. Casp9 gen ifade düzeyinde Danusertib ve Viteksin‘in ayrı ayrı ve Danusertib-

Viteksin‘in birlikte uygulandığı tüm deney gruplarında azalma tespit edilmiĢtir. Metastaz iliĢkili gen 

VEGF seviyesinde ise sadece Viteksin uygulanan grupta azalma tespit edilmiĢtir. Viteksin grubunun 

VEGF gen ifadesi kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 0,1347±0,01 (PC/V < 0,001) tespit edilmiĢtir. 

Bu elde edilen veri Viteksin‘in metastazda hücre migrasyonunu azalttığını düĢündürmektedir. 

Danusertib ayrı ve Danusertib-Viteksin birlikte uygulanan deney gruplarında VEGF gen ifade 

seviyesinde artıĢ tespit edilmiĢtir. Hücre döngüsünde mitoz bölünmede etkili olan AURK-B gen ifade 

düzeyinde sadece Viteksin uygulanan deney gruplarında azalma tespit edilmiĢtir. Danusertib ve 

Viteksin‘nin MCF-7 hücrelerinde metastazda hücre migrasyonuna etkisini incelemek için Wound 

Healing (yara iyileĢme) metodu kullanılmıĢtır. Danusertib ve Viteksin‘in ayrı ayrı ve Danusertib-

Viteksin‘in birlikte uygulandığı deney gruplarında 48.saatte yara açılan bölgede hücre göçleri sonucu 

kapanma tespit edilememiĢtir. Deney gruplarında yara açılan bölgeye doğru hücre migrasyonu 

durmuĢtur. Danusertib (0.3 µM) primer apoptotik etki göstermiĢtir fakat sekonder apoptotik etki 

göstermemiĢtir. Viteksin (1 µM) primer apoptotik etki göstermiĢtir fakat sekonder apoptotik etki 

göstermemiĢtir. Ancak Viteksin antimigratif ve antimetastatik etki gösterdiği tespit edilmiĢtir. Bu etki 

ile de Viteksin‘in potansiyel bir antimetastatik ajan olabileceği öngörülebilir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Kanser, MCF-7, Viteksin, Danusertib, WST-8 Kit, Apoptoz. 

 

DanıĢman: Doç. Dr. Ahmet Ata Özçimen, Mersin Üniversitesi, Biyoloji Anabilim Dalı, Mersin. 

 

 

 

 



v 

 

ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF THE ANTI-CANCER EFFECTS OF APĠGENĠN 8-C GLUCOSIDE 

(VITEXĠN) WITH THE PAN-AURORA KINASE INHIBITOR DANUSERTIB IN BREAST 

CANCER EPITHELIAL CELLS 

 

Cancer is a disease that is difficult to treat because of it‘s silent development and progression, 

and it‘s resistance to treatment. Numerous studies are carried out with the aim of elucidating the 

formation and progression mechanisms of cancer. Different methods are sought to stop the 

proliferation of cancer cells. While developing treatment methods, many molecules are used for 

therapeutic purposes. In this project, the combined effect of Danusertib, a Pan-Aurora kinase inhibitor, 

and Apigenin 8-C Glucoside (Vitexin) was investigated. The cytotoxic IC50 value was determined at 

24, 48 and 72 hours for Danusertib and Vitexin using the WST-8 kit. The dose values of 0.3 µM for 

Danusertib and 1 µM for Vitexin were applied to MCF-7 cells, which are breast cancer cells. 

AnnexinV /PI Staining method was used to examine the apoptotic effect of Danusertib and Vitexin in 

MCF-7 cells. The apoptotic effect of Danusertib and Vitexin on MCF-7 cells separately and together 

at 48 hours was examined in a flow cytometry device. When the data obtained from the flow 

cytometry device were analyzed, the apoptotic effect of Vitexin (1 µM) was 2.24±0.59 (PK/V < 0.05) 

compared to the control group. When the co-apoptotic effect of Danusertib-Vitexin was compared 

with the control group, primary apoptosis was found to be 3.07±0.37 (PK/D+V < 0.05).  The qRT-

PCR method was used to examine the effects of Danusertib and Vitexin on the level of gene 

expression in MCF-7 cells. Caspase-3 (Casp3), Caspase-8 (Casp8), Caspase-9 (Casp9) from apoptosis-

related genes by qRT-PCR method; Metastasis-associated VEGF; AURK-B gene expression levels, 

which are effective in mitosis in the cell cycle, were examined. With the qRT-PCR method, the effects 

of Danusertib and Vitexin on MCF-7 cells on the gene expression levels at 48th hour, separately and 

together, were examined. When the data obtained by the qRT-PCR method were analyzed, it caused a 

decrease in Casp3 gene expression level in all experimental groups in which Danusertib and Vitexin 

were applied separately or together. The increase in Casp8 gene expression level was detected only in 

the groups in which Danusertib and Danusertib-Vitexin were applied together. A decrease in Casp8 

gene expression level was detected only in the experimental groups to which Vitexin was applied. A 

decrease in Casp9 gene expression level was detected in all experimental groups in which Danusertib 

and Vitexin were applied separately and Danusertib-Vitexin was applied together. On the other hand, 

there was a decrease in the level of the metastasis-related gene VEGF, only in the Vitexin group. 

VEGF gene expression of the vitexin group was 0.1347±0.01 (PC/V < 0.001) when compared with the 

control group. These data suggest that Vitexin reduces cell migration in metastasis.These data suggest 

that Vitexin has an effect on cell migration in metastasis. An increase in VEGF gene expression level 

was detected in the experimental groups applied Danusertib separately and Danusertib-Vitexin 

together. A decrease in the AURK-B gene expression level, which is effective in mitosis in the cell 

cycle, was detected only in the experimental groups to which Vitexin was applied.Wond Healing 

method was used to examine the effect of Danusertib and Vitexin on cell migration in Metastasis in 

MCF-7 cells. In the experimental groups in which Danusertib and Vitexin were applied separately and 

Danusertib-Vitexin was applied together, closure could not be detected as a result of cell migration in 

the area where the wound was opened at 48th hour. Cell migration towards the wound site stopped in 

the experimental groups. As a result, Danusertib (0.3 µM) showed a primary apoptotic effect but did 

not show a secondary apoptotic effect. Vitexin (1 µM) showed a primary apoptotic effect but did not 

show a secondary apoptotic effect. However, it has been determined that Vitexin has an antimigratory 

and antimetastatic effect. With this effect, it can be predicted that Vitexin may be a potential 

antimetastatic agent. 

 

Keywords: Cancer, MCF-7,Vitexin, Danusertib, WST-8 Kit, Apoptosis. 
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1. GĠRĠġ 

 

Kanser, hücrenin kontrollü bölünme düzenindeki bozulmalar sonucu meydana gelen hücre 

çoğalması olarak tanımlanan moleküler alt yapısı karmaĢık multifaktöriyel bir hastalıktır. Hücredeki 

bu kontrolsüz çoğalma yönünde değiĢen hücre sinyal yolaklarının iĢleyiĢinin anlaĢılması kanserin 

tedavi edilebilmesinde yeni yöntem ve metodların geliĢtirilebilmesi açısından oldukça önemlidir. Bu 

amaçla günümüzde hücre sadece canlının yapıtaĢı olmaktan çıkmıĢ ve tedavi hedefi haline gelmiĢtir. 

Bu nedenle hücre fonksiyonlarının tespit edilebilmesi ve hücrelerin değiĢim geçiren iĢleyiĢinden 

kaynaklı meydana gelen hastalıkların hücre düzeyinde araĢtırılabilmesi önemlidir. Günümüzde bilim 

ve teknolojinin sağladığı giderek artan avantajları, çeĢitli hastalıklara yönelik tedavilerin 

geliĢtirilmesinde yeni yöntemleri de beraberinde getirmektedir. Hücre düzeyinde yapılan çalıĢmalar 

hastalıkların önlenmesi ya da hastalıkların tedavisi için etkili yöntemlerin bulunmasına yardımcı 

olmaktadır ve ilerleyen zaman içerisinde yardımcı olmaya da devam edecektir (Koçaklı vd., 2015). 

Kanser tüm dünyada giderek artan önemli bir sağlık sorunu olmakla birlikte meme kanseri kadınlarda 

en sık görülen kanser çeĢididir (IARC, 2012). Bu nedenle meme kanseri üzerinde araĢtırma yapılması 

oldukça önemlidir. Hem meme kanserinin kadınlarda sık gözleniyor olması hemde hücrelerin kansere 

yeni tedavi yaklaĢımları geliĢtirmede hedef haline gelmesinden dolayı bu çalıĢmada meme kanseri 

epitel hücresi MCF-7 hücresi kullanılmıĢtır. MCF-7 hücresi Ġnvaziv Duktal karsinom türü kanser 

hücresidir köken aldığı dokudan baĢka dokulara metastaz yapabilmektedir ve en yaygın görülen meme 

kanseri türüdür. 

Kanserin moleküler düzeyde iĢleyiĢ düzeninin çözümlenmesi bu hastalığa yeni tedavi 

yaklaĢımlarının geliĢtirilebilmesine imkân sağlayabilecektir. Tedavi yöntemleri olarak cerrahi 

operasyon, radyoterapi ve kemoterapi kullanılmaktadır. Kemoterapi metodu ile tedavide çok sayıda 

antikanserojenik etkiye sahip ajanlar kullanılmaktadır ve antikanserojenik potansiyele sahip ajanlar 

üzerinde araĢtırma projeleri devam etmektedir. Son zamanlarda birkaç küçük moleküllü Pan-Aurora 

kinaz inhibitörü geliĢtirilmiĢtir ve bunlardan bazıları Faz I ve Faz II klinik deneylerinde klinik etki 

göstermiĢtir. Bunların en geliĢmiĢi Danusertibdir. Danusertib çok sayıda kanser türünün tedavisinde 

dikkate değer ölçüde potansiyel terapotik özelliği Faz I, Faz II denemelerinde araĢtırılmıĢtır (Zi vd., 

2015). Ancak Danusertibin etkisi ile hücrede Ģekillenen pek çok mekanizma tam olarak 

aydınlatılamamıĢtır. Bu çalıĢmada potansiyel antikanser madde olarak Danusertib kullanılmıĢtır. Pan-

Aurora kinaz inhibitörü Danusertib çok çeĢitli kanser hücre dizilerinde yapılan çalıĢmalarda anti-tümör 

etki göstermiĢtir. Bu nedenle bu tez çalıĢmasında MCF-7 hücresinde Danusertibin sitotoksik IC50 

değeri, apoptotik etkisi, gen expresyon düzeylerine etkisi ve metastazda hücre migrasyonuna etkisi 

araĢtırılmıĢtır. Danusertib hücre döngüsünde görev alan Aurora Kinaz B (AURK-B)‘ye etki ederek 

hücrede sitotoksik etkiye neden olmaktadır (Steeghs vd., 2011). Danusertib‘in insan mide kanser 

hücresi AGS ve NCI-N78 hücrelerinde apoptotik yolakları tetikleyerek hücre proliferasyonunu inhibe 

ettiği ve hücreyi otofajiye yönlendirdiği bilinmektedir (Yuan vd., 2011). 
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Kanserin yaygın tedavi yöntemi olarak uygulanan kemoterapi hedef tümör kitlesini ya da 

yoğunluğunu azaltmaktır. Bu hedeflenirken diğer doku organlarda mümkün olduğunca zarar riskini en 

aza indirmek gerekmektedir. Kemoterapide Ġlaçlı Kombinasyon (kür) Tedavisi, daha güçlü bir yanıt 

oluĢturma, tümör hücrelerinin direnç kazanma riskini azaltma, daha uzun sürecek iyileĢme 

sağlayabilme gibi avantajlar sunar. Kombin Tedavide ilaç etkileĢimleri ile bir ilacın terapotik etkisi 

diğer ilaçlarla arttırılırken zararlı etkileri azaltılabilmektedir (Hsueh vd., 2017). ÇeĢitli doğal 

kaynaklardan elde edilen farklı doğal içerikler potansiyel antikanser etkileri varsa tedavi amaçlı 

kullanım için geliĢtirilmektedir. Mevcut ilaçlarla birlikte yeni ajanların kullanılması ile umut verici 

yeni çözümler geliĢtirilmeye devam etmektedir. Bu çalıĢmada Danusertib ile kombin ajan Apigenin 8-

C glukozid (Viteksin) kullanılmıĢtır. 

Günümüzde hücre kültürü metodu ile çoğaltılan hücrelerin üzerinde yapılan bilimsel proje 

çalıĢmaları hücreyi kontrol eden mekanizmaların daha iyi anlaĢılması ile hastalıkların önlenmesinde ve 

hastalıkların tedavisinde oldukça önemli olacaktır. Ayrıca, in vitro koĢullarda yapılan moleküler 

çalıĢmalar hücrede karmaĢık moleküler kaskadı Ģeklindeki sinyal yolaklarının aydınlatılmasına katkı 

sağlayacaktır (Koçaklı vd., 2015). Hücredeki moleküler kaskadın iĢleyiĢinde değiĢimler 

kanserleĢmeye neden olmakla birlikte meydana gelen iĢleyiĢin değiĢimi de kanserli hücrede 

anlaĢılması gereken yeni bir moleküler düzen oluĢturmaktadır. Kanserli hücrenin iĢleyiĢ düzeninin 

çözümlenmesi kanserin tedavisine yeni yaklaĢımların geliĢtirilmesine imkân sağlayabilecektir. 

Bu amaçla bu çalıĢma Danusertib ve Viteksin‘in meme kanseri MCF-7 hücresi üzerindeki IC50 doz 

değerlerinin sitotoksik, apoptotik (apoptoz iliĢkili Kapaz-3, -8, -9 gen ekpresyon düzeyine), hücre 

döngüsü (AURK-B expresyon düzeyine), metastatik (hücre migrasyonu ve anjiyogenez iliĢkili VEGF 

gen expresyon düzeyine) etkisi araĢtırılmıĢtır. Danusertib ve Viteksin‘in sitotoksisitesinin belirlenmesi 

amacı ile güvenilir sonuçlar veren WST-8 Kiti kullanılmıĢtır. Apoptotik etkiyi araĢtırmak için APC 

Annexin-V/ PI kiti kullanılarak flow sitometri cihazında primer/sekonder ve nekroz analiz edilmiĢtir. 

Gen ekspreyon düzeylerine etklileri qRT-PCR metodu ile ölçülmüĢtür. Metastazda MCF-7 

hücrelerinin migrasyonuna etkisi ise Wound Healing (yara iyileĢmesi) metodu ile incelenmiĢtir. Bu 

bilgiler doğrultusunda meme kanseri tedavisinde Danusertib ve Viteksin‘in antiproliferasyon, 

antikanser etkiye sahip olması ve Viteksin‘in antimetastatik potansiyel taĢıması önemlidir. 
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2. KAYNAK ARAġTIRMALARI 

 

2.1. Kanser 

 

Hücrenin kontrol mekanizmasının etkisinden çıkarak hızlı ve anormal bir Ģekilde çoğalmasıyla 

oluĢan kitleler, hücrelerin sayı artıĢına bağlı doku büyümeleri tümör olarak ifade edilmektedir. 

Latincede tümör kelimesi, ―kitle, ĢiĢlik, ur‖ anlamına gelmektedir (Baykara, 2016). Vücuttaki ĢiĢlik, 

ben ve sivilce gibi oluĢumlar da kapsam olarak tümör kavramına dahil edilmektedir. Günümüzde her 

ne kadar tümör denildiğinde kanser anlaĢılsa da her tümör kanser değildir. Tümörler benign veya 

malign tümör Ģeklinde geliĢebilmektedirler. Benign tümörler; metastaz yapmazlar, yavaĢ geliĢirler, 

tümör hücrelerinin çekirdeklerinde kromatin ağı yoğunluğu fazladır. Benign tümörü oluĢturan hücreler 

köken aldıkları doku hücrelerine benzerlik göstermektedirler. Benign tümörün çevresinde fibröz bir 

kapsül vardır, tümörün hücreleri damar içine geçiĢ yapmazlar, tümör Ģekil olarak yuvarlak ve 

muntazam geliĢim göstermektedir. Malign tümörler; metastaz yaparlar, hızlı geliĢirler, tümör hücre 

çekirdeklerinde kromatin ağı yoğunluğu fazla değildir. Malign tümör hücreleri köken aldıkları doku 

hücrelerine benzemezler, malign tümörler infiltratif geliĢirler. Malign tümörü çevreleyen fibröz 

kapsülleri yoktur, damar içine geçerek metastaz yaparlar, sınırları düzensiz bir geliĢim göstermektedir. 

Malign tümör geliĢimi hızlı olduğundan, hücreler normal Ģeklini kazanamadan geliĢir ve gittikçe 

ĢekilsizleĢirler (anaplazi), büyüme ve yayılmaları enzimler aracılığıyla bulunduğu dokunun yıkımı 

sonucunda gerçekleĢmektedir. Malign tümörlerde metastaz kan ve lenf yoluyla gerçekleĢir (Özkara 

vd., 2020). Tümör olarak geliĢen yapıların kötü huylu olanları kanser olarak adlandırılmaktadır. 

Kanser, tümör Ģeklindeki oluĢumların içinden sadece yüzde onluk bir bölümü oluĢturmaktadır. 

Tıp dilinde köken aldığı dokuya göre malign tümörler sarkomlar, lösemiler, lenfomalar ve 

karsinomlar Ģeklinde baĢlıkta gruplandırılmaktadır. Sarkomlar vücüdu destekleyen ve bağlayan 

dokularda baĢlar. Sarkom yağ dokuda, kaslarda, tendonlarda, eklemlerde, kan damarlarında, lenf 

damarlarında, kıkırdak ve kemikte geliĢebilir. En yaygın sarkomlar liposarkom ve osteosarkom tipidir. 

Lösemiler kan kanseridir. Lösemi kanseri kan hücreleri kontrolsüz bir Ģekilde bölündüğünde baĢlar. 

Lösemiler de akut lenfositik lösemi, kronik lenfositik lösemi, akut miyeloid lösemi, kronik miyeloid 

lösemi Ģeklinde farklı çeĢitleri bulunmaktadır. Lenfoma ve Miyelomlar lenfatik sistemde baĢlayan 

kanserlerdir. Lenfomanın ise Hodgkin olan lenfoma ve Hodgkin olmayan lenfoma Ģeklinde çeĢitleri 

vardır. Miyelom antikor üreten beyaz renkli plazma kan hücrelerinde baĢlar ve zamanla hücre antikor 

üretme yeteneğini kaybeder. Karsinomlar epiteliyal doku, deri, iç organların ve bezlerin yüzeyini 

kaplayan dokularda baĢlar. En sık görülen kanser türüdür. Karsinom türü kanserler akciğer kanseri, 

kolorektal kanser, pankreas kanseri, prostat kanseri ve meme kanseridir (Kareva, 2018). 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) verilerine göre 2004 yılında tüm dünyada kanser nedeniyle ölüm 

7.4 milyon (tüm ölümlerin %13‘ü), bu ölümlerin %70 kadarı düĢük veya orta sosyo-ekonomik gelir 

düzeyine sahip ülkelerde görülmektedir. Kanser tanı sayısı 2005 yılında11 milyon, kanser nedeniyle 
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ölüm 7 milyon, kanserle yaĢayan 25 milyon hasta tespit edilmiĢtir. Gelecekte 2030 yılı için 27 milyon 

yeni tanı,17 milyon ölüm ve kanserli hasta sayısının 75 milyon olacağı tahmin edilmektedir (Korkmaz, 

2012). Kanser vaka sayısı 2040 yılı için yapılan tahminlerde 2020 yılındaki 19.292.789 olan kanser 

vaka sayısının 28.881.940 kadar yükseleceği tahmin edilmektedir (IARC, 2020). Uluslar Arası Kanser 

AraĢtırma Ajansı 2020 yılından 2040 yılına kadar kanserli vaka sayısındaki tahmini artıĢ miktarının 

Asyada 5.627.068, Avrupada 5.323.597, Kuzey Amerikada 3.525.597, Afrikada 2.097.365 kadar 

olacağını öngörmektedir (IARC, 2020). Öngörülen bu kanser tahmini vaka sayılarında kadın 

hastalarda en çok rastlanan kanser türleri meme kanseri, kolorektal kanser, akciğer kanseri, servikal 

kanserler, tiroid kanseri, mide kanseri Ģeklinde olup kadınlarda görülen kanser türleri arasında meme 

kanseri ilk sırada yer almaktadır (Korkmaz, 2012). Erkek hastalarda ise en sık rastlanan akciğer 

kanseri, prostat kanseri, kolorektal kanser, mide kanseri, karaciğer kanseri, ösefagus kanseridir. 

Erkeklerde meme kanseri görülsede (%1) kadınlarda görülme oranına (%25.4) göre daha düĢük 

değerlerdedir (IARC, 2020).  

 

2.2. Kanser OluĢumuna Neden Olan Risk Faktörleri 

 

Kanser oluĢumuna pek çok faktör neden olabilmektedir. Kanserde risk faktörleri Ģunlardır: 

cinsiyet ve yaĢ, genetik yatkınlık veya aile öyküsü, bağıĢıklık sistemi zayıflığı, alkol tüketimi, aĢırı 

kilo kaybı ve obez olma durumu, diyet ve beslenmedeki yanlıĢlıklar, fiziksel aktivite azlığı, sigara 

kullanımı, radyasyona maruz kalma, tehlikeli kimyasal ajanlar ve enfeksiyona neden olan bulaĢıcı 

ajanlar. Bu risk faktörlerinin yanısıra erken menarĢ, geç menopoz gibi endojen östrojene maruziyeti 

artıran üreme faktörleri ve menopoz sonrası kullanılan östrojen-progesteron hormonlarının 

kombinasyonu meme kanseri riskini artırmaktadır (Akyolcu vd, 2019; Jacob, 2018). 

