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MEME KANSERİ MCF-7 HÜCRE HATTINDA METABOLİK 

YOLLARIN ÇALIŞILMASI 

ÖZET 

Amaç: Meme kanseri, dünya genelinde kadınlarda sık görülen ve ölüme neden olan 

bir hastalıktır. Kemoterapi, meme kanseri tedavisinde temel bir yaklaşımdır. Ancak, 

kemoterapinin etkinliğini azaltan intrinsik veya edinilmiş ilaç direnci, hastalığın ilerlemesi, 

nüks etmesi ve ölümle sonuçlanması gibi önemli engellerle karşılaştırılabilir.  

Doksorubisin (DOX), meme kanseri tedavisinde yaygın olarak kullanılan bir 

antrasiklin kemoterapötik ajandır. DOX, DNA'da serbest radikal aracılı oksidatif hasar 

oluşturarak apoptozu indükleyen bir topoisomeraz II inhibitörüdür.  

Çalışmanın amacı, doksorubisin duyarlı ve dirençli meme kanseri (MCF-7) hücre 

hatlarında hücreler arasındaki farklılıkları araştırmak ve doksorubisine karşı dirence katkıda 

bulunan metabolik aktivitelerde rol oynayan yolaklarda yeni molekülleri keşfetmektir. Bu 

araştırma, meme kanseri tedavisinde alternatif terapi yaklaşımlarının geliştirilmesine katkı 

sağlamayı hedeflemektedir. 

Gereç ve Yöntem: Çalışmamızda, doksorubisin duyarlı ve dirençli MCF-7 hücre 

hattı kullanılmış ve doksorubisinin etkileri incelenmiştir. MTT yöntemiyle 48 saatlik IC50 

konsantrasyonu belirlenmiştir. Ayrıca, metabolik yolakta görev alan 46 gen üzerinde RT-

qPCR yöntemiyle gen ifadesi analizi gerçekleştirilmiştir.  

Bulgular: Doksorubisinin duyarlı ve dirençli MCF-7 meme kanseri hücre hattında 

klinik ilaç olarak etkileri incelenmiştir. 48. saat IC50 değeri 0,0027 μM (p<0,001) olarak 

bulunmuştur. Metabolik yolak analizinde, duyarlı MCF-7 hücre hattında apoptozun 

indüklendiği tespit edilmiştir. 

Sonuç: Doksorubisinin, dirençli MCF-7 hücre hattında bazı yolaklarda direnç 

gösterdiğini, duyarlı olan MCF-7 hücre hattında ise doksorubisinin hücreyi nekrotik sürece 

sürüklediğini ortaya koymuştur. Bu bulgular, doksorubisinin farklı hücre hatları üzerindeki 

etkilerinin anlaşılmasına ve meme kanseri tedavisindeki potansiyel etkinliğinin daha iyi 

anlaşılmasına katkı sağlayabilir. 
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INVESTIGATION OF METABOLIC PATHWAYS IN MCF-7 

CELL LINE FOR BREAST CANCER 

ABSTRACT 

Aim: Breast cancer is a prevalent and fatal disease among women worldwide. 

Chemotherapy is a fundamental approach in breast cancer treatment. However, intrinsic 

or acquired drug resistance that reduces the effectiveness of chemotherapy presents 

significant obstacles such as disease progression, recurrence, and mortality.  

Doxorubicin (DOX) is a widely used anthracycline chemotherapeutic agent in the 

treatment of breast cancer. DOX induces apoptosis by causing free radical-mediated 

oxidative damage to DNA and inhibiting topoisomerase II. 

The aim of this study is to investigate the differences between doxorubicin-

sensitive and resistant breast cancer (MCF-7) cell lines and to discover new molecules 

involved in pathways contributing to resistance against doxorubicin. This research aims 

to contribute to the development of alternative therapeutic approaches in breast cancer 

treatment. 

Materials and Methods: In our study, doxorubicin-sensitive and resistant MCF-

7 breast cancer cell lines were used, and the effects of doxorubicin were examined. The 

48-hour IC50 concentration was determined using the MTT method. Additionally, gene 

expression analysis was performed on 46 genes involved in metabolic pathways using 

the RT-qPCR method. 

Results: The effects of doxorubicin as a clinical drug were examined in 

doxorubicin-sensitive and resistant MCF-7 breast cancer cell lines. The 48-hour IC50 

value was found to be 0.0027 μM (p<0.001). In the metabolic pathway analysis, 

apoptosis was induced in the sensitive MCF-7 cell line. 

Conclusion: Doxorubicin was found to exhibit resistance in certain pathways in 

the resistant MCF-7 cell line, whereas in the sensitive MCF-7 cell line, doxorubicin led 

the cell towards a necrotic process. These findings can contribute to a better 

understanding of the effects of doxorubicin on different cell lines and its potential 

efficacy in breast cancer treatment. 
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1. GİRİŞ 

Meme kanseri, kadınlarda sık görülen ve önemli bir mortalite kaynağı olan 

heterojen kötü huylu tümörlerden biridir. 

Son yıllarda tanı ve tedavi alanındaki ilerlemeler, meme kanserinin erken 

teşhisi ve etkili tedavisi için önemli bir adım olmuştur. Bu ilerlemeler, meme kanseri 

mortalite oranında belirgin bir düşüş sağlamıştır. Meme kanseri tedavisine verilen 

yanıt, meme kanserinin özgül biyolojik özelliklerine bağlıdır ve bu nedenle meme 

kanseri sınıflandırmaları geliştirilmiştir. Bu sınıflandırmalar arasında, diğer türlerden 

daha agresif davranışlar sergileyen üçlü negatif meme kanseri (TNBC) öne çıkar. 