 

2.3. Meme Kanseri 

 

Kadınlarda meme kanseri türlerinde adlandırma yapılırken kullanılan ifadelerden duktal, 

memedeki süt kanallarıdır. Lobüler, memede süt üretimi yapılan süt bezleridir. Karsinoma, meme 

dokusuna ait hücrelerin anormalleĢmesi, kansere dönüĢmesidir. In situ, erken dönem meme kanserleri 

için kullanılan bir ifadedir. Bu kavram, kanserli hücrelerin bulundukları süt kanalı ya da süt bezlerinin 

dıĢına henüz çıkamadığını, yayılmadığını ifade etmektedir. Ġnvaziv (infiltratif), kanser hücrelerin 

bulundukları doku ortamından çıkıp meme dokusunun tamamına yayılmaya baĢlamasıdır. Bu ifadeler 

kullanılarak meme kanseri türleri adlandırılırken aynı zamanda kanserin hangi aĢamada olduğu da 

ifade edilmektedir. Meme kanseri invaziv ve noninvaziv olmak üzere temelde iki gruba ayrılmaktadır. 

Ġnvaziv özellik gösteren Ġnvaziv Duktal Karsinoma (IDC) ve  Ġnvaziv Lobüler Karsinoma (ILC)‘dır. 

Ġnvaziv özellikte olmayanlar ise Duktal Karsinoma In Situ (DCIS) ve Lobüler Karsinoma In Situ 

(LCIS)‘dür (Haydaroğlu, 2015). Lobüler Karsinoma In Situ kanser grubunda ifade edilsede tam olarak 
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kanser değildir. Ġnvaziv meme kanseri için risk faktörü olarak tanımlanmaktadır. En yaygın görülen 

meme kanseri türü, Ġnvaziv Duktal Karsinomdur. 

Meme kanserlerinde kanserin türünü net olarak söyleyebilmek için hormon reseptörlerine de 

bakılması gerekmektedir. Meme Kanseri Hormon ÇeĢitleri; Östrojen, Progesteron ve Her2‘dir. Her2 

ise epidermal büyüme hormonudur bu hormonun bireyde pozitif durumda olması kanser hücresinin 

hızlı büyüdüğü anlamına gelmektedir. Meme kanseri, bu hormon çeĢitlerine göre de dört grupta 

gruplandırılmaktadır. Üçlü negatif meme kanseri; bahsettiğimiz üç hormon reseptörünü de taĢımayan 

kanser türüdür. Meme kanserleri içerisinde yaklaĢık %10-20‘lik oranda bu kanser tipi görülmektedir. 

Üçlü pozitif meme kanseri; üç hormon reseptörünün de görüldüğü meme kanser türüdür. Meme 

kanserleri içerisinde yaklaĢık %20-25‘lik oranda bu kanser tipi görülmektedir. DiĢi cinsiyet 

hormonları pozitif, Her2 negatif; en çok görülen meme kanseri türüdür. Meme kanserleri içerisinde 

yaklaĢık %70-75‘lik oranda bu kanser tipi görülmektedir. DiĢi cinsiyet hormonları negatif, Her2 

pozitif; bu kanser türü de dördüncü tip meme kanseridir (Akyolcu vd., 2019). 

 

 

2.4. Memenin Anatomik Yapısı  

 

Meme anatomik yapısı ġekil 2.1‘de gösterildiği gibi vücut yağı (yağ dokusu), loblar, lobüller, 

süt kanalları, lenf düğümleri, kan damarları ve yağ dokusundan oluĢmaktadır.  Meme anatomik yapısı 

genellikle 12-20 lobdan oluĢmaktadır. Bu lobların her biri, süt bezleri olarak bilinen ve lobüller 

denilen daha küçük alt ünitelerden oluĢur. Loblar ve lobüller süt kanallarıyla bağlantılıdır (BaĢoğlu, 

2010). Loblar, lobüller ve süt kanalları arasında kanser oluĢma ihtimali yüksektir. ÇalıĢmada 

kullanılan MCF-7 kanser hücresi metastaz yapabilen Ġnvaziv Duktal Karsinom (IDC, Invaziv Ductal 

Carcinoma) türü kanser hücresidir. Duktal kanallarda (süt kanalları) geliĢme göstermektedir 

(Haydaroğlu, 2015). 

 

                                                 

      ġekil 2.1. Memenin anatomik yapısı yandan görünüĢü (Feng vd., 2018). 
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2.5. Hücre Döngüsü ve Aurora Kinazlar 

 

Aurora kinazlar hücre yaĢam döngüsünün hücre bölünmesinde görev alan enzim grubudur. 

 

2.5.1. Hücre Döngüsü 

 

Hücre yaĢam döngüsü hücrenin yaĢamı boyunca meydana gelen olayların sırasını ifade 

etmektedir. Hücre yaĢam döngüsü ġekil 2.2‘de gösterildiği gibi interfaz evresi ve mitotik evre olarak 

iki ana aĢamadan oluĢur. Bölünme özelliğini koruyan hücrelerde hücre döngüsünün interfaz evresi G1, 

S, G2 aĢamalarından oluĢur. Mitotik evre ise mitoz evresi ve sitokinez evresinden oluĢur. Ġnterfaz 

evresinde hücrenin uyarılması ve büyümesi meydana gelmektedir. Ġnterfaz evresinde hücre bölünme 

sinyali almadığı zaman hücre döngüsünden çıkarak G0 fazında beklemektedir. Hücre yaĢam 

döngüsünün interfaz aĢamasına ait G1, S ve G2 fazları döngünün %85‘den fazla bir oranını 

kapsamaktadır ve interfaz evresi yaklaĢık 18-24 saat kadar sürmektedir. YaĢam döngüsünün kalan 2-3 

saatlik kısmı mitotik evrenin gerçekleĢtiği süredir (Cabadak, 2008). 

Ġnterfazın G1 fazında hücrede yeterli oranda büyüme meydana gelip gelmediği kontrol edilir. 

Her hücre doğal yaĢam alanı olan mikroçevresinden sinyal moleküllerini alır ve büyüme sürecini 

destekleyen moleküler iletiĢim süreçlerini baĢlatır. G1 fazında DNA replikasyonu için RNA ve protein 

sentezi gibi ön hazırlıklar yapılır. S fazında DNA replikasyon tamamlandıktan sonra G2 fazında hücre 

büyüme faaliyetini devam ettirir. Ġnterfaz süecinden sonra hücre mitotik sürece geçer. Mitotik süreç 

profaz, metafaz, anafaz, telofaz evrelerinden oluĢmaktadır. Telofaz ile mitotik evre tamamlanır hücre 

sitokinez sürecine geçer. Sitoplazma paylaĢımınında tamamlanmasıyla birbirinin genetik kopyası olan 

yavru hücreler oluĢur (Lai vd., 2020).  

Hücre bölünme sürecinin düzgün ilerleyebilmesi için iki temel gereksinimin karĢılanması 

gerekir: Birincisi hücre genom bütünlüğü korunmalıdır ve ikincisi hücre çekirdeği ile sitoplazma 

arasındaki oranın hücre yaĢamıyla uyumlu sınırlar içinde olması gerekir. Hücre bölünme süreci DNA 

eĢlenmesi, kromozom ayrılması,  hücre kütlesinin ikiye katlanması ve organel sayısının iki katına 

çıkması, sitoplazma bölünmesi gibi olaylar dizisini içermektedir. Hücreler, hücre döngüsünün her bir 

aĢamasını yöneten molekül kümelerinin doğru sıralı aktivasyonunu ve inaktivasyonunu sağlamak için 

bir moleküler kontrol sistemi geliĢtirmiĢtir. Hücre hem dıĢtan hem de içten gelen sinyallere uyum 

sağlamıĢtır. ―Hücre döngüsü kontrol noktaları‖ olarak bilinen kontrol mekanizmaları, hücre döngüsü 

boyunca belli evrelerde ilerleyiĢi kontrol eder. Hücre döngüsü kontrol noktalarında DNA 

eĢlenmesinde ve kromozom ayrılmasında olası hasarlar saptanır. Hücre döngüsü kontrol noktaları bu 

hasarlar onarılıncaya kadar hücre döngüsünün ilerlemesini durdurur. Hücre döngüsünde sonraki 

aĢamaya geçiĢ bir önceki sürecin uygun Ģekilde tamamlanmıĢ olması durumunda gerçekleĢmektedir 

(Kastan&Bartek, 2004). Ayrıca, hücrede bazı durumlarda hasarların çok büyük düzeyde olması ve tam 

olarak tamir edilememesi durumunda, aynı kontrol mekanizmaları hücre döngüsünün kalıcı olarak 
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durdurulmasını veya hücre döngüsünde apoptozisi tetikler. G1 kontrol noktasındaki duraklama, hasarlı 

DNA'nın hücre S evresine girmeden onarılmasına imkân sağlar. Böylece, bu aĢamada DNA‘nın hasarlı 

kopyalanması engellenir. G2 kontrol noktasında genom tamamıyla kopyalanmadan veya hasara 

uğramıĢ DNA tamir edilmeden M evresine geçiĢ engellenmektedir. Ancak, bundan sonra G2‘deki 

engelleme ortadan kalkar ve hücre mitoza geçerek, tümüyle kopyalanmıĢ kromozomları yavru 

hücrelere dağıtır. Diğer bir kontrol noktası, mitoz sonuna doğru ortaya çıkan M kontrol noktasıdır. M 

kontrol noktasında kromozomların mitotik iğ iplikleri üzerinde düzenli bir Ģekilde tutunup 

tutunmadıkları kontrol edilmektedir. Ġğ ipliklerinin kromozom üzerinde doğru tutunmaları sayesinde 

kromozomların paylaĢımı ve yavru hücrelere tam bir kromozom seti halinde geçmeleri sağlanır. 

Mitotik iğ iplikleri üzerinde yer alan kromozomların biri veya birkaçı eksilirse kontrol noktası 

hücrenin mitoz metafaz evresinde kalmasını sağlamaktadır. Böylece kromozom sayısı eksik/fazla olan 

anormal genoma sahip yavru hücrelerin oluĢması önlenmektedir (Massague, 2004). Onkogenler, 

tümör baskılayıcı genler, siklin- siklin bağımlı kinazlar ve Aurora kinazlar tarafından 

düzenlenmektedir. Hücre döngüsünde onkogen (Her 2, ras vb) grubu, kanser geliĢimini doğrudan ve 

dolaylı olarak etkileyen gen grubudur. Tümör baskılayıcı genler ise kanser geliĢimini baskılar. p53 

geni iĢlevini kaybederse hücre büyümesinin kontrolü ortadan kalkar ve DNA tamiri olmadan hücre 

döngüsü kontrolsüz devam eder. Normal hücrelerde DNA hasarı olduğunda, genomik kararlılığı sağlar 

ve hücre döngüsünü G1 'de durdurur ve hücreye tamir için zaman kazandırır, hasar tamir edilemiyorsa 

hücre apoptozise yönlendirilmektedir (Cabadak, 2008). Hücre döngüsünde siklin (cyc), siklin bağımlı 

kinazlar (Cdk) ve siklin bağımlı kinaz inhibitörleri (CDI) de rol almaktadır. Bu proteinlerin düzeyleri 

hücre döngüsünün farklı evrelerinde değiĢkenlik gösterir. Siklin bağımlı kinazlar G1, S, G2 ve mitoza 

geçisi kontrol eder. Memeli hücrelerinde hücre döngüsünün düzenlenmesinde fonksiyonları en iyi 

bilinen on bir tane siklin bağımlı kinaz (cdk 1-11) ve siklinD (D1, - D2 ve -D3); siklin E (E1, E2), 

siklinA (A1, A2) ve siklinB (B1, B2)  rol oynamaktadır. Siklin bağımlı kinazlar protein fosforilasyonu 

yapan enzimlerdir. Siklin bağımlı kinaz aktivitesi DNA sarmalının açılması içinde gereklidir. 

Replikasyon öncesi kompleksin (PRC: Prereplicative complex) birkaç bileĢeni fosforillenmektedir. 

Yeni replikasyon orijinleri mitozun sonunda Cdk aktivitesi düsene kadar yeni PRC kompleksini 

oluĢturamaz. Bundan dolayı her hücre siklusunda DNA bir kez replike olur. (Aslan vd., 2022). Aurora 

Kinazlar ise hücre yaĢam döngüsünün mitoz bölünme evresinde rol almaktadırlar. 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Metafaz
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  ġekil 2.2. Ökaryot hücre döngüsünün evreleri (Meulenbeld vd., 2012) 

 

2.5.2. Aurora Kinazlar 

Aurora kinazlar, hücre döngüsü düzenleyicileri olarak görev alan önemli protein kinazlar 

grubuna aittir. Mitoz bölünme sırasında DNA eĢlenmesi ile iki katına çıkan kardeĢ kromatidlerin 

oluĢacak yavru hücrelere tam olarak paylaĢtırılması sağlanmalıdır. Mitoz bölünmede oluĢan iğ iplikleri 

DNA parçalarının kromozom Ģeklinde paketlenmesi sonrasında kromozomların hücre ekvator 

düzleminde doğru bir Ģekilde sıralanması ve kardeĢ kromatidlerin doğru bir Ģekilde yavru hücrelere 

geçiĢinin sağlanmasında görev yapmaktadır (Hochhegger vd., 2013). Aurora kinaz grubu moleküllerin 

mitoz hücre bölünmesinde mitotik iğ ipliklerinin bölünme sırasında görevlerinin düzenlenmesinde 

önemli rolleri tespit edilmiĢtir (Vader & Lens, 2008). Aurora kinazlar ilk kez Glover ve ark. tarafından 

1995‘te Drosophila sp. türü üzerinde yapılan çalıĢmalar sonucunda tanımlanmıĢtır (Glover vd., 1995). 

Aurora kinaz grubu proteinlerin hücredeki fonksiyon kayıplarının hücre bölünmesinde iğ ipliği 

oluĢumunda eksikliğe neden olduğu gösterilmiĢtir. Aurora kinazların memelilerde Aurora kinaz A, B 

ve C olmak üzere üç tipi tanımlanmıĢtır (Mutluay&Kozacı, 2021). Bu üç çeĢit Aurora kinazın 

benzerliklerine rağmen ġekil 2.3‘de gösterildiği gibi DNA üzerinde ayrı lokalizasyonda bulunurlar. 

Aurora kinaz A, B ve C hücre iĢleyiĢinde farklı fonksiyonlara sahiptirler. 
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ġekil 2.3. Aurora kinaz proteinlerinin Ģematik gösterimi. D-Box, imha kutusu; DAD, D kutusu 

Aktivasyon domain; KEN motifi, amino asidik K-E-N, Cdh1-anafaz teĢvik kompleksi için hedefleme 

sinyali olarak hizmet eder (Baldini vd., 2014). 

Hücre yaĢam döngüsünün S evresinde sentrozomun eĢlenmesinden sonra Aurora kinaz A 

sentrozomlarda birikmeye baĢlar. Sentrozom olgunlaĢmasının greçekleĢtiği geç G2 evesinde Aurora 

kinaz A‘nın hücre mitoz bölünmesinde çekirdek zarı eridikten sonra sentrozomların ayrılmasında aktif 

rol aldığı tespit edilmiĢtir (Barr & Gergeley, 2007). Aurora kinaz A‘nın mutasyona uğraması ya da az 

ifade edilmesi anormal yapıda, monopolar iğ iplikleri oluĢumuna neden olmaktadır (Glover vd., 1995). 

Mitoz bölünmenin sonunda Aurora kinaz A, Anaphase Promoting Complex (APC)-ubiquitin-

proteozom yolağında yıkılır Aurora Kinaz B, H3 histon proteini fosforillenmesi, mitoz bölünmede 

kromozomların ayrılması ve sitokinez için gerekli olan bir kromozom yolcu proteinidir. Kromozom 

ayrılmasında meydana gelebilecek hatalar sayısal ve yapısal kromozom anormalliklerine neden olarak 

kanserli hücrelerin geliĢimine neden olabilmektedir (Marumoto vd., 2003). Kromozom yapısında 

sentromer bölgesinde yer alan kinetokorlar kromozomun iğ ipliklerinin mikrotübüllerine bağlanmasını 

sağlayan multiprotein moleküllerdir. Hücre bölünmesinde çekirdek zarı eridiğinde prometafaz 

evresinde kromozomlar, iğ ipliklerine tutunurlar. Bu bağlantı sayesinde kromozomlar hücrenin ekvator 

bölgesinde metafaz plağı bölgesinde konumlanmaktadırlar. Yavru hücrelere geçirilecek olan genom 

kararlılığının sağlanmasında önemli rol alan kromozomal yolcu kompleksi ġekil 2.4‘de gösterildiği 

gibi Aurora Kinaz B, Inner Centromere Protein (INCENP), Survivin ve Borealin moleküllerinden 

oluĢmaktadır. Siklin B-Cdk1 kompleksinin aktive olması ile mitoz bölünme baĢladığında, Aurora 

kinaz B molekülü kromozom yolcu kompleksinin enzimatik yüzeyi olarak aktifleĢir (Van Der Wall 

vd., 2012). Aurora Kinaz B‘nin ekpresyonu hücre bölünmesinin G2-M geçiĢinde maksimum seviyeye 

çıkar ve mitoz bölünme süresinde maksimum seviyede kalır (Bischoff vd.,1998). 
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ġekil 2.4. Kromozomal passenger kompleksi, MCAK'ın Aurora B fosforilasyonu, mikrotübül 

dengesizleĢtirici aktivitesini önler ve iğ iplikleri oluĢumunu destekler (Hoang, 2008). 

Aurora Kinaz B kinetokor-mikrotübül etkileĢimlerinin kararlılığını sağlar. Ġç sentromere bağlı 

Aurora Kinaz B aktif durumda iken mikrotübüllerin kinetokordan ayrılmasına neden olmaz. Buna 

karĢın yeterli gerilim olmadığında kinetokor substratları Aurora Kinaz B‘ye yeterince yaklaĢtığında 

fosforile edilir ve böylece mikrotübüllere olan ilgisi azaltılır böylece kinetokor-mikrotübül 

bağlantısının kararlılığı kaybolmaktadır (Liu vd., 2019; Mattei vd, 2020). Aurora Kinaz B yanlıĢ 

mikrotübül-kinetokor bağlantıları üzerine yıkıcı etkisini Mitotic Centromere Associated Kinesin 

(MCAK) ağı üzerinden gösterir (Hochegger vd., 2013; Bildik, 2018). Aurora kinaz B, INCENP ve 

Survivin, tüm kromozomlarda uygun kromozom iğ ipliği bağlantılarını gerçekleĢtirene kadar mitozun 

ilerlemesine engel olan ‗iğ düzeneği kontrol noktası‘nı denetler (Carmena vd., 2009). Aynı zamanda 

kinetokor-kromatin oluĢumunda mikrotübül organizasyonunun gerçekleĢmesi için γtubulin proteini 

yoğunlaĢması için Aurora kinaz A gereklidir. Aurora kinaz A geninin baskılandığı hücrelerde hücre 

bölünmesi sırasında iğ ipliklerinin morfolojilerinin bozulması sonucunda mitoz bölünmenin 

ilerleyiĢinde duraksama tespit edilmiĢtir (Katayama vd., 2008). Hücrenin mitoz bölünmesinin anafaz 

evresinde kromatidlerin farklı kutuplara çekilmesi sonrasında kromatidler ayrıldıktan sonra Aurora 

kinaz B, antiparalel mikrotübül iğ iplikleri tetramerik protein kompleksinin bir araya gelmesini 

sağlayarak sitokinez bölünmesinde görev alır (Law, vd., 2017). 

2.6. Pan-Aurora Kinaz Ġnhibitörü Danusertib 

Danusertib, tümor hücrelerinin geliĢimini durduran (antineoplastic) potansiyele sahip küçük 

moleküllü bir 3-aminopirazol türevidir. Pan-Aurora Kinaz Ġnhibitörü Danusertib tüm Aurora kinazlara 

etki etmektedir bu nedenle farklı hücre sinyal yolakları üzerinden hücrenin iĢleyiĢini etklemektedir. 

Danusertib güçlü antikanser etkiye sahip olan üçüncü nesil bir Brc-Abl tirozin kinaz inhibitörüdür. 

Danusertib, Aurora kinazların aĢırı eksprese edildiği tümör hücrelerinde hücre büyümesinin durmasına 

neden olabilecek Aurora kinazlara bağlanmakta ve bunları inhibe etmektedir. Pan-Aurora Kinaz 
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Ġnhibitörü olan Danusertib Aurora-A, -B, -C‘ye etki etsede tercihen Aurora-B kinaza bağlanır ve onu 

inhibe eder. Aurora kinazlar, serin-threonin kinaz ailesindendir ve hücresel bölünmede önemli 

düzenleyici moleküller olarak görev almaktadırlar. Danusertib, pro-apoptotik proteinlerin 

ekspresyonunda artıĢ meydana getirmekte fakat anti-apoptotik proteinlerde ise azalma ile birlikte 

mitokondri aracılı apoptozise neden olmaktadır (Yuan vd., 2015). Moleküler formülü C26H30N6O3‘dür 

(Carpinelli vd., 2007). Kimyasal adı N-[5-(2-metoksi-2-fenil-asetil)-1,4,5,6-tetrahidro-pirrolo[3,4-

c]pirazol-3yl]-4-(4-metil-piperazin-1-yl) benzamiddir. Danusertib, düĢük nano molar ve orta mikro 

molar deriĢimlerde etkili olan bir ilaçtır (Colotta & Mantovani, 2008). Danusertib (PHA-739358, 

NCT00335868) mokeküler ağırlığı 474.6 olan Danusertibin molekül yapısı ġekil 2.5‘de verilmiĢtir. 

                                                    

                                        ġekil 2.5. Danusertibin molekül yapısı (Yuan, 2010).  

 

2.7. Apijenin 8-C Glukozid (Viteksin) 

 

Apijenin 8-C Glukozid (8-β-D-Glucopyranosyl-apigenin (Viteksin), apigenin flavon 

glikozitidir. Bazı Ģifalı bitkilerde doğal olarak bulunan bir flavonoid ve lignin bileĢiği olan Viteksin 

pek çok geleneksel Çin ilacının aktif bileĢeni olarak kullanılmaktadır. Viteksin‘in anti-oksidatif, anti-

kanser, anti-inflamatuar ve anti-tümör özellikleri olduğu belirtilmektedir (Öztürk, 2017; Zhang 

vd,2018; Bhardwaj vd, 2018; Liu vd.,2019). Vitex agnus-castus, Arum dioscoridis vb. pek çok bitki 

türlerinde yaprak ve meyve özütlerinden alınan örnekler ile yapılan çalıĢmalarda, Viteksin‘in bu 

bitkilerdeki antioksidan maddelerden olduğu ve bazı bitki türlerinde önemli miktarlarda bulunduğu 

tespit edilmiĢtir (Gökbulut, 2010; Öztürk, 2017). Viteksinin moleküler ağırlığı 432.38‘dir (Aslam 

vd.,2015). Molekül formülü C21H20O10 Ģeklindedir ve molekül yapısı ġekil 2.6‘da verilmiĢtir. Normal 

koĢularda oda sıcaklığında muhafaza edilir.  

                                                            

     ġekil 2.6. Apijenin 8-C Glukozid (Viteksin)‘in molekül yapısı (Gupta & Gupta 2016). 
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2.8. Apoptoz 

 

Apoptoz, metabolik ve genetik açıdan kodlanmıĢ hücrenin evrimsel olarak tercih ettiği hücre 

ölüm yolağıdır (Çelepli vd., 2020; Dağdeviren, 2021). Yunancada apo (=ayrı) ve ptosiz (=düĢen) 

kelimelerinin birlikte kullanılması ile sonbahardaki yaprak dökümü anlamında kullanılan hücre ölümü 

Ģeklinde tanımlanmaktadır. Bütün canlıların yaĢam döngüsünde olduğu gibi hücre yaĢam döngüsünde 

de hücre doğar, belirli bir süre yaĢar ve sonra da ölür. Apoptoz ile hücre ölümü; yetiĢkinlerin 

dokularında ve embriyolojik geliĢimde çok önemli rol oynar. Apoptoz, dokulardaki hücre sayısının 

sabit tutulmasından sorumludur, organizma için tehlike teĢkil eden virüs vb. etkenlerle enfekte olmuĢ 

hücrelerin yok edilmesini sağlayarak savunma da oluĢturur. DNA‘da hasar meydana gelmesi 

durumunda, bu hasarın meydana geldiği hücre apoptoz mekanizması ile yok edilir. Böylece DNA 

yapısında zararlı mutasyona uğramıĢ hücrelerin vücutta kanserleĢme potansiyelini ortadan kaldırır 

(Kerr vd., 1972). Apoptoza uğrayan hücreler organizmanın birçok doku ve hücre gruplarında sürekli 

görülmektedir ve bu Ģekilde hücre yok edilme durumu ömür boyu devam etmektedir. Bu Ģekildeki 

hücre ölümü ve hücre yapımı dokuda dinamik yapıyı koruyabilmek için düzenli olarak 

gerçekleĢmektedir.  Böylece hücre ölümü (apoptoz) ve hücre yapımı (mitoz) dokularda homeostatik 

dengeyi korumak için dinamik bir denge halinde sürer. Bu hücre oluĢumu ve hücre yok edilmesi 

arasındaki dengenin apoptoz lehine veya aleyhine bozulması birçok önemli hastalığın da ortaya 

çıkmasına neden olmaktadır. GerçekleĢmemesi gereken bir durumda apoptoz gerçekleĢir veya 

gerçekleĢmesi gerekli olan bir durumda da apoptoz olmaz ise bu durum canlının metabolizmasında 

oldukça büyük sorunlar yaratabilir. Apoptozun metabolizmada normalden daha fazla hızda 

gerçekleĢmesi AIDS, nörodejeneratif hastalıklar, insüline bağımlı diyabet, hepatitC enfeksiyonu, 

miyokarda enfarktüsü, ateroskleroz vb durumlara neden olmaktadır. Apoptozun metabolizmada 

normalden daha düĢük hızda gerçekleĢmesi ise otoimmün hastalıklara ve kansere neden olmaktadır. 

Apoptoza neden olan faktörler Büyüme faktörü eksikliği, hücre yaĢlanması, kansere neden olan 

antineoplastik ilaçlar, radyasyon, yüksek dozda glukokortikoid düzeyi, hücre ölüm reseptörü membran 

proteini Fas, Tümör Nekroz Faktör Reseptörü-1 (TNFR-1) aktivasyonu, sitotoksik T lenfosit hücreleri, 

çok Ģiddetli olmayan oksidatif stresdir (Dağdeviren, 2021; Gökbayrak vd., 2021). 

Nekroz; rastgele geliĢen ve genler tarafından kontrol edilmeyen düzensiz bir süreçtir. Nekroza 

neden olan durumlar hipoksi, iskemi, hipertermi, yüksek konsantrasyonlu toksik maddeler, litik viral 

enfeksiyonlar, Ģiddetli oksidatif stresdir.  Nekrozun en yaygın nedeni hipoksidir. Apoptoz hem sağlıkta 

hem hastalıkta görülen programlı bir hücre ölüm yolu olmasına karĢın, fizyolojik bir hücre ölüm Ģekli 

olmayan nekroz ile çok karıĢtırılmaktadır. Apoptoz ile nekroz farkları; Nekrozda hücre içine aĢırı sıvı 

girmesi sonucu hücre ĢiĢerken, apoptotik hücreler tam tersine küçülür. Nekrozda kromatin görünümü 

hemen hemen normal hücredeki görüntüye benzerdir ama apoptotik hücrenin kromatin ipliği çekirdek 

membranının etrafında toplanır ve yoğunlaĢarak kondanse olmuĢ bir bölge oluĢumuna neden olur. 

Nekrozda DNA parçalanması rastgele meydana gelirken, apoptozda DNA internükleozomal alanlarda 
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180 kb çiftinin katları olacak Ģekilde mono ve oligonükleozomlara parçalanır. Nekrozda DNA 

parçalanması post-litik dönemde gözlenir, apoptozda DNA parçalanması pre-litik dönemde gözlenir 

(Çelepli vd, 2020). Nekrotik hücrede hücre zarı bütünlüğünü kaybederken ve sitoplazmadan hücre içi 

materyallerinin hücre dıĢına çıkıĢı meydan gelmektedir. Oysa, apoptotik hücre, membranı bozulmamıĢ 

yani intakt bütünlüğünü korur. Nekrotik hücrelerde büyük vakuoller oluĢur, sonrasında hücre lizise 

uğrar fakat apoptotik süreçteki hücreler apoptotik cisimcikler denilen küçük cisimciklere parçalanır. 

Nekrozda plazma membranının bütünlüğünün bozularak zarar görmesinden dolayı hücre içeriğinin 

hücre dıĢı ortama çıkması sonucu inflamasyon süreci baĢlar. Apoptozda ise apoptotik hücre veya 

apoptotik cisimcikler plazma membranları hasarlanmadan makrofajlar tarafından fagositoz ile yok 

edildiklerinden inflamasyon meydan gelmez. Hücre zarında bulunan Fosfatidilserin plazma 

membranının iç yüzünden dıĢ yüzüne doğru geçerek konum değiĢtirir ve böylece makrofajlar zar 

yüzeyi değiĢen bu hücreleri tanır ve yok eder. Biyokimyasal olarak nekrozun olması için adenozin 

trifosfat (ATP) gerekmez iken, apoptozda ATP gerekir (Çelepli vd, 2020). Nekrozda hücrelerde 

gruplar halinde ölüm gerçekleĢirken, apoptozda hücrelerin tek tek ölümü gerçekleĢir. Apoptoz; 

radyasyon ve sitotoksik ilaçların alımı sonrası geliĢen DNA hasarı, yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin 

birikimi ve apoptozun mitokondriyal yolunu aktive eden viral enfeksiyonlar sırasında görülebilir 

(Ansari vd., 2018). 

Apoptozun regülasyonunda Apoptozise neden olan sinyal yolaklarında pek çok madde ve 

molekül rol alır. Bunlardan bazıları iyon (kalsiyum), molekül (seramid), gen (c-myc), protein (p53) 

yapıdadır. Mitokondri organel olarak apoptoz sinyal yolaklarında rol almaktadır.  Apoptotik süreç 

boyunca, hücre içine sürekli kalsiyum giriĢi olur. Apoptoz sürecinde belli kilit moleküller görev 

almaktadır. Bunlar; P53, Bcl–2 ailesi proteinleri, Kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotic protease activating 

factor-1) protein molekülleridir (Yang vd., 2013; Thu vd., 2018). Apoptozun indüklenmesi, hazır olan 

hücrelerde (primer) baĢlatılabilir ya da bir uyaran sonucu sekonder olarak geliĢir. Apoptozu uyaran 

hücre dıĢı ve hücre içi faktörler tablo halinde Tablo 2.1‘de verilmiĢtir. 

 

                                        Tablo 2.1. Apoptozu baĢlatan uyarıcı faktörler.              

Apoptozu Hücre DıĢından Uyaran Faktörler Apoptozu Hücre Ġçinden Uyaran Faktörler 

TNF ( Tümör Nekrozis Faktör) 

Fas/ FasL 

IGF (Ġnsülin benzeri Büyüme Faktörü) 

Glukokortikoidler 

Radyasyon 

ÇeĢitli Ġlaçlar 

 Bazı antijenik özellik taĢıyan maddeler 

Büyüme faktörleri 

Onkogenler 

Tümör baskılayıcı genler 
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Hücre içi ve hücre dıĢı faktörlerin uyarması sonucunda hücreyi pogramlanmıĢ hücre ölümü 

olan apoptoza yönlendiren üç farklı apoptoz süreci vardır. Birincisi Mitokondri yolağı, ikincisi TNF ve 

Fas ligand (ölüm reseptörleri) yolağı, üçüncüsü AIF (Apoptozu baĢlatan faktör) yolağıdır (Ross, 

2014). 

Mitokondri yolağında, apoptozun düzenlenmesinde Bcl–2/Bax gen ailesi rol almaktadır. Bu 

gen ailesinin 20 üyesi mevcuttur; bunlardan bazıları apoptoz inhibitörü (antiapopitotik) olarak rol 

almaktadır, bazıları ise apoptozu uyarıcı (preapopitotik) olarak rol almaktadır. Hücrenin yaĢama 

durumu bu gen ailesindeki proapoptotik gen ile antiapoptotik gen ürünlerinin oranına bağlıdır. Bcl–

2/Bax gen ailesinin ürünleri, hem mitokondri zarında hem çekirdek zarında hem de endoplazmik 

retikulum zarında bulunmaktadırlar (Elmore, 2007). Apoptozda mitokondri yolağının uyarılmasında 

DNA hasarı, Oksidanlar, Seramid, Büyüme faktörü eksikliği, Radyasyon, Kemoterapötikler etkilidir. 

Apoptozu baskılayan antiapoptotik genler Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-1; Apoptozu uyaran apaptotik 

genler Bax, Bak, Bad, Bik, Bid, Bim, Noxa. Proapopitotik Bcl-2 ve anti-apoptotik Bax geni arasındaki 

oransal denge, hücrenin yaĢamı ile ölümü arasındaki durumu belirler. Bcl–2 proteini, mitokondrinin 

sitoplazmaya bakan dıĢ zarı üzerindedir ve endoplazmik retikulumun bir bölümü olan çekirdek dıĢ zarı 

üzerinde bulunmaktadır. Bax proteinleri hücrede sitoplazma bölümünde bulunmaktadır. Apoptotik 

yolakta oluĢan sinyalin alınmasından sonra Bax proteinleri, mitokondri zarının ‗permeabilite geçiĢ 

poru‘na yönlenirler ve bu bölgeye bağlanırlar. Bu bağlanma seçici iyon geçirgenliğini 

(permeabilitesini) azaltıcı yönde etkili olur. Zardaki bu değiĢim nedeniyle sitokrom c ve AIF 

(Apoptozis Inducing Factor) gibi mitokondri zarı içinde yer alan moleküller sitoplazmaya geçerler. 

Apoptoz mekanizmasının baĢlamasında tetikleyici bir faktör olan Apaf-1, Bcl-2 ile bağlı olduğu 

durumda apoptoz baskılanmıĢ durumdadır. Hücre içi faktörlerin uyarımı sonucu, Sitokrom c 

sitoplazma proteinlerinden olan Apaf-1‘e bağlanması prokaspaz-9‘u aktive eder, oluĢan bu kompleks 

‗apoptosom‘ olarak adlandırılır (Apaf–1 aynı zamanda ATP‘ ye de bağlanır). Prokaspaz-9‘ un 

aktivasyonu ise bir dizi kaspaz aktivasyonunu baĢlatır (Gökhan vd., 2020) 

TNF ve Fas ligand (ölüm reseptörleri) yolağı, Fas ve TNF alfa reseptörleri hücrenin zarında 

yer almaktadırlar ve uygun ligandları ile bağlandıklarında normal Ģartlarda inaktif durumda bekleyen 

prokaspaz-8‘i aktif hale getirerek kaspazların aktivasyonunu baĢlatırlar ve hücreyi programlı ölüm 

yolağına yönlendirirler. Bu yolak sıklıkla immün cevap oluĢturma reaksiyonlarında ve infeksiyon 

durumlarında kullanılan bir yoldur (Gökhan vd., 2020). 

Apoptoz Ġndükleyici Faktör (AIF) yolağı, aĢırı stres Ģartlarına maruz kalmıĢ hücrelerin kaspaz 

bağımlı diğer 2 apoptoz yolağından farklı olarak kaspaz yoluna alternatif biçimde kullanıldığı bir 

apoptoz sürecidir. Normal Ģartlar altında mitokondri zarları arasındaki bölgede yer alan AIF proteini, 

hücrenin ölmesi gerektiğini belirten bir sinyal ile sitokrom-c molekülü mitokondriden sitoplazmaya 

çıkarak çekirdek içine girer ve DNA‘ya bağlanır. DNA‘ya bağlandığında nükleaz aktivitesine neden 

olarak DNA‘nın fragmanlara parçalanmasını uyarır (Gökhan vd., 2020).  
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2.9. Kaspazlar 

 

Kaspazlar apoptozda rol alan endoproteaz ailesinden olan bir enzim grubudur. Enzimin aktif 

yüzyinde sistein aminoasidi bulundurdukları için sistein proteaz ailesi grubuna dahil edilirler. 

Kaspazlar aktif bölgelerinde katalitik sistein rezidülerinin bulunmasının yanı sıra substratlarında 

aspartik asit rezidüsünün bulunması ile beraber etkinleĢerek peptit bağlarını yıkmaktadırlar (Mcllwain 

vd., 2013). Proteinlerin aspartik asit bulunan kısmından kestiklerinden dolayı, c-asp-ases Ģeklinde 

adlandırılmıĢlardır. Bu enzim grubu ilk olarak sitoplazmada inaktif prokaspaz Ģeklinde 

sentezlenmektedirler. Prokaspazın inaktif yapısı apoptozun uyarılmasından sonra durdurularak aktif 

kaspaz formuna dönüĢmektedir. Memelilerde kaspazların bilinen 14 çeĢidi bulunmaktadır. Apoptoz 

mekanizmasını baĢlatıcı Kaspazlar  -2, -8, -9, -10; apoptoz mekanizmasını sonlandırıcı Kaspazlar -3,- 

6, -7‘ dir (Bildik, 2018). Hücre içinde veya hücre dıĢında hücrenin iĢleyiĢinde görevleri olan enzimler 

belli bazı molekül gruplarının etkisiyle aktive olurlar. Kaspazlar substratlarına bağlanarak 

substratlarını etkinleĢtirseler de bazı süreçlerde substratların baskılanmasında da rol 

oynayabilmektedirler. Bunun yanı sıra, kaspaz enzimleri sinyal molekülleri üreterek inflamasyonda ve 

apoptoz mekanizmasında da rol almaktadırlar (Koçaklı, 2015; ġanlı, 2018). Kaspazlar, inflamasyonda 

ve apoptozdaki iĢlevlerine göre çeĢitli gruplara ayrılmaktadır. Kaspaz -3, -6, -7, -8 ve -9 apoptoz 

süreçlerinde görev alırken Kaspaz -1, -4, -5 ve -12 ise inflamasyonda rol almaktadırlar. Apoptoz 

mekanizmasında görev alan kaspaz enzimleri kendi içlerinde de baĢlatıcı kaspazlar (Kaspaz -8, -9) 

normal süreçte etkin olmayan prokaspazlardır. Dimerizasyon süreci sonunda aktifleĢirler ve baĢlatıcı 

rolleri gereği infazcı kaspazların etkinliğinde görev alırlar ve infazcı kaspazlar (Kaspaz -3, -6, -7) 

grubu, baĢlatıcı kaspazlar tarafından prokaspaz monomerlerine dönüĢtürülmektedirler. Ġnfazcı 

kaspazların biri aktifleĢtiğinde diğer infazcı enzimleri de kesebilir ve aktif hale dönüĢümesini 

sağlayabilir. Bu özellikleri sayesinde infazcı kaspaz enzimleri kendi içlerinde feed-back mekanizması 

ile süreci kontrol edebilmektedirler (Muzio vd., 1998; Degterev vd., 2003; Martinon vd., 2007; 

Ceylan, 2020). Apoptoz süreci, baĢlatıcı kaspazların infazcı kaspazları aktifleĢtirmesiyle devam eden 

kaspaz kaskadı yolaklarının etkili olduğu aĢamalı bir süreçtir. Ġnfazcı kaspazlar aktifleĢtiğinde hücrede 

proteinlerin yapısal bütünlüğünü korumada rol oynayan bazı protein gruplarını yıkar. Bu molekül 

yıkımı ile birlikte hücrede DNA fragmantasyonu, membranın ĢiĢmesi gibi apoptotik sürecin 

morfolojik belirtileri oluĢmaya baĢlamaktadır (Boatright vd., 2003). 

Kaspaz enzimleri ġekil 2.7‘de görüldüğü gibi iç ve dıĢ apoptoz yolaklarında etkilidirler. 

Kaspaz-8 dıĢ apoptoz yolakta, Kaspaz-9 ise iç apoptoz yolağında rol almaktadır. Kaspaz -3, -6 ve -7 

ise hem iç hem de dıĢ apoptoz yolağında rol alarak apoptoz yolağının tamamlanmasını sağlamaktadır 

(Chang vd., 2003 ;Mcllwain vd., 2013). 
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ġekil 2.7. Kaspaz enzimleri iç ve dıĢ apoptoz yolaklarında etkisi. Kaspaz -8 dıĢ apoptoz yolağında, 

Kaspaz -9 ise iç apoptoz yolağında görev rol alır. Kaspaz -3, -6 ve -7 ise hem iç hem de dıĢ apoptoz 

yolağında rol alarak apoptoz yolağının tamamlanmasını sağlar (Mcllwain vd., 2013). 

 

2.10. Metastaz 

 

Kanserli bir tümör büyüdükçe, kan dolaĢımı veya lenf dolaĢımı ile kanserleĢmiĢ hücreler 

vücudun diğer bölgelerine taĢınabilir. Metastaz tümör hücrelerinin kaynaklandıkları primer dokudan 

ayrılarak farklı bir dokuya göç etmeleri ve bu yeni dokuda sekonder tümör Ģeklinde büyümeleridir. Bu 

süreçte kanser hücreleri çoğalarak yeni organ ve dokularda tümör oluĢumlarına neden olmaktadır. 

Kanser hücreleri sıklıkla lenf düğümleri veya kan dolaĢımı yoluyla vücudun uzak bölgelerine 

yayılabilmektedir (Cheng vd., 2018). Kanser hücrelerinde invazyon ve metastazın aktifleĢmesinde 

kanser hücrelerinde hücre-hücre bağlantılarını sağlayan E-Cadherin molekülünün eksikliği etkilidir. E-

Cadherin ifadesinin fazla olması hücrelerin bir arada durmasını sağlar ve invazyon ya da metastaz 

sürecine girmesini engeller. Tümör anjiogenezi hızlı büyüme için gerekli olan besin ve enerjiyi 

sağlamanın yanı sıra tümör hücresinin dolaĢım sistemi ile temasını da arttırmaktadır. Metastaz 

geliĢiminde diğer bir önemli faktör hücreler arası iletiĢimin kaybolmasıdır. Tümör hücrelerinde 

hücreler arası adhezyonda etkili olan molekül miktarlarında (kaderinler, integrinler, selektinler) 

değiĢiklikler görülmektedir. Adhezyon özelliğini kaybetmiĢ olan metastatik tipte tümör hücreleri 

baĢlıca, vücut boĢlukları ve yüzeyleri, lenf damarları ve kan damarları yoluyla yayılırlar. Lenf 

kanallarına giren tümör hücreleri bölgesel lenf düğümlerine ulaĢır ve burada tutunarak bir süre için 

kanserin yayılmasına engel oluĢtururlar. Lenf düğümü kanser hücreleri ile dolduğunda veya lenf 
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düğümüne yerleĢen tümör hücreleri burada büyümeye baĢladıktan bir süre sonra diğer lenf 

düğümlerine yayılmaktadır (Rizov vd., 2017). 

Arter duvarları tümör invazyonuna karĢı dirençlidir. Damar geçirgenliğini arttıran bir etmen 

olarak tanımlanan Vasküler Endotel Büyüme Etmeni (VEGF) endotel hücrelerinin çok sayıdaki 

biyolojik iĢlevini, sitokin sentezi ve salınımını, trombolitik ve pıhtılaĢma yollarında yer alan 

moleküllerin ifade edilmesini ve düz kas hücre hiperplazisini düzenler. VEGF postnatal damarlanma, 

yara iyileĢmesi, kanser, romatoid artrit, retinada yeni damarlanma dahil olmak üzere çok sayıdaki 

patofizyolojik durumda önemlidir (Fernandez, 2002; Telenau vd., 2020). VEGF, birçok kanser 

türünde, anjiyogenezde rol oynayan en önemli etmenlerden biridir. VEGF mikrovasküler geçirgenliği 

arttırır, endotel hücrelerin göçünü,  anjiyogenezi uyarır. Gen ifadesini tekrar programlar ve endotel 

hücrelerinde apoptozu önler. VEGF Kanser tedavisinde önemli bir hedeftir (Gökhan, 2020). Hipoksi, 

VEGF mRNA ifade düzeyinde hızlı ve güçlü bir artıĢı tetikler. Bu durum özellikle, tümörlerin 

nekrotik alanları etrafında daha belirgin bir Ģekilde görülmektedir. Hipoksik hücrelerden salgılanan 

adenosin, adenosin A2 almaçlarına bağlanır ve c-AMP bağımlı protein kinaz (PKA) yolağı üzerinde 

VEGF‘nin ifadesini arttırır (Distler vd., 2003). 

 

2.11. MCF-7 Hücre Soyunun Özellikleri 

 

MCF-7 (ATCC no:HTB-22), insan meme kanseri epitel kökenli hücre soyudur, 69 yaĢında 

invaziv duktal karsinomlu bir kadın hastanın metastatik özellikteki meme kanseri pleural 

efüzyonundan 1970 yılında izole edilmiĢtir. MCF-7 meme kanseri hücre dizisinden alınan hücreler, 

yaygın olarak, kötü huylu (malign) tümörlerin büyümesini incelemek için mükemmele yakın bir 

model olarak kabul edilir. MCF-7 hücre dizisinden önce hiçbir meme hücresi birkaç aydan daha uzun 

yaĢatılamamıĢtır. MCF-7, Luminal A meme kanseri hücre hatlarından biridir (Yanagawa vd., 2012). 

Adherent özellik taĢımaktadır ve adenokarsinom hücresidir. Bu hücre hattının isimlendirilmesi, 

Michigan Kanser Vakfı tarafından yapılmıĢtır ve geliĢtirilen hücrelerin 7. soyu olarak MCF-7 

(Michigan Cancer Foundation-7) Ģeklinde adlandırılmıĢtır. Hücre morfolojisi epitelyal kökenli, insülin 

benzeri çoğalma faktörü bağlanma proteinleri sentezler, WNT7B onkogeninin ekspresyonu mevcuttur. 

Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 (HER-2) geninin ekspresyonu negatif, östrojen reseptör 

pozitif (ER+) ve progesteron reseptör pozitif (PR+)‘tir. Hormon tedavisi için uygundur. MCF-7 

hücrelerinin çoğalma mekanizmalarında, aĢırı artmıĢ östrojen ekspresyonu ve östrojene bağlı 

proliferasyon rol almaktadır. MCF-7 hücrelerinde çoğalarak hücre popülasyonunun ikiye katlanma 

zamanı (Populasyon Doubling Time -PDT) 29 saattir (Bozkurt, 2020). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

Bu tez çalıĢması Mersin Üniversitesi Ġleri Teknoloji Eğitim, AraĢtırma ve Uygulama Merkezin 

(MEĠTAM)‘deki MERKÖK laboratuvarlarında gerçekleĢtirilmiĢtir. Mersin Üniversitesi Bilimsel 

AraĢtırma Projeler Birimi (BAP)‘nin TP-3 Doktora Tez Projesi kapsamında, 2019-2-TP3-3609 proje 

kodu ile desteklenmiĢtir. Bu projede çalıĢmasında kullanılan materyal ve yöntemler aĢağıda 

verilmiĢtir. 

 

3.1. Hücre Kültüründe Kullanılan Cihaz, Kimyasal ve Sarf Malzemeler 

 

3.1.1. Kullanılan Cihazlar 

 

Class-II tipi Vertical Laminar Air Flow Cabinet, Etüv (5040 BP, Elektro-mag Wise Cuba), 

Esco Cell Culture Ġnkübatör (CCL-170b-8) Esco, Singapore), Cedex XS Analyzer, Roche, Basel, 

Ġsviçre), BD FACSAria III Cell Sorter (BD Biosciences, USA), Termal Cycler (Bibby Scientific, 

USA), VIIA 7 Real Time PCR cihazı (Termo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA), Hettich 

Universal Masaüstü Santrifüj, Floresan Mikroskop (Zeiss, Jena, Almanya), NanoDrop™ 2000/2000c 

Spectrophotometers (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA).  

 

3.1.2. Kullanılan Kimyasallar 

 

Apigenin 8-C Glukozid (Viteksin, 10 mg., ChemCruz Biotechnology Inc.), Danusertib (PHA-

739358) 10 mg., Mybiosource), RPMI-1640 Medium  Biowest, USA), Fetal Bovine Serum (FBS; 

Biowest, USA), DPBS (Panbiotech, USA), PBS (Gibco, Termofischer Scientific- USA), Penicillin-

Streptomycin (Sigma Aldrich, USA), Trypsin-EDTA (Phenol Red, Sigma Aldrich, USA), 

Amphotericin B (Fungizone, Biowest, USA), BD Facs Flow Sheat Fluid (BD Biosciences, USA), 

Tripan Blue (BD, USA), Etanol (%99.8‘lik Absolute, Sigma Aldrich, USA), DMSO (dimetil 

sülfoksit). 

 

3.1.3. ÇalıĢmada Kullanılan Deney Kitleri 

 

Hücre Sayma Kiti 8 (WST-8 / CCK8) (ab228554, abcam, Japan), APC Annexin-V Apoptosis 

Detection Kit With PI (Cat:640932, Biolegend, USA), High Pure RNA Ġsolation Kit (Roche, Roche 

Cat. No: 1828665, Germany), High Capasity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher 

Scientific, USA), Fast Start Essential DNA Green Master Mix (Roche, Germany) kitleri kullanıldı. 

ACTB, AURK-B, VEGF, Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 gen primer dizileri kullanıldı. ÇalıĢmada 
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kullanılan ACTB, AURK-B, VEGF, Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 gen primer dizileri Tablo 3.1‗ de 

verilmiĢtir. 

                 Tablo 3.1. Kaspaz -3, -8, -9, ACTB, AURK B, VEGF primer gen dizileri. 

ACTB Forward 5‘ GAG GTG ATA GCA TTG CTT TCG 3‘                        (21 mer) 

ACTB Reverse 5‘ CAA GTC AGT GTA CAG GTA AGC 3‘                       (21 mer)  

Casp3 Forward 5‘ TCA TCA CCT GTT CAG ATC CAG AG 3‘                  (23 mer) 

Casp3 Reverse 5‘ TCA GCC CTC CAT GTT GTG AA 3‘                           (20 mer)   

Casp8 Forward 5‘ GAA ATA GAA CTA CAA GCG GAT GGT T 3‘          (25 mer) 

Casp8 Reverse 5‘ GGA AAA TGA GGG AAG GAC ACA AA 3‘              (23 mer)  

Casp9 Forward 5‘ CTT TGC TGC TTG CCT GTT AGT T 3‘                      (22 mer) 

Casp9 Reverse 5‘ ATC CTG CCT TTC TTT CCA AAC AG 3‘                   (23 mer)  

AURK B Forward 5‘ CCC ATC TGC ACT TGT CCT CAT 3‘                         (21 mer) 

AURK B Reverse 5‘ AAC AGA TAA GGG AAC AGT TAG GGA 3‘            (24 mer) 

VEGF Forward 5‘ CTA CCT CCA CCA TGC CAA GT 3‘                           (20 mer) 

VEGF Reverse 5‘ GCA GTA GCT GCG CTG ATA GA 3‘                          (20 mer) 

 

3.2. Hücre Kültürü  

Bu çalıĢmada MCF-7 (ATCC no: HTB-22) meme kanseri hücresi kullanılmıĢtır. MCF-7 

hücresi Mersin Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalın‘dan 

temin edilmiĢtir. 

 

3.2.1. Besiyeri Hazırlanması 

 

Hücre kültürleri için kullanılan mediumlar hücrelerin geliĢimlerini desteklemek amacı ile 

laboratuvar ortamında hazırlanmıĢ besleyici ortamlardır. Medium (besiyeri) hazırlanırken kullanılan 

üç önemli bileĢen vardır. Bu üç temel bileĢen Bazal medium, Fetal Bovine Serum (FBS) ve Penisilin-

Streptomisin antibiyotikleridir. (Duruel vd., 2021). Hücrelerin kültüre alınması sırasında RPMI-1640 

medium (2,5 mM L-Glutamin+) kullanıldı. Bazal mediumun içine inaktive edilmiĢ %10 Fetal Bovine 

Serum (FBS), %1 Penisilin-Streptomisin, %1 Amphoterisin ilave edildi komplet medium hazırlandı. 

Hazırlanan komplet medium +4°C‘ de muhafaza edilerek hücrelerin kültüre alındığı sürede kullanıldı 

(Lueangamonara, 2017; Liu vd.,2019).  

 

3.2.2. Hücre Çözme  

 

DondurulmuĢ hücreleri çözme iĢlemi aĢağıda verilen iĢlem sırasına uygun olarak yapıldı. -80 

°C‘den kriyoviyal alındı donmuĢ hücreler 37°C‘lik sıcaklıktaki su banyosunda hızlı bir Ģekilde eritildi. 
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Çözülen kriyoviyal %70‘lik alkol ile silinerek steril laminar kabine alındı. Steril koĢullarda laminar 

kabinde kriyoviyal açıldı. Kriyoviyalin içindeki hücre süspansiyonu 6 mL (veya hücre süspansiyonu 

ile eĢit miktarda) medium içeren falkon tüpe yavaĢça aktarılarak yıkandı. Hücreler DMSO içerisinde 

oldukları için manupilasyonlar nazikçe dikkatli bir Ģekilde yapıldı. Aynı zamanda iĢlemler hızlı yapıldı 

DMSO‘nun hücrelere zarar vermesi engellendi. Hücrelerin yıkanması tamamlandıktan sonra falkon 

tüp santrifüj cihazında 1800 rpm‘de 5 dakika santrifüj edildikten sonra üstte biriken süpernatan kısmı 

atıldı ve falkon tüpün dibinde kalan pelete 1mL komplet medium uygulandı. Hücreler 1mL mediumda 

iyice çözdürüldükten sonra üzerlerine 4 mL medium eklendi, 5 mL‘lik hücre süspansiyonu T25 (25 

cm
2
) flaska serolojik pipetle aktarıldı, hücre ekilen flask 24 saat boyunca 37°C de ve %5 CO2‘li 

inkübatörde inkübasyon iĢlemine bırakıldı, 24 saat sonra ertesi gün (2. gün) hücre kültürünün 

mediumu değiĢtirildi. Hücre kültür kabı her gün inverted mikroskop ile kontrol edilerek konfluent 

oldukları güne kadar mediumları 2-3 günde bir değiĢtirilerek inkübasyona devam edildi. T25‘lik 

flaskın tabanındaki hücreler konfluent duruma gelince tripsinlenerek pasajlanma aĢamasına geçildi. 

 

3.2.3. Hücre Pasajlama 

 

Hücre kültürü çalıĢmalarında hücreler çoğalarak plato fazına ulaĢtıklarında büyüme 

mediumunun yetersizliği ve hücrelerin yüzeye yapıĢması için yeterli alanın olmaması ölüm fazının 

baĢlamasına neden olmaktadır. Bu nedenle hücreler büyümenin ve bölünmenin maksimum düzeyde 

olduğu geç logaritmik fazda pasajlanmalıdır. Yüzeye yapıĢan hücrelerin kapladıkları alanın yüzde 

cinsinden ifade edilmesi olarak da bilinen konfluens durumuna yaklaĢık olarak %80-90 düzeyinde 

ulaĢtıktan sonra hücreler pasajlandı. Hücrelerin pasajlanması yani yeni flasklara ekim yöntemi olarak 

aĢağıda verilen iĢlem sırası kullanıldı.  

Hücre flaskları inkübatörden (etüv) alındı ve konfluens olanları belirlemek için inverted 

mikroskopta görünümleri kontrol edildi. Konfluent olmuĢ flasklar tespit edildikten sonra flaskların dıĢ 

yüzü alkollenerek steril hücre laminar kültür kabini içine alındı ve kültür kabındaki medium aspire 

edilerek uzaklaĢtırıldı. Hücreleri serumdan arındırmak için kültür kabına 1 mL‘lik DPBS ile yıkama 

yapıldı ve DPBS de aspire edilerek uzaklaĢtırıldı. Tripsinizasyon için (tripsin bir proteaz enzimidir ve 

medium içerisinde bulunan FBS tripsin inhibitörlerini barındırmaktadır). Tripsinizasyon 

basamağından önce ortam Ca ve Mg içermeyen PBS ile yıkandı. Sonra üzerine 1.5 mL tripsin ilave 

edildi, 4-5 dakika etüvde bekletildi. Bu iĢlem hızlı yapılmalıdır aksi halde tripsin hücrelere zarar 

verebilir. Etüvden alınan flask, inverted mikroskopta hücrelerin görünümü için kontrol edildi ve 

hücrelerin büyük bölümü yüzeyden kalkmıĢ ise tripsinin etkisini durdurmak için 1 mL RPMI-1640 

medium pipetle flaska eklendi, pipetle flasktaki hücre süspansiyonu falkon tüpe (santrifüj) tüpüne 

alındı. Santrifüj tüpündeki hücre çözeltisini 8 mL‘ye tamamlamak için 5 mL medium eklendi. Tüp 

santrifüj cihazına yerleĢtirildi ve 1200-1300 rpm de 5 dakika santrifüj edildi, sonra tüp santrifüjden 

alındı ve üzerindeki süpernatant kısmı atık kutusuna atıldı. Tüpün dibinde çökmüĢ hücrelerin 



Hediye KILIÇ, Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2022 

21 

 

bulunduğu çökeltiyi (pelet) yerinden kaldırmak için parmakla nazikçe birkaç kez tüpe vuruldu. 

Santrifüj tüpündeki hücreleri resüspanse etmek için 1 mL medium eklendi, pipetaj yöntemi ile hücreler 

eĢit biçimde flasklara bölünecek Ģekilde aktarıldı. Hücre bulunan flasklara 3.5 mL komplet medium 

eklendi. Pasajlanan hücrelerin flaskları yatay Ģekilde 37°C‘de, %5 CO2‘li etüvde inkübe edildi. Önceki 

pasajın flaskları geri kalan hücreleri beslemek için 4 mL RPMI-1640 medium eklendi ve flask yatay 

Ģekilde 37°C‘de, %5 CO2‘li etüvde inkübe edildi (Freshney, 2000). Pasajlanan MCF-7 hücre 

morfolojisi Ģekil 3.1‘de gösterilmiĢtir. 

 

                                                  

                                               ġekil 3.1. MCF-7 hücre morfolojisi. 

3.2.4. Hücre Sayma  

 

Hücre sayımı hücre kültürü çalıĢmalarında en önemli iĢlemlerden biridir. Hücreler her deney 

aĢamasında ve hücrelerin dondurulma prosedürü öncesinde sayılmaktadır. Bu sayma iĢlemi, Thoma 

lamında sayım yöntemi kullanılarak veya Cedex XS cihazında Cedex smart slide kullanılarak 

yapılmıĢtır.  

Thoma lamı ile hücre sayımında büyüme mediumu ile homojen olarak çözünen hücrelerden 

sayım için 100 µL alındı ependorf tüpe konuldu ve üzerine 100 µL tripan blue eklendi pipetaj 

yapılarak karıĢması sağlandı. ÇalıĢmalarda gereksinim duyulan kadar hücrenin iĢleme alınabilmesinde 

sayım yaparken kullanılan tripan blue ile boyamada boya canlı hücreler içine giremezken ölü hücreler 

içine boya girmektedir ve hücreler koyu mavi renge boyandı. Böylece tripan blue ile canlı ve ölü 

hücrelerin analizinin yapılmasına olanak sağlandı. Thoma lamı üzerinde çukur iki bölmeye lamel 

yerleĢtirildikten sonra ependorftan (mikrosantrifüj tüpü) çekilen sıvı lam üzerine yavaĢça ve dikkatli 

bir Ģekilde aktarıldı. Thoma lamı inverted mikroskoba yerleĢtirildi ve hücrelerin sayımı yapıldı. Sayım 

iĢlemi yapılırken 4 büyük köĢe kareler ve 1 tane büyük merkez karede (toplam 5 karede) sayım 

yapıldı. Ġlk kareden baĢlayarak hücreler sayıldı. En büyük karelerin üst ve sol kenar çizgilerine denk 

gelen hücreler sayıma dahil edilmedi bunun dıĢında kalan hücreler sayıma dahil edilerek tüm hücreler 

sayıldı.  
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Cedex XS cihazında hücre sayımı 10 µL hücre solusyonu ve 10 µL tripan blue ependof 

tüpünde karıĢtırıldı ve nazikçe pipetaj yapıldıktan 10 µL alındı smart slide bölmesine yerleĢtirilerek 

Cedex XS cihazında hücre sayımı yapıldı. 

 

 3.2.5. Hücre Dondurma 

 

Hücrelerin beslendiği medium ortamı pastör pipeti ile uzaklaĢtırıldı. Hücreleri serumdan 

arındırmak için PBS ile yıkandı ve PBS pastör pipeti ile uzaklaĢtırıldı. Flasktaki hücrelerin ortamına 

1.5 mL tripsin ilave edilerek 5 dakika etüvde inkübe edildi. Bekleme süresinin sonunda etüvden flask 

alınır ve eklenmiĢ olan tripsinin iki katı kadar komplet medium eklenerek tripsinin hücreler üzerindeki 

etkisi inhibe edildi. Hücreler pipetlenerek tek hücre süspansiyonu haline getirildi ve bir falkon tüpe 

transfer edildi. Falkon tüp alınan hücrelerin üzerine 2-3 mL daha medium eklendi. Hücre 

süsüpansiyonu 1500 g‘ de 5 dakika santrifüj cihazında santrifüjlendi. Santrifüj iĢleminden sonra 

hücreler falkon tüpte dibe çöktü ve üstte biriken süpernatan sıvısı uzaklaĢtırıldı. Falkon tübün dibinde 

kalan pellet 1 mL besiyeri ile sulandırılarak Thoma lamı sayım yöntemi ile sayıldı. Sayım iĢleminden 

sonra dondurma için kullanılan kriyoviyal tüpleri içerisine 1:1 oranında dondurma mediumu ve hücre 

çözeltisi konuldu. Dondurma mediumunda DMSO (dimetil sülfoksit) kullanıldı, DMSO hücrelerin 

donarak patlamasını önlemektedir bu nedenle hücre dondurmada kullanımı tercih edildi. Kriyoviyal 

tüpleri aĢamalı olacak Ģekilde soğutuldu önce 1-2 saat +4˚C‘de bekletildi sonra -20˚C de 1 gün 

bekletildi ve sonraki gün -80˚C‘deki derin dondurucuya konuldu. Derin dondurucuda 24 saat kalma 

süresinden sonra kriyoviyal tüpleri sıvı nitrojen tankına konuldu. 

 

3.3. Danusertib ve Viteksin Stok Konsantrasyonlarının Hazırlanması 

 

Viteksinin ve Danusertibin 10 mM stok solüsyonları DMSO ile hazırlandı ve hazırlanmıĢ 

solusyonlar -20C˚‘ de saklandı. DMSO‘ nun kültürdeki son konsantrasyonu %0.1 oranını aĢmamıĢtır 

(Nguyen vd., 2020). Viteksin ve Danusertib deneyde kullanımlarından hemen önce medium içerisinde 

seyreltilerek kullanıldılar. Danusertibin (5 µM, 10 µM, 40 µM, 80 µM, 100 µM) faklı 5 dozu 

hazırlandı ve kullanıldı (Li vd., 2015). Viteksin (10 µM, 20 µM, 40 µM, 50 µM, 100 µM) faklı 5 dozu 

hazırlandı (Gökbulut, 2015). 

 

3.4. MCF-7 Hücrelerinde Danusertib’in ve Viteksin’in IC50 Sitotoksik Doz Değerinin WST-8 

Test Kiti ile Belirlenmesi 

 

Danusertib ve Viteksin‘in MCF-7 hücresi üzerindeki sitotoksik etkisini belirlemek için hücre 

sayma kiti 8 (WST-8 / CCK8) (ab228554, abcam) test kiti kullanıldı. WST-8 testi suda çözünen 
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formazan8 boyalarını içerir. OluĢan formazanlar farklı absorbsiyon yapma kabiliyetindedir, 

spektrofotometrik okuma yapmaya imkân verir.  

T25'lik flasklarda kültüre edilmiĢ hücrelerin mediumu aspire edildikten sonra hücreler steril 

PBS ile yıkandı. Hücreleri kaldırmak için 1,5 mL Tripsin/EDTA eklendi ve 4-5 dakika inkübatörde 

bekledikten sonra, hücreler kaldırıldı, flasklardaki hücreler üzerine tripsinin etkisini kırmak için 

tripsinin iki katı kadar medium eklenerek santrifüj tüpüne alındı. Santrifüj cihazında 1600 rpm‘de 3-5 

dakika santrifüj edildikten sonra üstteki süpernant kısmı atıldı. Hücreler tekrar medium ile çözdürüldü 

ve hücre sayımı yapıldı. 96 well plate her bir kuyucuğuna 30000- 40000 kadar hücre olacak Ģekilde 

hücrelerin ekimi yapıldı. Hücrelerin 96 well plate kuyucuk tabanlarına yapıĢmaları için 96 well plate 

24 saat 37°C de, %5 CO2‘li inkübatör ortamında inkübasyonda bekletildi. Ġnkübatörde bekletilen 

hücreler bir gün sonra inkübatörden alınarak well plate kuyucuklarındaki medium aspire edilerek 

alındı. Sonraki aĢamada Danusertib‘in (5 µM, 10 µM, 40 µM, 80 µM, 100 µM) ve Viteksin‘nin (10 

µM, 20 µM, 40 µM, 80 µM, 100 µM) belirlenen ön dozları 24., 48. ve 72. saatlere kadar inkübe 

edilmek üzere MCF-7 hücresi üzerine 100 µL medium çözeltisi Ģeklinde her well plate kuyucuğuna 

eklendi. Her well plate için inkübasyon süreleri sonunda well plate kuyucuklarında hücrelerin 

üzerindeki medium uzaklaĢtırıldı ve well plate kuyucuklarına 10 µL WST8 olacak Ģekilde 100 µL free 

mediumda hazırlanmıĢ hücre proliferasyon WST-8 kiti her kuyucuğa 110 µL olacak Ģekilde eklendi. 

ELĠSA mikroplate Reader‘da spektrofotometrik okuma yapmadan önce well plate kuyucuklarına 110 

μL mediumlu WST-8 karıĢımı (24. saat için 20. saat de, 48. saat için 44. saat de ve 72. saat içinde 68. 

saat de) eklendikten sonra 96 well plateleri 3-4 saat süre ile ıĢıktan koruyarak 37
o
C‘de CO2‘li etüvde 

inkübasyona bırakıldı, 3-4 saat inkübasyondan sonra well platelerin 24., 48., 72. saatleri tamamlanınca 

Elisa readerda okundu. Elisa readerda okumadan önce karıĢtırıcı (shaker) ile renk yoğunluğunda 

homojenizasyon sağlamak amacı ile bir dakika orta hızda karıĢtırıldı. Well plateler absorbans değeri 

460 (OD) nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu kullanılarak okundu. 

 

Yüzde sitotoksik aktiviteyi belirlemek için aĢağıda verilen formül kullanıldı.  

              Formül = (1 - well absorbans/kontrol absorbans) x 100   

 

Yüzde canlılık oranı belirlemek için de aĢağıda verilen formül kullanıldı.  

                                Formül = [ (A sample – A blank) / (A control – A blank) ]  x 100    

 

MCF-7 hücreleri için Danusertib ve Viteksin sitotoksik IC50 değeri belirlemek için 96 well 

plate kuyucuk planı aĢağıda verildiği düzende 24., 48. ve 72. saatiçin ayrı well plate kullanılarak her 

seçilen dozun 8‘li tekrarı olacak Ģekilde deney planı hazırlandı. Deney grupları ve 96 well plate düzeni 

Tablo 3.2‘de verildiği gibidir. 
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Tablo 3.2. Danusertib ve Viteksin‘in sitotoksik (IC50) doz değeri belirleme deney grupları. 

 

 

GRUPLAR 

 

                                GRUPLARIN ĠÇERĠKLERĠ 

Blank  100 µL komplet medium, MCF-7 hücresi yok, WST8 Kiti n=8 

tekrar %0,1 DMSO Çözücü 

Kontrol grubu 

100 µL %0,01 DMSO‘lu medium, MCF-7 hücresi, ilaç/madde 

yok, WST8 Kiti 

Kontrol grubu 100 µL medium, MC7 hücresi, ilaç/ madde yok, WST8 Kiti  

 

 

n=8 

tekrar 

1.doz grubu  

5 farklı dozda Danusertib uygulanan 5 grup 

100 µL medium, MC/F-7hücresi, Danusertib, WST8 Kiti 

2.doz grubu 

3.doz grubu 

4.doz grubu 

5.doz grubu 

1.doz grubu  

5 farklı dozda Viteksin uygulanan 5 grup 

100 µL medium, MCF-7hücresi, Viteksin var, WST8 Kiti 

2.doz grubu 

3.doz grubu 

4.doz grubu 

5.doz grubu 

 

3.5. MCF-7 Hücresinde Apoptozun APC Annexin-V/PI Boyama ile Flow Sitometrik Analizi  

 

Kanser hücrelerinde apoptoza bağlı hücre ölümlerini tespit etmek için APC Annexin-V 

Apoptosis Detection Kit With PI (Cat:640932, Biolegend) kullanılmaktadır. Bu kit ile APC Annexin-

V ve PI ikili boyama yöntemi Ģeklinde uygulanmaktadır. PI boyama ile kullanılan APC Annexin-V 

Apoptoz Tespit Kiti, apoptotik ve nekrotik hücrelerin tanımlanması için özel olarak tasarlanmıĢtır. 

Annexin-V, kalsiyum bağımlı bir Ģekilde fosfatidilserine (PS) bağlanan hücre içi proteinlerin annexin 

ailesinin bir üyesidir. PS normalde sağlıklı hücrelerde hücre zarının hücre içine bakan kısmında 

bulunmaktadır, ancak erken apoptoz sırasında zar asimetrisi kaybolmaktadır ve PS dıĢ kısma geçerek 

yer değiĢtirmektedir. Fosfotidilserinin hücre membranın dıĢ yüzeyine geçiĢ yaparak konum 

değiĢtirmesi sonucu hücrenin komĢu hücreler tarafından tanınarak, fagosite edilmesine neden 

olmaktadır. Apoptotik hücrelerin belirlenmesinde, apoptotik süreçte olan hücrelerde oluĢan bu 

fizyolojik değiĢimlerden faydalanılmaktadır. Annexin-V antikoru, apoptoz dönemine geçmiĢ 

hücrelerin membranlarının dıĢ yüzeyinde ortaya çıkan fosfatidilserin molekülüne bağlanabilme 

özelliği olan bir protein olduğundan dolayı, hücre yüzeylerine Annexin-V bağlanma oranı ile o hücre 

topluluğunda apoptoza uğramıĢ hücrelerin oranı tespit edilebilmektedir (Karabekir, 2017; Biolegend, 

2022).  
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Annexin-V ile primer apoptoz, APC Annexin-V ile PI birlikte kullanılarak sekonder apoptoz, 

sadece PI kullanılarak parçalanmıĢ yani debri hücreler ile canlı hücreler belirlenebilmektedir. Bu 

yöntemde Annexin-V (+), Propidyum iyodür (-) hücreler apoptozise uğramıĢ hücreler; olarak 

tanımlanmaktadır. Hem Annexin-V (+) hemde Propidyum iyodür (+) hücreler de nekroza uğramıĢ 

hücreler; Annexin-V (-), PI (-) olan hüceler canlı sağlıklı hücreler; Annexin-V (-), PI (+) olan hücreler 

ölü (nekrotik) olarak değerlendirilmektedir (Biolegend, 2022). 

Tablo 3.3. Annexin-V ile apoptozun belirlenmesinde kadrandaki floresan boyalar ve hücre grupları. 

UL (Upper Left), UR (Upper Right), LL (Lower Left), LR (Lower Right).  

 Annexin-V PI Hücre Populasyonunun Karakteri 

Q1 (UL)  + - Erken Apoptoz 

Q2  (UR) + + Geç Apoptoz 

Q3 (LL) - _ Canlı Hücre 

Q4 (LR) - + Ölü Hücre 

 

                      

ġekil 3.2. APC Annexin-V ve Propidium Ġodide (PI) PE grafiğinde hücre Q populasyonları; Q1 (UL), 

Q2 (UR), Q3 (LL), Q4 (LR) (Biolegend, 2022). 

 Florasan bir madde ile iĢaretlenmiĢ antikor kullanılarak, apoptozda hücrede salındığı bilinen her hangi 

bir hücre yüzey proteininin saptanması flow sitometri yardımıyla mümkündür. Kolay uygulanabilmesi 

ve kısa sürede sonuç vermesi nedeni ile tercih edilen bir yöntemdir. Ayrıca nicel olarak sonuç 

verebilmesi bakımından klinikte apoptozun tespit edilmesinde bir yöntem olarak kullanılmaktadır 

(Karabekir, 2017). 
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Apoptoz, flow sitometri ile iki Ģekilde belirlenmektedir. Birinci yöntem floresan bir özelliğe 

sahip madde olan propidium iyodür kullanılarak, Ġkinci yöntem ise Annexin-V antikoru kullanılarak 

yapılmaktadır. 

3.5.1 APC Annexin-V /PI Boyama  

Apoptoz tespiti için aĢağıda verilen iĢlem sırası takip edilmiĢtir. Deneyde her grup için 3 

tekrar yapıldı. Deneyler için her dozdan iki adet 25 cm
2
‘lik flasklara hücre ekimi yapıldı deney için 

hücreler çoğaltıldı. Flaskta konfluent duruma gelen hücreler alınarak 6 well plate kuyucuklarına 3 

tekrarlı olacak Ģekilde 24 saat önceden hücrelerin ekimi yapıldı, well plate kuyucuk tabanına 

hücrelerin yapıĢması için beklendi. 24 saat sonra Danusertib 0,3 µM‘lık dozu, Viteksin‘in 1 µM‘lık 

dozu ve Danusertib ile Viteksin aynı doz değerleri kullanılarak kombin doz konsantrasyonları 

hazırlanarak hücrelere bu dozlar uygulandı, deneyde kontrol olarak belirlenen grup ise sadece medium 

ile beslendi. Hücrelere doz uygulaması yapıldıktan sonra 48. saatteki etkiyi ölçmek için hücreler 48 

saaat inkübasyon için inkübatörde bekletildi. 

Hücrelerin 48 saat inkübasyonda bekletilme süresinden sonra hücrelerin üzerindeki eski 

medium içesindeki ölmüĢ hücre grupları ve atıklar medium atılarak uzaklaĢtırıldı. Kalan canlı hücreler 

3 mL DPBS ile üç kez yıkandı. Son üçüncü yıkamada kullanılan DPBS çekilip uzaklaĢtırıldıktan sonra 

hücrelerin bulunduğu 6 well plate kuyucuklarına tripsinizasyon iĢlemi için 0.5 mL tripsin ilave edildi 

ve 5 dakika 37C‘de inkübe edildi. Tripsinizasyon iĢlemi ile kaldırılan hücrelerin üzerine tripsinin 

inaktivasyonunu sağlamak için 2-3 mL kadar FBS katkılı komplet medium eklendi ve hücre 

süspansiyonu 15 mL‘lik falkon tüpe alındı, hücreler nazikçe resüspanse edildikten sonra sayım iĢlemi 

için 10 μl kadar pipet ile alınarak ependorfa aktarıldı ve 10 μl tripan blue üzerine ilave edilerek Cedex 

XS cihazında hücre sayımları yapıldı. 

Deneyin sonraki aĢamaları kit protokolüne uygun yapılmıĢtır. Danusertib (0,3µM) ve Viteksin 

(1 µM) dozları uygulanan hücreler 48. saatin sonunda tripsinizasyon ile toplanıp sayım için 10 µL 

örnek alındıktan sonra üstte kalan mediumlu süpernatan kısmı da uzaklaĢtırıldı. Pelet olarak falkonda 

kalan hücreler sonra iki kez soğuk 2 mL PBS ile 500 g‘de santrifülenerek yıkandı kalan medium 

kalıntıları da uzaklaĢtırıldı. Hücrelerin üzerine 100 µL‘de 200.000 hücre olacak Ģekilde Buffer Binding 

ile resüspanse edildi.  Seyreltilen 1 mL örnekten 100 µL alınarak 50 ml‘lik facs tüplerine aktarıldı. 

Facs tüplerine alınan 100 µL örnek üzerine 5 µL Annexin-V ve ardından 10 µL PI eklendi. Örnekler 

boyalar eklendikten oda sıcaklığında sonra 15 dakika ıĢık görmeyecek Ģekilde karanlıkta inkübe edildi. 

En son üzerlerine 500 µL‘ye tamamlamak için 400 µL Binding buffer eklendi. Bu iĢlemden sonra 

örnekler bir saat içinde flow sitometri cihazında (FACSCalibur, Becton Dickonson, CA, USA) 

CellQuest Pro programı kullanılarak örnekler 3 tekrarlı olacak Ģekilde okutuldu. 
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3.6. MCF-7 Hücrelerinde Apoptoz Yolağı ve Metastaz Yolağı ile ĠliĢkili Genlerin Ekspresyon 

Düzeylerinin qRT-PCR ile Analizi 

Gen ekspresyonu qRT-PCR metodu ile β- Actin, AURK-B, Apoptotik kaspazların (Kaspaz-3, 

Kaspaz-8, Kaspaz-9) ve VEGF gen ekspresyon seviyelerine bakılmıĢtır. β- Actin geni kontrol geni 

olarak kullanıldı diğer genler ise bu gen kullanılarak normalize edildi. AURK-B geninin ekspresyon 

seviyesine bakılarak Danusertib ve Viteksinin hücre yaĢam döngüsünde etkisinin olup olmadığı, 

Kaspazların (kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9) gen ekspresyon seviyelerine bakılarak Danusertib ve 

Viteksinin apoptozun hangi sinyal yolağından etki, VEGF gen ekspresyon seviyesine bakılarak 

Danusertib ve Viteksinin metastazda hücre migrasyonunda etkisinin olup olmadığı tespit edilmeye 

çalıĢıldı. ÇalıĢmanın bu aĢamasında kontrol grubu, Danusertib (0.3 µM) grubu, Viteksin (1 µM) 

grubu, Danusertib (0.3 µM)-Viteksin (1 µM) birlikte uygulandığı grup olarak 4 deney grubu 

kullanıldı. Deney düzeni içinde oluĢturulan her grup üç tekrarlı olacak Ģekilde deney düzeni tasarlandı. 

Deney grupları ve RT-PCR aĢamasında çalıĢılacak genler aĢağıdaki Tablo 3.4‘de verilmiĢtir.  

Tablo 3.4. Apoptoz iç ve dıĢ yolağında görev alan β- Actin, AURK-B Kaspaz-3, -8 ve -9, VEGF gen 

ifade düzeylerini belirlemek için düzenlenen qRT-PCR Well plate düzeni ( n= 3 tekrarlı).    

                                          Gen 

Gruplar 

β- Actin AURK-B Kaspaz3 Kaspaz8 Kaspaz9 VEGF 

Grup 1 Kontrol  

                                   

                                          48. saat     

                                          n= 3 tekrarlı  

Grup 2 Danusertib (0.3 µM) 

Grup 3 Viteksin (1 µM) 

Grup 4 Danusertib (0.3 µM) 

+ Viteksin (1 µM)  

 

3.6.1. RNA Ġzolasyon AĢaması, cDNA Sentez AĢaması, RT-PCR AĢaması  

RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve qRt-PCR yöntemleri ile apoptotik genlerin ekspresyon 

düzeylerinin belirlenmesinde; High Pure RNA izolasyon Kit ( Roche Cat. No: 1828665), High 

Capasity cDNA Reverse Transcription Kit (Appliedbiosystems-by Thermo Fisher Scientific) 

kullanıldı. Gen expresyonunda β-Actin, AURK-B, VEGF, Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 gen 

primerleri kullanılmıĢtır. β-Actin geni Housekeeping gendir ve bu çalıĢmada kullanılan diğer genler β-

Actin geni ile normalize edildi. 

3.6.1.1. RNA Ġzolasyon AĢaması 

MCF-7 hücreleri kültüre alınarak bir hafta boyunca çoğaltıldı. Hücreler yeterli sayıda 

çoğaldıktan sonra flasklardaki hücreler tripsinizasyon iĢlemi ile toplandı ve santrifüjlenerek üstte kalan 

süpernatan kısmı atıldı. Cedex XS cihazında hücrelerin sayımları yapıldı. Sayımları yapılan hücreler 6 

well plate kuyucuklarına 10
6 

hücre olacak Ģekilde ekildi. Well plate kuyucuklarına ekilen hücrelerin 
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tutunması için 24 saat inkübatörde inkübasyona bırakıldı. Hücreler 24 saat sonunda tutunduktan sonra 

eski medium uzaklaĢtırıldı ve Danusertib (0,3 µM) ve Viteksine (1 µM) ait dozlar kullanılarak 

hazırlanmıĢ medium uygulandı. Medium uygulamasından sonra hücreler üzerinde Danusertib ve 

Viteksin‘in etkisini ölçmek amacı ile hücreler 48 saat inkübatörde inkübasyona bırakıldı. Hücrelerin 

48 saatlik inkübasyon süresinden sonra 6 well plate kuyucuklarındaki eski medium uzaklaĢtırıldı, her 

well plate kuyucukların 0,5 µL tripsin eklenerek 5 dakika etüvde hücreler bekletildi. Bekleme 

süresinden sonra tripsini inaktive etmek için FBS katkılı komplet medium 1-2 mL olacak eklendi. 

Well plate kuyucuklarındaki hücreler toplanarak 15 mL‘lik falkon tüplere alındı. Falkon tüplere alınan 

hücre süspansiyonu 5 dakika santrifüj edildikten sonra üstte kalan süpernatan kısmı uzaklaĢtırıldı. 

Falkon tüpün dibinde kalan hücre peleti üzerine 200 µL DPBS eklenerek ve hücre örnekleri RNA 

izolasyon iĢlemine hazır hale getirildi. 

RNA izolasyon aĢaması High Pure RNA izolasyon kit protokolüne uygun olarak yapıldı. 

HazırlanmıĢ hücre örnekleri RNA izolasyon kitindeki Lysis Binding Buffer her örnek için 200 µl 

olacak Ģekilde ilave edildi. Resüspanse edilerek köpürtüldü. Örnek RNA izolasyon kolonuna 

aktarılarak alındı. Örnek sonra 15 saniye kadar 13500 rpm‘de santrifüj edildi. Toplama tüpüne geçen 

sıvı kısım boĢaltılarak uzaklaĢtırıldı. Kolona 90 µl DNase Incubation Buffer ve 10 µl DNase eklendi. 

Örnekler 15 dk 25
0
C‘de inkübe edildi. Kolona 500 µl Wash Buffer I eklenir. 30 sn 13500 rpm‘de 

santrifüj edildi. Santrifüj iĢleminden sonra toplama tüpüne geçen sıvı kısım atıldı. Kolona 200 µl Wash 

Buffer II eklendi. 2 dk 14500 rpm‘de santrifüj edildikten sonra toplama tüpleri atıldı. RNA tutan 

kolonlar 2 ml‘lik eppendorf tüplerine yerleĢtirildi. 75 µl Elution Buffer eklenir. 75 sn 13500 rpm‘de 

santrifüj edildi. Eppendorf tüplerine transfer edilen RNA örneklerinde 4 µL farklı ependorf tüplerine 

alınarak buz içeren bir taĢıma kutusunda NanoQ cihazında RNA kalitesini belirlemek için örnekler 

taĢındı. RNA kalitesinin 260 nm/280 nm‘de 1,7-2,0 kalitede olması beklenir. RNA kalite ölçümünden 

elde edilen veriler Tablo 4.4‘de verilmiĢtir. RNA‘lar cDNA sentezi için hemen kullanılabilir veya 

RNA‘lar –80
0
C‘de saklanıp cDNA sentezi için sonra da kullanılabilir. 

3.6.1.2. cDNA Sentez AĢaması 

cDNA sentezi High Capasity cDNA Reverse Transcription Kit protokolüne uygun yapıldı. Bu 

aĢamada bir önceki RNA izolasyon aĢaması sonunda elde edilen RNA örnekleri kullanılarak cDNA 

sentezi yapıldı.  Kullanıma baĢlamadan önce derin dondurucudan alınan bütün reaktif ve RNA 

numuneleri oda sıcaklığında çözünmeye bırakıldı. Protokole göre iĢlemlere baĢlamadan önce erimiĢ 

numune ve reaktif kısa bir spin yapıldı. Bütün reaktif ve RNA numuneleri buz üzerinde muhafaza 

edildi. Her numune için ayrı ayrı 0.2 µM‘lık PCR tüpleri kullanıldı. cDNA sentezi için hazırlanan mix 

miktarı ve kullanılan RNA miktarları Tablo 3.5‘de verilmiĢtir.  
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Tablo 3.5. MCF-7 hücrelerinin cDNA sentezi için hazırlanan mix miktarları ve eklenen RNA 

miktarları. 

10X RT Buffer 2 µL 

25X dNTP mix (100 mM) 0.8 µL 

10X RT Random Primer 2 µL 

MultiScribe Reverse Transcriptase  1 µL 

Nuclease- free H2O 7.2 µL 

Total RNA 7 µL 

Total hacim 20 µL 

 

Termalcycler protokolünde kullanılan sıcaklık ve dakika değerleri Tablo 3.6‘da verilmiĢtir. 

Tablo 3.6. Termalcycler protokolünde kullanılan derece ve dakika değerleri. 

25 ˚C 10 Dakika 

37 ˚C 120 Dakika 

85 ˚C 5 Saniye 

4 ˚C 1 Dakika 

 

3.6.1.3. RT-PCR AĢaması 

RT-PCR aĢaması için gerekli olan reaksiyon karıĢımı protokole uygun hazırlandı ve reaksiyon 

karıĢımında kullanılan miktarlar Tablo 3.7‘de verilmiĢtir 

Tablo 3.7. RT-PCR aĢamasında kullanılan reaksiyon karıĢımındaki madde miktarları. 

PCR BileĢenleri 20 µL 

Water PCR Grade 5 µL 

Master Mix 10 µL 

Reverse primer 

Forward primer 

1 µL 

1 µL cDNA 3 µL 

 

Multiwell plate içerisine her bir örnek için 17 µL karıĢım ve karıĢımın üzerine 3 µL cDNA eklendi 

ardından cihaza yükleme yapıldı. PCR koĢulları Tablo 3.8‘de verilmiĢtir. 
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                                                       Tablo 3.8. PCR koĢulları. 

PCR aĢamaları Hedef Isı (˚C) Bekleme süresi (sn) 

Pre Ġnkübasyon 95 600 

 

Amplifikasyon (45 Döngü) 

95 10 

60 10 

72 10 

 

Melting 

95 10 

65 60 

97 1 

Soğuma 40 30 

 

3.7. MCF-7 Hücrelerinin Metastazında Wound Healing Metodu ile Migrasyon Analizi 

Metastaz ve migrasyon analizi için Wound Healing (yara iyileĢmesi) metodu kullanıldı. 

Wound Healing metodu ve protokolü aĢağıda verilmiĢtir. ÇalıĢmanın bu aĢaması Wound Healing 

metodunun protokolüne uygun yapıldı. 

3.7.1. Wound Healing Protokol 

Hücre kültüründe çoğaltılan MCF-7 hücreleri 12 well plate planı deney planı ġekil 3.3‘deki 

gibi düzenlendi ve ġekil 3.4‘de görüldüğü gibi her kuyucuğa 5.10
5
 hücre ekildi. Deney planında 4 

grup kullanıldı (1. Konrol grubu, 2. Danusertib grubu, 3. Viteksin grubu ve 4. Danusertib + Viteksin 

grubu)  ve her grup için 3 tekrarlı olacak Ģekilde yapıldı. Well plate ekilen hücrelerin tabana yapıĢması 

için 24 saat veya daha fazla etüvde inkübasyon için beklendi. Ġnkübasyon sonrası kuyucuklardaki 

mediumlar alınıp uzaklaĢtırıldıktan sonra, well plate kuyucuklarındaki hücreler üzerine hızlıca 1 mL 

PBS eklendi. 200µL pipet ucuyla birbirine paralel düz çizgiler Ģeklinde yaralar (çizgi) açıldı, bu 

iĢlemin ardından soğuk DPBS ile 3 defa yıkanıp kalkan hücreler ortamdan uzaklaĢtırıldı. Pipet ucu ile 

yara açılan bölgede kalkan hücreler uzaklaĢtırıldıktan sonra medium ile hazırlanmıĢ ilaç dozları 

kuyucuklardaki hücrelerin üzerine eklendi. Danusertib ve Viteksin uygulanan hücrelerin karakterine, 

doubling zamanına ve yaranın kapanma durumuna göre 0., 24., 48. saatlerde hücrelerin durumunu 

gösteren fotoğrafları inverted mikroskop kamerası ile çekildi. Yara kapanması gözlenen hücre grupları 

kontrol grubuyla ve kendi aralarında karĢılaĢtırıldı. 
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  ġekil 3.3. Wound Healing 12 well plate deney düzeni. 

 

             

         ġekil 3.4. Woung Healing deney grupları ve well plate kuyucuklarına hücre ekimi. 
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3.8. Verilerin istatistiksel Analizi 

Bu çalıĢmada deney setleri en az 3 tekrarlı olarak yapıldı. Tüm deneysel veriler ortalama ± 

standart Sapma (±SD) olarak sunulmuĢtur.  Tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve Student t testleri, 

uygun Ģekilde istatistiksel anlamlılığı değerlendirmek için yapıldı. Bağımsız iki grup oranlarını 

karĢılaĢtırmak için iki oran z test, Ortalamalarını karĢılaĢtırmak için Student‘s t test, ikiden fazla 

bağımsız grup ortalamaları karĢılaĢtırmak için de One Way ANOVA test istatistiği kullanılmıĢtır. 

ANOVA ile faklılık tespiti halinde Post Hoc test olarak Turkey istatistiği ile değerlendirilmiĢtir. P < 

0.05, istatistiksel olarak anlamlı bir farkı belirtmek için kabul edildi.  
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4. BULGULAR VE TARTIġMA 

 

4.1. Bulgular 

 

Doktora tez çalıĢması olarak yürütülen bu bilimsel araĢtırma projesi, Mersin Üniversitesi Ġleri 

Teknoloji Eğitim, AraĢtırma ve Uygulama Merkezi (MEĠTAM)‘inde yürütülmüĢtür. Bu bilimsel 

araĢtırma projesi, Mersin Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma Projeleri (BAP) birimi tarafından BAP-

2019-2-TP3-3609 numaralı TP3-Doktora Tez Projesi olarak desteklenmiĢtir. 

 

4.1.1 MCF-7 Hücrelerinde Danusertib’in ve Viteksin’in IC50 Sitotoksik Doz Değerinin WST-8 

Test Kiti ile Belirlenme Değerlendirmesi 

 

Danusertib ve Viteksinin seçilen beĢ farlı doz değeri 8 tekrarlı olacak Ģekilde uygulanarak 24., 

48. ve 72. saatte sitotoksik etkisine bakıldı. Deney grupları olarak kontrol grubu, Danusertib doz 

grubu, Viteksin doz grubu ve Danusertib-Viteksin birlikte doz grubu olacak Ģekilde 4 grup 

oluĢturularak uygulandı. Deney well platede 8 tekrarlı WST8 test kiti kullanılarak yapıld. 

Danusertibin ve Viteksinin sitotoksik dozunun belirlenmesinde deneylerden elde edilen veriler 

uygulanan Danusertib ve Viteksin dozlarının absorbans değerleri Elisa readerda ölçüldü. Danusertib‘in 

ve Viteksin‘in Sitotoksisik IC50 değerlerini belirlemek için yapılan deneylerin sonucunda elde edilen 

doz–absorbans verileri grafik Ģeklinde Tablo 4.1, Tablo 4.2‘de verilmiĢtir. 

 

               Tablo 4.1. Danusertib 24, 48 ve 72. saat doz- absorbans grafikleri. 

 

                            

                             

 

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

3,00

3,50

4,00

Blank Kontrol 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.D0z

A
b

so
rb

an
s 

Konsantrasyon (µM)  

Danusertib Doz-Absorbans Grafiği 

24. saat

48. saat

72. saat



Hediye KILIÇ, Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2022 

34 

 

                         Tablo 4.2. Viteksin 24, 48 ve 72. saat doz -absorbans grafikleri. 

              

 

MCF-7 hücreleri üzerinde Danusertib‘in ve Viteksin‘in sitotoksik IC50 değerini hesaplamak için elde 

edilen absorbans değerleri kullanıldı ve IC50 değerleri hesaplandı. Danusertib için 24. saat IC50 değeri 

3.09 µM, Viteksin için 24.saat IC50 değeri 9,18 µM olarak belirlenmiĢtir. Danusertib için 48. saat IC50 

değeri 3.27 µM, Viteksin için 48. saat IC50 değeri 10,02 µM olarak belirlenmiĢtir. Danusertib için 72. 

saat IC50 değeri 2,77 µM, Viteksin için 72. Saat IC50 değeri 5,43 µM olarak belirlenmiĢtir.  

 

4.1.2. MCF-7 Hücresinde Apoptozun APC Annexin-V/ PI Boyama ile Flow Sitometrik Analizi 

 

MCF-7 meme kanseri hücresinde Danusertibin ve Viteksinin seçilen sitotoksik doz 

değerlerinin apoptoz yolağındaki etkisini belirlemek için immünhistokimyasal yöntem olan APC 

Annexin-V/PI boyama metodu ile flow sitometrik analizi yapıldı. MCF-7 hücrelerinde doz/zaman 

bağımlı Danusertib, Viteksin ayrı ayrı ve Danusertib-Viteksin birlikte apoptotik etkisi APC Annexin-

V kitinin protokolüne uygun olarak APC Annexin-V kullanılarak boyama sonrası ölçüldü. ÇalıĢmanın 

bu aĢamasında Danusertib ve Viteksinin IC50 doz değerlerini belirlemek için yapılan sitotoksisite 

deneyleri sonucunda bulunan sitotoksik IC50 doz değerleri kullanılarak apoptoz deneyleri yapılmıĢtır 

fakat Danusertib IC50 ve Viteksin IC50 doz değerleri kullanıldığında Danusertib hücrelerin %50 ‗ni 

öldürdüğünden dolayı hücrelerin canlılığının korunarak Danusertibin ve Viteksin‘in MCF-7 hücreleri 

üzerinde apoptotik etkisi için appoptoz analizi yapıldığında canlılık değerleri çok düĢük çıkmıĢtır bu 

nedenle yeni deney grupları tasarlanırken kullanılan doz değerleri bulunan Danusertib IC50 ve Viteksin 

IC50 doz değerlerinin onda biri bir değer olarak literatür araĢtırmaları da dikkate alınarak Danusertib 

için 0.3 µM, Viteksin için ise doz değeri 1 µM olarak seçilmiĢ yeni doz değerleri deney gruplarında 

kullanılmıĢtır. Deneyler üç tekrarlı yapılmıĢtır. Apoptoz deney seti üçlü tekrar verilerinin ġekil 4.1-

ġekil4.12‘deki verilerden alınmıĢtır. Bu verilerin ortalamaları ve ±Standart Deviasyon (±SD)‘nu ve P 
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değerleri hesaplanarak analiz sonuçları Tablo 4.3‘de sunulmuĢtur. P değerlerini hesaplamak için deney 

grupları ikili gruplar Ģeklinde kıyaslanmıĢtır. Ġkili kıyaslama yapılırken gruplar; Kontrol/Danusertib 

(K/D), Kontrol/Viteksin (K/V), Kontrol/Danusertib+Viteksin kombin (K/D+V), Danusertib/Viteksin 

(D/V), Danusetib/ Danusertib+Viteksin kombin (D/D+V), Viteksin/Danusertib+Viteksin kombin 

(V/D+V) grupları olacak Ģekilde hesaplamalar yapılmıĢtır. Tablo 4.3‘deki akım sitometrik deney 

verileri Ģekil 4.1- 4.12‘den alınmıĢtır. 

 

Tablo 4.3. MCF-7 Hücresinde 48. Saat Danusertib (0,3 µM) ve Viteksin (1 µM) doz değerlerinin 3 

tekrarlı deney gruplarındaki apoptoz verilerinin ortalamaları. Verilerin istatistik analiz ile hesaplanan 

±SD ve P değerleri. 

Kadran Populasyon Karakteri Populasyon Yüzde (%) Değerleri 

Kontrol Danusertib Viteksin Kombin 

  
  
O

rt
a
la

m
a
 

Q1 Erken apoptotik Hücreler 0.70± 0,07 3.15±0,96 2.24±0,59 3.07±0,37 

Q2 Geç apoptotik Hücreler 0.34±0,07 1.23±0,43 0.96±0,37 0.74±0,42 

Q3 Canlı Hücreler 90.34±1,13 85.99±7,71 82.97±2,32 88.97±5,17 

Q4 Nekrotik Hücreler 8.61±1,07 15.10±7,99 13.82±1,75 7.22±4,95 

 

 

 

P Değeri  

Populasyon Karakteri P Değeri Ġstatistiksel Analiz Sonucu 

Erken apoptotik Hücreler 1. PK/D < 0.05,      2. PK/V < 0.05,         3. PK/D+V < 0.05,   

4. PD/V < 0.05,      5. PD/D+V > 0.05,       6. PV/ D+V < 0.05 

Geç Apoptotik Hücreler 1. PK/D  > 0.05,     2. PK/V > 0.05,         3. PK/D+V > 0.05,   

4. PD/V > 0.05,      5. PD/D+V > 0.05,      6. PV/ D+V > 0.05 

Canlı Hücreler 1. PK/D  > 0.05,     2. PK/V > 0.05,         3. PK/D+V > 0.05,   

4. PD/V > 0.05,      5. PD/D+V > 0.05,       6. PV/ D+V > 0.05 

Nekrotik Hücreler 1. PK/D > 0.05,     2. PK/V > 0.05,         3. PK/D+V > 0.05,   

4. PD/V > 0.05,     5. PD/D+V > 0.05,      6. PV/ D+V > 0.05 

 

MCF-7 hücreleri üzerinde Danusertib‘in (0.3 µM) ve Viteksin‘in (1 µM) apoptotik etkisinin 

incelenmesi için yapılan deney gruplarında; kontrol grubunda erken apoptoza (Q1) uğrayan hücreler 

0.70, geç apoptoza uğrayan hücreler (Q2) 0.34, canlı hücre oranı (Q3) 90.34, Nekrotik hücre oranı 

(Q4) ise 8.61‘dir. Danusertib uygulanan hücre gruplarında erken apoptoza uğrayan hücreler (Q1) 3.15, 

geç apoptoza uğrayan hücreler (Q2) 1.23, canlı hücre sayısı (Q3) 85.99, Nekrotik hücre oranı (Q4) ise 

15.10‘dur. Viteksin uygulanan hücre gruplarında erken apoptoza uğrayan hücreler (Q1) 2.24, geç 

apoptoza uğrayan hücreler (Q2) 0.96, canlı hücre sayısı (Q3) 82.97, nekrotik hücre oranı (Q4) ise 

13.82‘dir. Danusertib ve Viteksinin birlikte uygulandığı deney gruplarında erken apoptoza uğrayan 

hücreler (Q1) 3.07, geç apoptoza uğrayan hücreler (Q2) 0.74, canlı hücre sayısı (Q3) 88.97, nekrotik 

hücre oranı (Q4) ise 7.22‘dir. 
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A                                                                            B 

          C                                                                               D 

  

ġekil 4.1.  Kontrol1 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu oluĢan grafikler.  (A) 

SSC-H ve FSC-H grafiğinde R1 kapısı alınan hücre popülasyon grafiği; (B) APC Annexin-V ve 

Propidium Ġodide (PE) grafiğinde hücre Q popülasyonları; (C) PI boyasının, PE filtresinde 

oluĢturduğu histogram grafiği. (D) APC Annexin -V boyasının, APC filtresinde oluĢturduğu histogram 

grafiği. 
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       A                                                                                   B  

                 

         C                                                                               D 

 

ġekil 4.2. Kontrol2 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu oluĢan grafikler.  (A) 

SSC-H ve FSC-H grafiğinde R1 kapısı alınan hücre popülasyon grafiği; (B) APC Annexin-V ve 

Propidium Ġodide (PE) grafiğinde hücre Q popülasyonları; (C) PI boyasının, PE filtresinde 

oluĢturduğu histogram grafiği. (D) APC Annexin -V boyasının, APC filtresinde oluĢturduğu histogram 

grafiği. 
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       A                                                                                B 

 

        C                                                                               D 

 

ġekil 4.3.  Kontrol3 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu oluĢan grafikler.  (A) 

SSC-H ve FSC-H grafiğinde R1 kapısı alınan hücre popülasyon grafiği; (B) APC Annexin-V ve 

Propidium Ġodide (PE) grafiğinde hücre Q popülasyonları; (C) PI boyasının, PE filtresinde 

oluĢturduğu histogram grafiği. (D) APC Annexin-V boyasının, APC filtresinde oluĢturduğu histogram 

grafiği. 
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        A                                                                               B 

 

        C                                                                                D 

 

 

ġekil 4.4. Danusertib1.1 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu oluĢan grafikler.  

(A) SSC-H ve FSC-H grafiğinde R1 kapısı alınan hücre popülasyon grafiği; (B) APC Annexin-V ve 

Propidium Ġodide (PE) grafiğinde hücre Q popülasyonları; (C) PI boyasının, PE filtresinde 

oluĢturduğu histogram grafiği. (D) APC Annexin-V boyasının, APC filtresinde oluĢturduğu histogram 

grafiği. 
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        A                                                                              B 

 

       C                                                                                D 

 

 

ġekil 4.5. Danusertib1.2 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu oluĢan grafikler.  

(A) SSC-H ve FSC-H grafiğinde R1 kapısı alınan hücre popülasyon grafiği; (B) APC Annexin-V ve 

Propidium Ġodide (PE) grafiğinde hücre Q popülasyonları; (C) PI boyasının, PE filtresinde 

oluĢturduğu histogram grafiği. (D) APC Annexin-V boyasının, APC filtresinde oluĢturduğu histogram 

grafiği. 
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        A                                                                                  B 

 

        C                                                                                D 

 

 

ġekil 4.6. Danusertib1.3 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu oluĢan grafikler.  

(A) SSC-H ve FSC-H grafiğinde R1 kapısı alınan hücre popülasyon grafiği; (B) APC Annexin-Vve 

Propidium Ġodide (PE) grafiğinde hücre Q popülasyonları; (C) PI boyasının, PE filtresinde 

oluĢturduğu histogram grafiği. (D) APC Annexin-V boyasının, APC filtresinde oluĢturduğu histogram 

grafiği. 
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        A                                                                              B 

 

        C                                                                                D 

 

 

ġekil 4.7. Viteksin1.1 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu oluĢan grafikler.  (A) 

SSC-H ve FSC-H grafiğinde R1 kapısı alınan hücre popülasyon grafiği; (B) APC Annexin-V ve 

Propidium Ġodide (PE) grafiğinde hücre Q popülasyonları; (C) PI boyasının, PE filtresinde 

oluĢturduğu histogram grafiği. (D) APC Annexin -V boyasının, APC filtresinde oluĢturduğu histogram 

grafiği. 
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         A                                                                                B 

 

       C                                                                                D 

 

 

ġekil 4.8. Viteksin1.2 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu oluĢan grafikler.  (A) 

SSC-H ve FSC-H grafiğinde R1 kapısı alınan hücre popülasyon grafiği; (B) APC Annexin-V ve 

Propidium Ġodide (PE) grafiğinde hücre Q popülasyonları; (C) PI boyasının, PE filtresinde 

oluĢturduğu histogram grafiği. (D) APC Annexin -V boyasının, APC filtresinde oluĢturduğu histogram 

grafiği. 
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        A                                                                           B 

 

         C                                                                              D 

 

 

ġekil 4.9. Viteksin1.3 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu oluĢan grafikler.  (A) 

SSC-H ve FSC-H grafiğinde R1 kapısı alınan hücre popülasyon grafiği; (B) APC Annexin-V ve 

Propidium Ġodide (PE) grafiğinde hücre Q popülasyonları; (C) PI boyasının, PE filtresinde 

oluĢturduğu histogram grafiği. (D) APC Annexin -V boyasının, APC filtresinde oluĢturduğu histogram 

grafiği. 
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       A                                                                                 B 

 

        C                                                                                D 

 

 

ġekil 4.10. Danusertib-Viteksin1.1 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu oluĢan 

grafikler.  (A) SSC-H ve FSC-H grafiğinde R1 kapısı alınan hücre popülasyon grafiği; (B) APC 

Annexin-V ve Propidium Ġodide (PE) grafiğinde hücre Q popülasyonları; (C) PI boyasının, PE 

filtresinde oluĢturduğu histogram grafiği. (D) APC Annexin-V boyasının, APC filtresinde oluĢturduğu 

histogram grafiği. 
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       A                                                                          B 

 

       C                                                                                D 

 

 

ġekil 4.11. Danusertib-Viteksin1.2 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu oluĢan 

grafikler.  (A) SSC-H ve FSC-H grafiğinde R1 kapısı alınan hücre popülasyon grafiği; (B) APC 

Annexin-V ve Propidium Ġodide (PE) grafiğinde hücre Q popülasyonları; (C) PI boyasının, PE 

filtresinde oluĢturduğu histogram grafiği. (D) APC Annexin-V boyasının, APC filtresinde oluĢturduğu 

histogram grafiği. 

 



Hediye KILIÇ, Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2022 

47 

 

        A                                                                             B 

 

        C                                                                                 D 

 

 

ġekil 4.12. Danusertib-Viteksin1.3 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu oluĢan 

grafikler.  (A) SSC-H ve FSC-H grafiğinde R1 kapısı alınan hücre popülasyon grafiği; (B) APC 

Annexin-V ve Propidium Ġodide (PE) grafiğinde hücre Q popülasyonları; (C) PI boyasının, PE 

filtresinde oluĢturduğu histogram grafiği. (D) APC Annexin-V boyasının, APC filtresinde oluĢturduğu 

histogram grafiği. 
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4.1.3. MCF-7 Hücrelerinde Genlerin Ekspresyon Düzeylerinin qRT-PCR ile Analizi 

 

Gen expresyonu, MCF-7 hücrelerinde Apoptoz bağlantılı gen ifade düzeylerinin belirlenmesi 

MCF-7 hücrelerinden elde edilen total-RNA‘lardan cDNA‘lar çalıĢmanın materyal ve metod kısmında 

verilen protokol iĢlem sırasına göre sentezlenmiĢtir. Gen ifade düzeyleri ACTB geni ile normalizasyon 

sağlanarak ölçüm yapılmıĢtır.  

RNA izolasyon protokolündeki iĢlem sırasına uygun olarak izole edilen RNA‘ların kalitesi 

NanoQ cihazında NanoDrop2000 Software programı ile ölçüm yapılarak belirlendi. RNA kalitesi 1,7- 

2,0 aralığında olan total RNA‘lar iĢleme alındı. Ölçüm sonucu elde edilen veriler aĢağıdaki Tablo 4. 4‘ 

de verilmiĢtir. 

Tablo 4.4. MCF-7 hücrelerinin RNA izolasyonu sonrasında NanoQ cihazı ile total RNA kalitesi ve 

miktar ölçümü (48.saat). 

Gruplar  Örnek 260/280 nm Konsantrasyon ng/µl 

Blank (Kör) RNA -2,3 -0,10 

Kontrol RNA 2,1 157,3 

Danusertib RNA 2,0 35,70 

Viteksin RNA 1,9 34,10 

Danu + Vitex RNA 2,1 19,20 

 

qRT-PCR metodu kullanılarak hücrede expresyon seviyelerine bakılan β-Actin (ACTB), 

Kaspaz -3, -8, -9 ( Casp3, -8, -9) , AURK-B, VEGF genlerine ait ΔCT, ΔΔCT, 2
-ΔΔCT 

değerleri her gen 

için tablo Ģeklinde verilmiĢtir. Her gen için deneylerin üçlü tekrarlarından elde edilen verilerin 

ortalamaları alınarak tablolar Ģeklinde verilmiĢtir. Her genin Floresan ıĢıma grafiği, Erime eğrileri ve 

Erime pikleri de tablo bilgilerinin sonunda verilmiĢtir. 

ACTB geni housekeeping bir gen olarak kontrol amacı ile kullanılmıĢtır. Diğer genler ACTB 

geni kullanılarak normalize edilmiĢtir. β-Actin geninin floresan ıĢıma grafiği ġekil 4.13‘de, erime 

eğrileri ġekil 4.14‘de ve erime pikleri ġekil 4.15‘de sırasıyla verilmiĢtir. 
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          ġekil 4.13. ACTB gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR floresan ıĢıma grafiği. 

 

 

           ġekil 4.14. ACTB gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR erime eğrisi. 

 

 

          ġekil 4.15. ACTB gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR erime pikleri. 
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4.1.4. MCF-7 Hücrelerinde Apoptoz ĠliĢkili Genlerin Ekspresyon Düzeylerinin qRT-PCR ile 

Analizi 

 

qRT-PCR metodu kullanılarak MCF-7 hücresinde 48. saatte expresyon seviyelerine bakılan β-

Actin, Kaspaz-3 (Casp3) genine ait ΔCT, ΔΔCT, 2
-ΔΔCT 

değerleri karĢılaĢtırmalı olarak tablo Ģeklinde 

verilmiĢtir. Deneylerin üçlü tekrarlarından elde verilerin ortalamaları alınarak ±SD hesaplanmıĢtır. 

Veri setlerinin istatistiksel analizi ile P değerleri hesaplanarak tablonun alt satırında olacak Ģekilde 

Tablo 4.5‘de veriler sunulmuĢtur. Kaspaz-3 (Casp3) geninin floresan ıĢıma grafiği ġekil 4.16‘da, 

erime eğrisi ġekil 4.17‘de ve erime piki ġekil 4.18‘de tablo bilgilerinin sonunda sırasıyla verilmiĢtir. 

 

Tablo 4.5. MCF-7 hücrelerinde ACTB ve CASP3 gen ekspresyonu verileri, ± SD ve P değerleri. 

 

Gruplar ACTB CASP3 ΔCT ΔΔCT 2
-ΔΔCT

 

Kontrol 22,70 26,14 3,12 0 1 

Danusertib 26,34 35,77 9,44 6,31 0,0126±0,0015 

Viteksin 19,26 35,68 16,42 13,30 0,0002±0,0003 

Danu + Vitex 27,79 40,00 12,21 9,08 0,0019±0,00005 

              ACTB- CASP3 gen ekspresyonu veri setinin istatistiksel analiz sonuçları 

 

 

 

P Değeri  

KarĢılaĢtırılan Ġkili Gruplar P Değeri Ġstatistiksel Analiz Sonucu 

Kontrol/Danusertib  P K/D  < 0,0001 

Kontrol/Viteksin  P K/V  < 0,0001 

Kontrol/Danusertib+Viteksin P K/D+V  < 0,0001 

Danusertib/Viteksin  P D/V   < 0,0001 

Danusertib/Danusertib+Viteksin P D/D+V: 0,0007 

Viteksin/Danusertib+Viteksin P V/D+V  < 0,0001 

  

Apoptoz iliĢkili Kaspaz-3 gen ifadesinin Tablo 4.5‘de verilen qRT-PCR sonuçları 2
-ΔΔCT

  

değerlerine göre 48.saatte Danusertib uygulanan deney grubunda (0,0126) kontrol grubu olan ACTB 

genine (1) göre 0.98 kat azalma, Viteksin uygulanan deney grubunda (0,0002) ACTB genine (1) göre 

0,99 kat azalma, Danusertib ve Viteksinin birlikte uygulandığı deney grubunda (0,0019) ACTB genine 

(1) göre 0.99 kat azalma görülmektedir. 
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            ġekil 4.16. Casp3 gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR floresan ıĢıma grafiği.   

 

 

           ġekil 4.17. Casp3 gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR erime eğrisi. 

 

 

           ġekil 4.18. Casp3 gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR erime pikleri 
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qRT-PCR metodu kullanılarak MCF-7 hücresinde 48. Saatte expresyon seviyelerine bakılan β-

Actin, Kaspaz-8 (Casp8) genine ait ΔCT, ΔΔCT, 2
-ΔΔCT 

değerleri karĢılaĢtırmalı olarak tablo Ģeklinde 

verilmiĢtir. Deneylerin üçlü tekrarlarından elde verilerin ortalamaları alınarak ±SD hesaplanmıĢtır. 

Veri setlerinin istatistiksel analizi ile P değerleri hesaplanarak tablonun alt satırında olacak Ģekilde 

Tablo 4.6‘da veriler sunulmuĢtur. Kaspaz-8 geninin floresan ıĢıma grafiği ġekil 4.19‘da, erime eğrisi 

ġekil 4.20‘de ve erime piki ġekil 4.21‘de tablo bilgilerinin sonunda sırasıyla verilmiĢtir. 

 

Tablo 4.6. MCF-7 hücrelerinde ACTB ve CASP8 gen ekspresyonu verileri,± SD ve P değerleri. 

 

Gruplar ACTB CASP8 ΔCT ΔΔCT 2
-ΔΔCT

 

Kontrol 22,70 37,43 14,74 0 1 

Danusertib 26,34 40,00 13,66 -1,07 2,3123±0,8828 

Viteksin 19,26 35,40 16,14  1,40 0,4767±0,4111 

Danu + Vitex 27,79 40,00 12,21 -2,53 5,8876±1,3696 

                ACTB- CASP8 gen ekspresyonu veri setinin istatistiksel analiz sonuçları 

 

 

 

P Değeri  

KarĢılaĢtırılan Ġkili Gruplar P Değeri Ġstatistiksel Analiz Sonucu 

Kontrol/Danusertib  P K/D: 0,06 

Kontrol/Viteksin  P K/V: 0,09 

Kontrol/Danusertib+Viteksin P K/D+V: 0,003 

Danusertib/Viteksin  P D/V: 0,03 

Danusertib/Danusertib+Viteksin P D/D+V: 0,02 

Viteksin/Danusertib+Viteksin P V/D+V: 0,0003 

 

 

Apoptoz iliĢkili Kaspaz-8 gen ifadesinin Tablo 4.6‘da verilen qRT-PCR sonuçları 2
-ΔΔCT

 

değerlerine göre 48. saatte Danusertib uygulanan deney grubunda (2,3123) ) kontrol grubu olan ACTB 

genine (1) göre 2.31 kat artıĢ, Viteksin uygulanan deney grubunda (0,4767) ACTB genine (1) göre 

0,52 kat azalma, Danusertib ve Viteksinin birlikte uygulandığı deney grubunda (5,8876) ACTB genine 

(1) göre 5,88 kat artıĢ görülmektedir. 
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ġekil 4.19. Casp8 gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR floresan ıĢıma grafiği. 

 

 

            ġekil 4.20. Casp8 gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR erime eğrisi. 

 

 

   ġekil 4.21. Casp8 gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR erime pikleri.  
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 qRT-PCR metodu kullanılarak MCF-7 hücresinde 48. saatte expresyon seviyelerine bakılan β-

Actin, Kaspaz-9 (Casp9) genine ait ΔCT, ΔΔCT, 2
-ΔΔCT 

değerleri karĢılaĢtırmalı olarak tablo Ģeklinde 

verilmiĢtir. Deneylerin üçlü tekrarlarından elde verilerin ortalamaları alınarak ±SD hesaplanmıĢtır. 

Veri setlerinin istatistiksel analizi ile P değerleri hesaplanarak tablonun alt satırında olacak Ģekilde 

Tablo 4.7‘de veriler sunulmuĢtur. Kaspaz-9 geninin floresan ıĢıma grafiği ġekil 4.22‘de, erime eğrisi 

Ģekil 4.23‘de ve erime piki ġekil 4.24‘de tablo bilgilerinin sonunda sırasıyla verilmiĢtir. 

 

Tablo 4.7. MCF-7 hücrelerinde ACTB ve CASP9 gen ekspresyonu verileri, ± SD ve P değerleri. 

 

Gruplar ACTB CASP9 ΔCT ΔΔCT 2
-ΔΔCT

 

Kontrol 22,70 22,57 -0,12 0 1 

Danusertib 26,34 29,29 2,95 3,07 0,1355±0,0889 

Viteksin 19,26 29,56 10,30 10,42 0,0011±0,0012 

Danu + Vitex 27,79 31,08 3,29 3,41 0,0966±0,0276 

                ACTB- CASP9 gen ekspresyonu veri setinin istatistiksel analiz sonuçları 

 

 

 

P Değeri  

KarĢılaĢtırılan Ġkili Gruplar P Değeri Ġstatistiksel Analiz Sonucu 

Kontrol/Danusertib P K/D < 0,001 

Kontrol/Viteksin  P K/V < 0,0001 

Kontrol/Danusertib+Viteksin P K/D+V < 0,0001 

Danusertib/Viteksin  P D/V: 0,06 

Danusertib/Danusertib+Viteksin P D/D+V: 0,51 

Viteksin/Danusertib+Viteksin P V/D+V: 0,0004 

 

 

Apoptoz iliĢkili Kaspaz-9 gen ifadesinin Tablo 4.7‘de verilen qRT-PCR sonuçları 2
-ΔΔCT 

değerlerine göre 48.saatte Danusertib uygulanan deney grubunda (0,1355) kontrol grubu olan ACTB 

genine (1) göre 0.86 kat azalma, Viteksin uygulanan deney grubunda (0,0011) ACTB genine (1) göre 

0,99 kat azalma, Danusertib ve Viteksinin birlikte uygulandığı deney grubunda (0,0966) ACTB genine 

(1) göre 0.90 kat azalma görülmektedir. 
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            ġekil 4.22. Casp9 gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR floresan ıĢıma grafiği.  

 

 

            ġekil 4.23. Casp9 gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR erime eğrisi.  

 

 

            ġekil 4.24. Casp9 gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR erime pikleri. 
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4.1.5. MCF-7 Hücrelerinde Metastaz ĠliĢkili Genlerin Ekspresyon Düzeylerinin qRT-PCR ile 

Analizi 

 

qRT-PCR metodu kullanılarak MCF-7 hücresinde 48. saatte expresyon seviyelerine bakılan β-

Actin, VEGF genine ait ΔCT, ΔΔCT, 2
-ΔΔCT 

değerleri karĢılaĢtırmalı olarak tablo Ģeklinde verilmiĢtir. 

Deneylerin üçlü tekrarlarından elde verilerin ortalamaları alınarak ±SD hesaplanmıĢtır. Veri setlerinin 

istatistiksel analizi ile P değerleri hesaplanarak tablonun alt satırında olacak Ģekilde Tablo 4.8‘da 

veriler sunulmuĢtur. VEGF geninin floresan ıĢıma grafiği ġekil 4.25‘de, erime eğrisi ġekil 4.26‘da ve 

erime piki ġekil 4.27‘de tablo bilgilerinin sonunda sırasyla verilmiĢtir. 

 

Tablo 4.8. MCF-7 hücrelerinde ACTB ve VEGF gen ekspresyonu verileri, ± SD ve P değerleri. 

 

Gruplar ACTB VEGF ΔCT ΔΔCT 2
-ΔΔCT

 

Kontrol 22,70 20,12 -2,57  0 1 

Danusertib 26,34 20,69 -5,64 -3,07 9,3641±4,5953 

Viteksin 18,44 18,77 0,33 2,90 0,1347±0,01 

Danu + Vitex 27,79 23,48 -4,31 -1,74 3,4920±1,3331 

                ACTB- VEGF gen ekspresyonu veri setinin istatistiksel analiz sonuçları 

 

 

 

P Değeri  

KarĢılaĢtırılan Ġkili Gruplar P Değeri Ġstatistiksel Analiz Sonucu 

Kontrol/Danusertib  P K/D: 0,03 

Kontrol/Viteksin  P K/V < 0,001 

Kontrol/Danusertib+Viteksin P K/D+V: 0,03 

Danusertib/Viteksin  P D/V: 0,02 

Danusertib/Danusertib+Viteksin P D/D+V: 0,1 

Viteksin/Danusertib+Viteksin P V/D+V: 0,001 

 

 

Metastaz iliĢkili VEGF gen ifadesinin Tablo 4.8‘da verilen qRT-PCR sonuçları 2
-ΔΔCT 

değerlerine göre 48. saatte Danusertib uygulanan deney grubunda (9,3643) kontrol grubu olan ACTB 

genine (1) göre 9.36 kat artma, Viteksin uygulanan deney grubunda (0,1347) ACTB genine (1) göre 

0,86 kat azalma, Danusertib ve Viteksinin birlikte uygulandığı deney grubunda (3,4920) ACTB genine 

(1) göre 3,49 kat artma görülmektedir. 
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           ġekil 4.25. VEGF gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR floresan ıĢıma grafiği.  

            

  

 
 

            ġekil 4.26. VEGF gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR erime eğrisi.    

            

 

 
 

               ġekil 4.27. VEGF gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR erime pikleri. 
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4.1.6. MCF-7 Hücrelerinde Hücre Döngüsü ĠliĢkili Genlerin Ekspresyon Düzeylerinin qRT-PCR 

ile Analizi 

 

qRT-PCR metodu kullanılarak MCF-7 hücresinde 48. satte expresyon seviyelerine bakılan β-

Actin, AURK-B genine ait ΔCT, ΔΔCT, 2
-ΔΔCT 

değerleri karĢılaĢtırmalı olarak tablo Ģeklinde 

verilmiĢtir. Deneylerin üçlü tekrarlarından elde verilerin ortalamaları alınarak ±SD hesaplanmıĢtır. 

Veri setlerinin istatistiksel analizi ile P değerleri hesaplanarak tablonun alt satırında olacak Ģekilde 

Tablo 4.9‘da veriler sunulmuĢtur AURK-B geninin floresan ıĢıma grafiği ġekil 4.28‘de, erime eğrisi 

ġekil 4.29‘da ve erime piki ġekil 4.30‘da tablo bilgilerinin sonunda sırasıyla verilmiĢtir. 

 

Tablo 4.9. MCF-7 hücrelerinde ACTB ve AURK-B gen ekspresyonu verileri, ± SD ve P değerleri. 

 

Gruplar ACTB AURK-B ΔCT ΔΔCT 2
-ΔΔCT

 

Kontrol 22,70 29,77 7,08 0 1 

Danusertib 26,34 30,87 4,53 -2,55 6,1390±2,4794 

Viteksin 19,26 27,78 8,52 1,44 0,3738±0,0677 

Danu + Vitex 27,79 32,33 4,54 -2,54 5,8808±1,0303 

                ACTB- AURK-B gen ekspresyonu veri setinin istatistiksel analiz sonuçları 

 

 

 

P Değeri  

KarĢılaĢtırılan Ġkili Gruplar P Değeri Ġstatistiksel Analiz Sonucu 

Kontrol/Danusertib P K/D: 0,02 

Kontrol/Viteksin P K/V < 0,01 

Kontrol/Danusertib+Viteksin P K/D+V: 0,001 

Danusertib/Viteksin P D/V: 0,02 

Danusertib/Danusertib+Viteksin P D/D+V: 0,88 

Viteksin/Danusertib+Viteksin P V/D+V: 0,001 

 

 

Hücre döngüsü ile iliĢkili AURK-B gen ifadesinin Tablo 4.9‘da verilen qRT-PCR  sonuçları  

2
-ΔΔCT 

değerlerine göre 48.saatte Danusertib uygulanan deney grubunda 6.13 kat artma, Viteksin 

uygulanan deney grubunda 0,63 kat azalma, Danusertib ve Viteksinin birlikte uygulandığı deney 

grubunda 5,88 kat artma görülmektedir. 
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             ġekil 4.28. AURK-B gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR floresan ıĢıma grafiği. 

 

 

 
 

               ġekil 4.29. AURK-B gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR erime eğrisi. 

 

 
 

                   ġekil 4.30. AURK-B gen ifadesinin zamana bağlı qRT-PCR erime pikleri. 
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4.1.7. Wound Healing Metodu Ġle MCF-7 Hücrelerinde Migrasyon Analizi 

 

MCF-7 hücrelerinde metastaz aĢamasında hücrelerin migrasyonunun incelenmesi için 

çalıĢmanın materyal ve metod kısmında verilen 3.7.1.‘deki Wound Healing metodunun protokol iĢlem 

sırasına uygun inceleme yapılmıĢtır. Yapılan Wound Healing deney planı ile hücreler 0. saat, 24. saat 

ve 48. saatlerde mikroskopta görüntülenmiĢtir. Mikroskopta görüntülenen resimler 0. saate ait 

miroskop görüntüleri ġekil 4.31‗de, 24. saate ait mikroskop görüntüleri ġekil 4.32‘de, 48. saate ait 

mikroskop görüntüleri ġekil 4.33‗de sıralı olacak Ģekilde aĢağıda verilmiĢtir. Wound Healing 

deneyinde deney grupları kontrol gruplarıyla ve deney grupları kendi aralarında karĢılaĢtırılmıĢtır. 

 

        
a                                                                               b 

        
c                                                                              d 

ġekil 4.31.Wound Healing metodu ile MCF-7 hücrelerinde migrasyon analizi deney gruplarının 0. saat 

mikroskop görüntüleri a-Kontrol grubu, b-Danusertib (0,3 µM), c-Viteksin (1 µM), d-Danusertib + 

Viteksin grupları (x400 büyütme).  

 

Wound Healing deneyinden 24. saate ait elde edilen veriler Ģekil 4.32.‘de sunulan mikroskopta 

görüntülenen görseller Ģeklindedir. Bu görsellerden de de belirgin Ģekilde fark edileceği gibi kontrol 

grubu (a) hücrelerinde yara açılan bölgeyi kapatmak için hücre göçleri gözlenmiĢtir. Danusertib doz 

değeri uygulanan deney grubunda (b) ise yara açılan bölgede kapanmanın olmadığı gözlenmiĢtir 
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bunun yanısıra hücre sayısında hücre ölümlerine bağlı azalmalar olduğu tespit edilmiĢtir. Viteksin doz 

değeri uygulanan deney grubunda (c) ise yara açılan bölgede kapanmanın olmadığı ve bu deney 

grubundaki hücre ölümleri Danusertib doz değeri uygulanan deney grubuna göre daha düĢük olduğu 

gözlenmiĢtir. Danusertib-Viteksin doz değerlerinin birlikte uygulandığı deney grubunda (d) yara 

açılan bölgede kapanma olmadığı ve Danusertib uygulanan deney grubuna (b) benzer Ģekilde hücre 

sayısında hücre ölümlerine bağlı olarak canlı hücre sayısında azalma gözlenmiĢtir. Hücre sayısındaki 

azalmalara bağlı olarak b ve d görsellerindeki gibi flaskın zemininde yer yer açılmıĢ bölgeler tespit 

edilmiĢtir. 

 

         
a                                                                               b 

 

            
c                                                                               d 

ġekil 4.32.Wound Healing metodu ile MCF-7 hücrelerinde migrasyon analizi deney gruplarının 24. 

saat mikroskop görüntüleri a-Kontrol grubu, b-Danusertib (0,3 µM), c-Viteksin (1 µM), d-Danusertib+ 

Viteksin grupları (x400 büyütme).  

 

Wound Healing deneyinden 48. saate ait elde edilen veriler Ģekil 4.33.‘de sunulan mikroskopta 

görüntülenen görseller Ģeklindedir. Görsellerde 48. saate ait inceleme sonucu kontrol grubu (a) 

hücrelerinde yara açılan bölgeyi kapatmak için hücre göçlerinin 24. saate göre daha yoğun 

gerçekleĢtiği ve yara bölgesinde daha belirgin Ģekilde kapanmalar olduğu gözlenmiĢtir. Danusertib doz 

değeri uygulanan deney grubunda (b) ise yara açılan bölgede kapanmanın olmadığı gözlenmiĢtir ve 
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24. saatteki görsele göre (b) hücre ölümlerine bağlı hücre sayısında azalmalar tespit edilmiĢtir. 

Viteksin doz değeri uygulanan deney grubunda (c) ise yara açılan bölgede kapanmanın olmadığı 

gözlenmiĢtir. 48.saat deney grubundaki Viteksin doz değeri uygulanan deney grubunun (c) hücre 

ölümleri Danusertib doz değeri uygulanan deney grubuna (b) göre daha düĢük olduğu gözlenmiĢtir. 

Deney gruplarında hem 24. saatte hem de 48. saatte elde edilen verilere göre danusertib doz değeri 

hücre migrasyonunu engellemekten ziyade hücre sayısında daha çok azalmaya neden olmaktadır. 

Danusertib ve Viteksin doz değerlerinin birlikte uygulandığı 48. saat deney grubunda (d) yara açılan 

bölgede kapanma olmadığı gözlenmiĢtir ve Danusertib uygulanan 24. saat deney grubuna (d) benzer 

Ģekilde hücre sayısında hücre ölümlerine bağlı olarak canlı hücre sayısında azalma gözlenmiĢtir. Hücre 

sayısındaki azalmalara bağlı olarak hem 24. saat b ve d görsellerinde hem de 48. saat b ve d 

görsellerinde flaskın zemininde yer yer hücre sayısının azalmasıa bağlı açılmıĢ bölgeler tespit 

edilmiĢtir. 

 

         
a                                                                               b 

 

         
c                                                                               d 

ġekil 4.33.Wound Healing metodu ile MCF-7 hücrelerinde migrasyon analizi deney gruplarının 48. 

saat mikroskop görüntüleri a-Kontrol grubu, b-Danusertib (0,3 µM), c-Viteksin (1 µM), d-Danusertib+ 

Viteksin grupları (x400 büyütme).   
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4.2.TartıĢma 

 

Kanser ile ilgili yapılan farklı çalıĢmalarla Danusertibin ve Viteksin‘in antikanserojenik 

etkileri kanser hücrelerinde incelenmiĢtir. Bu çalıĢmada Danusertibin Viteksin ile birlikte etkisinin 

çalıĢılmamıĢ olmasından dolayı MCF-7 hücresinde sitotoksik, apoptotik, antimetastatik,  

antiproliferatif, gen ekspresyonunu inhibe eden etkisi ilk kez in vitro koĢullarda çalıĢılmıĢtır (Yuan 

vd.,2015). 

Bu tez çalıĢmasında sitotoksisite doz çalıĢması 24., 48., ve 72. saatlarde çalıĢılmıĢtır bu 

nedenle çalıĢılan tüm zaman süreleri için sitotoksik doz değerleri ayrı ayrı hesaplanmıĢtır. Danusertib 

sitotoksik IC50 doz değerleri MCF-7 hücrelerinde 24. saat IC50 değeri 3.09 µM, Viteksin için 24. saat 

IC50 değeri 9,18 µM olarak belirlenmiĢtir. Yuan ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada insan mide 

kanseri hücrelerinde Danusertib‘in sitotoksik IC50 doz değeri AGS hücresinde IC50 1,45 µM ve NCI-

N78 hücresinde IC50 değeri 2,77 µM bulunmuĢtur ve hücreler bu doz değerlerinde 24 saat 

tutulduğunda hücre canlılığı AGS hücrelerinde %39.5-63; NCI-N78 hücrelerinde ise %42-76 Ģeklinde 

tespit edilmiĢtir (Yuan vd., 2015). Zi ve arkadaĢlarının Ġnsan Ovaryum kanseri üzerinde yapılan 

çalıĢmasında C13 hücresinde Danusertib 24. saat sitotoksik IC50 değeri 10.40 µM ve A2780cp 

hücresinde sitotoksik IC50 19.89 µM bulunmuĢtur (Zi vd., 2015). Bu tez çalıĢmasındaMCF-7 hücreleri 

üzerinde Danusertibin 24. saat IC50 doz değeri 3.09 µM olarak kullanıldığında MCF-7 hücresinde 

canlılık %10-14 oranında tespit edilmiĢtir. Danusertib‘in bu 3,09 µM doz değerindeki hücre sağ kalım 

yüzdesinin düĢük olduğu gözlenmiĢtir. Fakat hücre canlılığı gerektiren apoptotik etki ve metastazda 

hücre migrasyonun incelenmesi için yapılacak çalıĢmalarda sağlıklı sonuçlar elde edilemeyebilir. 

MCF-7 hücresi üzerinde yapılması öngörülen çalıĢmalarda Danusertib‘in çalıĢılacak doz değerleri 0.3 

µM‘dan daha düĢük seçilebilir.  

Bu tez çalıĢmasında MCF-7 hücresi üzerinde Danusertib için 48. saat IC50 doz değeri 3.27 µM, 

Viteksin için 48. saat IC50 değeri 10,02 µM olarak bulunmuĢtur. Zi ve arkadaĢlarının Ġnsan Ovaryum 

kanseri üzerinde yapılan çalıĢmalarında C13 hücresinde Danusertib 48. saat sitotoksik IC50 değeri 

1.832 µM ve A2780cp hücresinde sitotoksik IC50 3.876 µM bulunmuĢtur (Zi vd., 2015).  

Yapılan bu tez çalıĢmasında Danusertib için 72. saat IC50 doz değeri 2,77 µM, Viteksin için 

72. saat IC50 değeri 5,43 µM olarak bulunmuĢtur.  

Apoptoz iliĢkili Casp3 gen ifadesinin Tablo 4.5‘da verilen qRT-PCR sonuçları 2
-ΔΔCT

  

değerlerine göre 48. saatte Danusertib uygulanan deney grubunda 0.98 kat azalma, Viteksin uygulanan 

deney grubunda 0,99 kat azalma, Danusertib ve Viteksin‘in birlikte uygulandığı deney grubunda 0.99 

kat azalma görülmektedir. Yuan ve arkadaĢlarının çalıĢmalarında belirttiğine göre Danusertib (0.1 

µM-0.5 µM aralığında kullandaki dozlar) Kaspaz-3 gen expresyonunu AGS ve NC-N78 hücrelerinde 

iki kattan fazla arttırdığını tespit etmiĢtir (Yuan vd., 2015).  

Apoptoz iliĢkili Casp8 gen ifadesinin Tablo 4.6‘de verilen qRT-PCR sonuçları 2
-ΔΔCT

 

değerlerine göre 48. saatte Danusertib uygulanan deney grubunda 2.31 kat artıĢ, Viteksin uygulanan 
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deney grubunda 0,52 kat azalma, Danusertib ve Viteksin‘in birlikte uygulandığı deney grubunda 5,88 

kat artıĢ görülmektedir. MCF-7 hücresinde Danusertibin Caspaz-8‘e olan etkisinden dolayı hücreye dıĢ 

yolak üzerinden etki ettiğini düĢündürmektedir.  

Apoptoz iliĢkili Casp9 gen ifadesinin Tablo 4.7‘de verilen qRT-PCR sonuçları 2
-ΔΔCT 

değerlerine göre 48. saatte Danusertib uygulanan deney grubunda 0.86 kat azalma, Viteksin uygulanan 

deney grubunda 0,99 kat azalma, Danusertib ve Viteksin‘in birlikte uygulandığı deney grubunda 0.90 

kat azalma görülmektedir. Yuan ve arkadaĢlarının çalıĢmalarında belirttiklerine göre Danusertib (0.1 

µM-0.5 µM) Kaspaz-3 gen expresyonunu AGS ve NC-N78 hücrelerinde 1.5 kat  arttırdığını tespit 

etmiĢtir (Yuan vd., 2015). 

Yeni kan damarı oluĢturma yeteneği malign tümörlerin önemli bir özelliğidir. Bu özelliğinden dolayı 

kanserli hücrelerin bulundukları dokularda büyüme ve geliĢmelerinin engellenebilmesi ve diğer 

dokulara metastaz yapmasının engellenebilmesi için anjiogenezi tetikleyen genlerin ekspresyonunu 

azaltan veya tamamen inhibe eden gen ve molekül grupları kanser tedavisinin önemli bir hedefi haline 

gelmiĢtir. Metasataz iliĢkili VEGF yolağını inhibe edebilen ve VEGF geninin ekspresyonunu 

azaltabilen ajanların tespit edilebilmesi kanser tedavisinin önemli bir hedefi haline gelmiĢtir (Angelo, 

2007; Fernandez, 2022). Bu tez çalıĢmasında metastaz iliĢkili VEGF gen ifadesinin Tablo 4.8‘da 

verilen qRT-PCR sonuçları 2
-ΔΔCT 

değerlerine göre 48. saatte Danusertib uygulanan deney grubunda 

sadece Viteksin uygulanan deney grubunda 0,86 kat azalma tespit edilmiĢtir. MCF-7 hücrelerinde 

Danusertib ve Viteksin‘in birlikte uygulandığı deney grubunda 3.49 kat artma görülmektedir. 

Danusertib VEGF gen ifadesi üzerinde Viteksin‘in gösterdiği etkiye benzer etki gözlenmemiĢtir. 

Viteksin grubunun VEGF gen ifadesi kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 0,1347±0,01 (PC/V < 

0,001) tespit edilmiĢtir. MCF-7 hücrelerinde Viteksin‘in PCR sonuçlarına göre VEGF gen 

ekpresyonunu azaltması ve Wound Healing metodunda hücre migrasyonunu azaltıcı etki göstermesi 

Viteksin‘in antimetastatik potansiyelinin olduğunu düĢündürmektedir. Daha önce yapılmıĢ 

çalıĢmalarda daViteksin‘in tümör hücresi göçünü ve proliferasyonunu inhibe etme potansiyeline sahip 

olduğu belirtilmiĢtir (Zhao, 2020, Alexander&Halmos, 2018).  Öztürk‘ün bildirdiğine göre, CFPAC-1 

pankreas kanseri hücrelerinde Viteksin ekstraktı uygulanan 48. saat deney gruplarında VEGF gen 

ekspresyon düzeyi yaklaĢık olarak % 40 oranında düĢüĢ göstermiĢtir VEGF geni ekspresyon 

düzeylerine göre, etkisi az da olsa CFPAC-1 hücrelerinde anjiyogenezi bir miktar baskılayabileceği 

düĢünülmüĢtür (Öztürk, 2007). Li vd., (2022) bildirdiğine göre, Viteksin tripl negatif meme kanseri 

(TNBC) üzerinde hem in vivo ve hem in vitro koĢullarda antiproliferatif, hücre migrasyonunu inhibe 

eden potansiyeli olduğunu belirtmektedirler. Zhao ve arkadaĢlarının Over karsinomalardan önemli 

olan SKOV-3 hücrelerinde Viteksin ile tedavi edilen hücrelerde invazyon yeteneğinin azaldığı tespit 

edilmiĢtir (Zhao vd., 2020). Bu tez çalıĢmasından Viteksin ile ilgili elde edilen bulgular Viteksinin etki 

mekanizmalarının anlaĢılması için literatürde bilgi birikimine katkı getirici niteliktedir. 

Liu ve ark. çalıĢmalarında belirttiklerine göre malign tümörlerin oluĢumunda ve geliĢiminde 

güçlü bir etkiye sahip olduğu tespit edilen hücre döngüsü iliĢkili AURK-B mitozun ana düzenleyici 
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molekül grubundan olup kanser hücrelerinde sıklıkla aĢırı exprese edilmektedir.  Daha önceki birkaç 

çalıĢmaya göre, AURKB ekspresyonundaki değiĢiklikler hücre mitozunun baĢarısızlığına yol açarak 

poliploidlerin üretilmesine neden olabilmektedir aynı zamanda malign tümörlerin ortaya çıkması için 

bir ön koĢul olarak kabul edilmektedir. AURKB sıklıkla invaziv duktal karsinom tipi meme kanseri 

dokularında anormal derecede yüksek oranda eksprese edilmektedir (Liu vd., 2022). Aurora kinazlar 

ile ilgili yapılan pek çok çalıĢma projesinde literatüre eklenen bilgiler Aurora kinazların aktivite ve 

expresyonundaki sapmalar bir çok kanser türünün patogenezinde rol oynadığını göstermektedir (Zi 

vd., 2015). Bu tez çalıĢmasında hücre döngüsü ile iliĢkili AURK-B gen ifadesinin Tablo 4.9‘de verilen 

qRT-PCR sonuçları 2
-ΔΔCT 

değerlerine göre 48. saatte Danusertib uygulanan deney grubunda AURK-B 

ekspresyonunda 6.13 kat artma, Viteksin uygulanan deney grubunda AURK-B ekspresyonunda 0,63 

kat azalma, Danusertib-Viteksin‘in birlikte uygulandığı deney grubunda AURK-B gen 

ekspresyonunda 5,88 kat artma görülmektedir. VĠteksin tek baĢına deney gruplarına uygulandığında 

MCF-7 hücreleri üzerinde AURKB gen ekspresyonunu azaltıcı etki göstermektedir. Bu azalma 

viteksinin hücre döngüsü üzeriden antikanserojenik potansiyelinin olabileceğini düĢündürmekle 

birlikte yapılması öngörülen sonraki çalıĢmalar içinde hedef molekül haline getirmektedir. Viteksin- 

Danusertib birlikte uygulanan gruplarda AURKB ekspresyonunda azalma tespit edilememiĢtir.  

Tümörlerde apoptoz yolaklarını tetikleyen terapotik ajanların kanser tedavisi için güçlü birer 

araç oldukları düĢünülmektedir. Bu nedenle bu tez çalıĢmasında Danusertib‘in ve Viteksin‘in MCF-7 

hücresi üzerindeki antikanserojenik etkisini belirlemek APC Annexin-V/PI boyama tekniği ile flow 

sitometri cihazında apoptotik etkisine bakılmıĢtır. Bu metod ile elde edilen verilere göre MCF-7 

hücreleri üzerinde Danusertibin (0.3 µM) ve Viteksin‘in (1 µM) apoptotik etkisinin deney gruplarında; 

kontrol grubunda erken apoptoza (Q1) uğrayan hücreler %0.70, Danusertib uygulanan hücre 

gruplarında erken apoptoza uğrayan hücreler (Q1) %3.15, Viteksin uygulanan hücre gruplarında erken 

apoptoza uğrayan hücreler (Q1) %2.24‘dür. Apoptoz yüzde değerleri düĢük olmasına rağmen deney 

grupları kontrol grupları ile karĢılaĢtırıldığında P değerleri anlamlı bulunmuĢtur (P < 0.05). P 

değerinin 0.05 den küçük olması bu çalıĢmada kulanılan Viteksin ve Danusertib doz değerlerinin 

düĢük düzeyde primer apoptotik etkide bulunduğunu göstermektedir. 

Yuan vd.,(2015) bildirdiğine göre Danusertib (0.1-0.5 µM) doz değerleri Kaspaz-3 ifade 

düzeyini 2 kat, Kaspaz-9 gen ifade düzeyini 1.5 kat arttırarak hücreyi mitokondriyal yolak üzerinden 

apoptoza yönlendirdiği ifade edilmiĢtir. Zi vd.,(2015) bildirdiğine göre, Danusertib 48. saat apoptoz 

değeri kontrol grubuna göre Ovaryum kanseri hücrelerinden C13‘ de 2.4 kat ve A42780cp 

hücrelerinde ise 7.9 kat artıĢa neden olduğu tespit edilmiĢtir. Kırbıyık‘ın yaptığı çalıĢmada bildirdiğine 

göre, Danusertib CFPAC-1 hücrelerinde apoptotik etki gösterirken Mia-Paca hücrelerinde apoptotik 

etki göstermemektedir (Kırbıyık, 2018). Danusertib ile ilgili yapılan çalıĢmalarda kanser hücreleri 

üzerinde güçlü bir apoptotik etkiye sahip olduğu belirlenmiĢ olmasına rağmen bazı hücre çeĢitlerinde 

apoptotik etkisi tespit edilememiĢtir. Bu durum Danusertibin kanser tipine özgül olduğunu 

düĢündürmektedir. Danusertib Pan-Aurora Kinaz inhibitörü olarak Aurora Kinaz-A, -B ve -C 
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üzerinden farklı sinyal yolakları üzerinden etki etmektedir (Colotta & Mantovani, 2008). Danusertibin 

antikanserojenik potansiyelinin tam anlaĢılabilmesi için çok daha fazla sayıda kanser hücre tiplerinde 

benzer çalıĢmaların yapılmasına ihtiyaç vardır. 

Metastazda MCF-7 Hücrelerinin migrasyonu üzerinde Danusertib ve Viteksin‘in ayrı ayrı ve 

Danusertib-Viteksin doz değerleri birlikte uygulandığında 48. saat deney grubunda yara açılan bölgede 

kapanma olmadığı gözlenmiĢtir ve qRT-PCR sonuçlarından VEGF gen expresyon seviyesini sadece 

viteksin uygulanan grupta dikkate değer ölçüde düĢmüĢ olması metastazda hücre migrasyonun 

engellenmesinde Viteksin‘in etkisinin olduğunu düĢündürmektedir.  
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SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 

 

Bu çalıĢmada, MCF-7 hücreleri üzerinde Pan-Aurora kinaz inhibitörü olan Danusertib ve 

Viteksin‘in antikanserojenik etkisi araĢtırılmıĢtır. Danusertib ve Viteksin‘in MCF-7 hücreleri 

üzerindeki antikanserojenik etkisine APC Annexin-V /PI boyama metodu, qTR-PCR metodu, Wound 

Healing metodu ile incelenerek bakılmıĢtır. 

Sitotoksisite çalıĢmasında Danusertib için tespit edilen 3,9 µM doz değerinin hücreler için 

oldukça yüksek bir doz değeri olduğu büyük oranda hücre ölümlerine neden olduğu görülmüĢtür. 

Danusertib için 0,3 µM yeni doz değeri belirlenerek kullanılmıĢ ve çalıĢmalar tamamlanmıĢtır. 

Danusertib için doz değeri MCF-7 hücresi ile yapılacak çalıĢmalarda IC50 < 0,3 µM doz değerleri 

kullanılabilir. Daha yüksek doz değerleri büyük oranda hücre ölümlerine neden olduğu için hücre 

canlılığı gerektiren metastazda hücre migrasyonu incelenen Wound Healing metodunda Danusertibin 

etki ettiği hücre ölüm yolağının tespiti için yapılan apoptoz analizlerinden sağlıklı sonuçlar almayı 

zorlaĢtırmaktadır. Sitotoksisite çalıĢmalarından elde edilen Viteksin doz değeri de logaritmik olarak 

bir doz düĢük değeri olan 1 µM kullanılmıĢtır. Viteksin‘in yeni doz değerleri için yapılacak yeni 

çalıĢmalar ile literatüre katkı sağlanabilir. 

qRT-PCR metodu ile MCF-7 hücrelerinde Danusertib (0.3 µm) ve Viteksin‘in (1 µM) ayrı 

ayrı ve birlikte etkisini incelemek için apoptotik genlerden Kaspaz-3, -8, -9 genlerinin ekspresyon 

düzeyine, metastazda hücre migrasyonu ile iliĢkili VEGF gen ekspresyon düzeyine ve hücre yaĢam 

döngüsünde mitotik evrede etkili olan AURK-B geni ekspresyon düzeyine bakılmıĢtır. qRT-PCR 

analizi ile elde edilen gen ekpresyon düzeylerinin kontrol grubuna göre 2
-∆∆CT

 'deki artma (↑) ve 

azalma (↓) oranlarına ait sonuçlar aĢağıda Tablo 5.1‘de verilmiĢtir. 

 

 Tablo 5.1. qRT-PCR analizi ile elde edilen gen ekpresyon düzeylerinin kontrol grubuna göre 2
-∆∆CT

 

'deki artma (↑) ve azalma (↓) oranları. 

 

GENLER 

                                            GRUPLAR 

Danusertib Viteksin Danusertib + Viteksin 

Casp3 0.98  ↓  0.99  ↓ 0.99  ↓ 

Casp8 2.31  ↑ 0.52  ↓ 5,88  ↑ 

Casp9 0.86  ↓ 0.99  ↓ 0.90  ↓ 

VEGF 9.36  ↑ 0,86  ↓ 3,49  ↑ 

AURK-B 6.13  ↑ 0.63  ↓ 5.88  ↑ 

 

Tablo 5.1‘deki verilere göre, Kaspaz-3 gen ekpresyon seviyesinde hem Danusertib hem 

Viteksin ayrı ayrı ve Danusertib-Viteksin birlikte uygulandığı deney gruplarında artma tespit 

edilememiĢtir. Kaspaz-8 geni ekspresyon seviyesinde Danusertib ayrı uygulanan ve Danusertib-

Viteksin birlikte uygulanan deney gruplarında 2.31 ve 5.88‘lik artıĢ tespit edilmiĢtir bu elde edilen veri 
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Danusertib‘in apoptoz yolağından Kaspaz-8 üzerinden etki ettiğini düĢündürmektedir. Kaspaz-8, 

apoptoz dıĢ yolağında rol alan bir moleküldür. Viteksin‘in tek baĢına uygulandığı deney grubunda 

Kaspaz-8 gen ekspresyonunda artma tespit edilememiĢtir, 0.52'lik azalma tespit edilmiĢtir. Kaspaz-9 

gen ekpresyon seviyesinde hem Danusertib hem Viteksin ayrı ayrı ve Danusertib -Viteksin birlikte 

uygulanan deney gruplarında elde edilen verilerde artma tespit edilememiĢtir. Apoptoz yolaklarının 

aktivasyonunda Kaspazların gen ifadelerinin seviyesinde artma olması beklenir fakat elde veriler 

değerlendirildiğinde Kaspaz-3 ve Kaspaz -9 gen seviyelerinde artıĢ olmadığı görülmektedir.  

qTr-PCR metodu ile elde edilen PCR verileri analiz edildiğinde Danusertib tek baĢına ve 

Danusertib-Viteksin birlikte uygulanan deney gruplarında VEGF gen ekspresyon seviyesinde artma 

tespit edilirken, Viteksin‘in tek baĢına uygulandığı grupta VEGF gen ekspresyon seviyesinde 0,86‘lik 

düĢme tespit edilmiĢtir. Viteksin tarafından hücre migrasyonunun baskılanması ileri aĢamadaki 

hastalarda kanser metastazını frenlemek için umut verici bir ajan haline getirebileceği 

düĢünülmektedir. Viteksin MCF-7 kanseri hücrelerinde metastazı önleyen bir antikanser ilacı temsil 

edebileceği eldeki veriler doğrultusunda düĢünülmektedir. 

AURK-B gen ekspresyon seviyesinde Danusertib ve Danusertib -Viteksin birlikte uygulanan 

deney gruplarında artma tespit edilirken, Viteksin‘in tek baĢına uygulandığı grupta AURKB gen 

ekspresyon seviyesinde 0,63‘lük düĢüĢ tespit edilmiĢtir. 

MCF-7 hücrelerinde hücre ölüm yolaklarında Danusertib ve Viteksin‘in etkisini incelemek 

için flow sitometri cihazı ile yapılan apoptoz analizinde Viteksin (1 µM) apoptotik etkisi kontrol grubu 

ile karĢılaĢtırıldığında primer apoptoz 2.24±0.59 (PK/V < 0.05). Danusertib-Viteksinin birlikte 

apoptotik etkisi kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında primer apoptoz 3,07±0,37 (PK/D+V < 0,05). 

Danusertib‘in ve Viteksin‘in uygulanan gruplarda sekonder apoptoz tespit edilememiĢtir (P > 0,05). 

Metastazda MCF-7 hücrelerinin migrasyonunu tespit edebilmek için Wound Healing metodu 

kullanılmıĢtır. MCF-7 hücrelerinde kontrol gruplarında 24. ve 48 saatlerde hücrelerin migrasyonu ile 

yara bölgesinin kapanmaya baĢladığı tespit edilmiĢtir. Danusertib (0.3 µM) uygulanan gruplarda, 

Viteksin (1 µM)  uygulanan gruplarda ve Danusertib -Viteksin‘nin birlikte uygulandığı gruplarda yara 

bölgesinin kapanmadığı tespit edilmiĢtir. Viteksin ile ilgili mevcut bilgiler olsada Viteksin‘in hücre zar 

yüzeyine etkisi, hücre zar molekül etkileĢimlerine etkisi, ilaç molekülleri ile etkileĢiminin nasıl 

olduğuna dair bilgiler yeterli değildir. Bu nedenle gelecekte yapılacak araĢtırma çalıĢmalarında hedef 

molekül olarak kullanılabilir. 
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EKLER  

EK1: WST-8 Kit Protokolü 

1. Hücre Proliferasyonu ve Sitotoksisite Testi 

Well-plate 96 kuyucuklu, her kuyucuk baĢına 5000 ila 10.000 hücre ekimi yapıldı.Test bileĢikleri 

hücre bulunan 96 well plate kuyucuklarına eklenir ve istenen süre boyunca (örn. 24., 48. veya 96. saat) 

37ºC, %5 CO2 inkübatöründe inkübe edilir. Blank olarak seçilen kuyucuklara (hücresiz ortam) için 

aynı miktarda test bileĢiği eklenir. Önerilen hacim, 96 kuyucuklu bir well plate için 100 µl'dir. 

Not: Proliferasyon veya sitotoksisite indüksiyonu için optimal hücre yoğunluğunu belirlemek için her 

hücre çizgisi ayrı ayrı değerlendirilmelidir. Proliferasyon tahlilleri için daha az hücre kullanılmalıdır; 

sitotoksisite deneyleri için daha fazla hücre kullanılmalıdır. Her kuyuya 10 µl/kuyu (96 well plate) 

WST-8 Solüsyonu eklenir. IĢıktan koruyarak karanlıkta ve 37ºC'de 1-4 saat inkübe edildi. 

Not: Ġnkübasyon süresi, tek tek hücre tipine ve kullanılan hücre konsantrasyonuna bağlı olarak 30 

dakikadan bir geceye kadar olabilir. Her deney için inkübasyon süresini optimize ediniz, 460 nm'de 

absorbans artıĢınının ölçümü yapıldı. 

2. Hücre Sayma Tahlili  

Hücre kültürünü Ģeffaf tabanlı bir 96 well plate‘de hazırlayın. Önerilen toplam hacim, 96 kuyucuklu 

bir well plate için 100 μL‘dir. Her kuyuya 10 µl/kuyucuk (96 oyuklu plaka) WST-8 Solüsyonu 

eklendi. IĢıksız ortamda karanlıkta ve 37ºC'de 1-4 saat inkübe edildi.  

Not: Ġnkübasyon süresi, kullanılan hücre tipine ve hücre konsantrasyonuna bağlı olarak 30 dakikadan 

bir geceye kadar olabilir. 

Her deney için inkübayon süresi optimize ediniz. Absorbans OD‘si 460 nm'de ölçülür. 

*Sadece büyüme ortamına sahip blank kuyucukların absorbansı, hücreli kuyucukların değerlerinden 

çıkarılır.  BoĢ kuyuların absorbansı, mikrotitre plakalarının kaynaklarına veya büyüme ortamına bağlı 

olarak değiĢebilir.  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