TNBC, östrojen reseptörleri, progesteron reseptörleri ve ERBB2/HER2 proteini için 

negatif test edildiğinde tanımlanır ve genellikle geleneksel sitotoksik sistemik 

kemoterapi ile tedavi edilir. 

Meme kanseri tedavisi, cerrahi müdahale ve çeşitli adjuvan terapilerin bir 

kombinasyonunu içerir. Başlangıç tedavisine genellikle iyi bir yanıt alınsa da, tedavi 

ilerledikçe tümör daha agresif bir fenotipe dönüşebilir ve geleneksel tedavilere direnç 

geliştirebilir. Bu durum, hastalığın nüks etmesine ve günümüz kanser tedavisi için 

temel bir sorun haline gelmesine neden olur. Kemoterapötik ajanlar arasında sıkça 

kullanılan doksorubisin, TNBC'de direnç gelişimine sıkça neden olabilir ve bu da 

çoklu ilaç direncine yol açabilir. Bu nedenle, meme kanseri tedavisinde ilaç direncinin 

gelişimini anlamak ve bu direnci aşmak için yeni stratejiler geliştirmek kritik öneme 

sahiptir. 

Çalışmamızın odak noktası özellikle doksorubisin duyarlı ve dirençli Meme 

Kanseri (MCF-7) hücre hattında metabolik yolakta etkili olan genlerin ekspresyon 

seviyelerini incelemek ve moleküler düzeyde hedefe yönelik yeni inhibisyon 

mekanizmalarını keşfetmektir. Bu bağlamda, hücredeki metabolik yolakların analizi 

yapılarak, hücre yıkımını düzenleyen yolaklar dikkate alınmış ve yeni antitümoral 

hedeflerin belirlenmesi için çalışmalar yürütülmüştür. Elde edilen veriler, farklı 

yolakları hedefleyerek hedefe yönelik bir inhibisyon potansiyelinin varlığını 

araştırmayı amaçlamaktadır. Ayrıca, yaygın olarak bulunan yıkım yolakları göz 

önünde bulundurularak, yeni antitümöral hedeflerin keşfi için çaba harcanmıştır. Bu 

çalışmanın temel amacı, metabolik yolakta etkili olan yeni moleküllerin keşfiyle 
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hücredeki sağkalım ve yaşamsal faaliyetlerdeki kaliteyi artırarak etkin tedavi 

maliyetlerini azaltmaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. MEME KANSERİ  

Meme kanseri, kadınlarda en yaygın görülen kanser türüdür ve yeni tedavilerin 

geliştirilmesine rağmen, son on yılda ölüm oranlarında önemli bir düşüş gözlenmemiştir 

(1). Bu durumun bir kısmı, meme kanserlerinin genetik çeşitliliğinden 

kaynaklanmaktadır. Dolayısıyla, tüm meme kanseri alt tiplerine karşı etkili tek bir tedavi 

mevcut değildir. Meme kanserleri, hormon reseptörü durumları veya BRCA1/2 ve 

PIK3CA gibi belirli mutasyonlar temelinde sınıflandırılabilir (2,3). Bu sınıflandırma, 

meme kanseri vakaları için en uygun tedaviyi belirlemek için biyo belirteç olarak 

kullanılabilir. Ancak, birçok meme kanseri tek bir hedefe odaklanan DNA dizinsinde 

meydaba gelen mutasyonlar içermez ve tümör heterojenitesi nedeniyle, hedefe yönelik 

tedavilerin tüm meme kanseri hücrelerini yok etmesi mümkün olmayabilir (4). 

2.1.1. Meme Kanseri Patolojisi 

Meme kanseri, belirgin patolojik özellikler (örneğin, duktal, lobüler, mükinoz vb.) 

ve moleküler özellikler (örneğin, östrojen reseptörü (ER) ve progesteron reseptörü 

ekspresyonu (PR), HER2 amplifikasyonu ve daha yakın zamanda lümen ve bazal 

kanserler gibi transkriptom temelli sınıflandırmalar) tarafından tanımlanan bir dizi 

hastalıktır (5–7). Dünya Sağlık Örgütü (WHO), meme kanserini histolojik özelliklere 

dayanarak sınıflandırmıştır. Meme kanserinin çoğu, %75-80 oranında invaziv duktal 

karsinoma (IDC) veya %10-15 oranında invaziv lobüler karsinom, klasik tip (ILC) olarak 

sınıflandırılmıştır (8). 

2.1.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi ve Etyolojisi 

2.1.2.1. Epidemiyoloji: Meme kanseri, dünya çapında kadınlarda en yaygın 

görülen malign tümörlerden biridir. Onkolojik hasta popülasyonunun yaklaşık %36'sını 

oluşturarak önemli bir sağlık endişesi oluşturmaktadır (9,10). 2018 yılında yaklaşık 2.089 

milyon kadına meme kanseri tanısı konmuştur. Bu vakaların büyük bir kısmı gelişmiş 

ülkelerde rapor edilmektedir (10,11). Bu artış eğilimi, özellikle kötü beslenme 

alışkanlıkları, nikotin kullanımı, yoğun stres ve düşük fiziksel aktivite gibi Batı tarzı 

yaşam biçimleri ile ilişkilendirilmektedir (11). 
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Meme kanseri taraması genellikle mamografi ile gerçekleştirilir ve özellikle 50-

69 yaş aralığındaki kadınlar için önerilmektedir (9,11). Mamografinin bu yaş grubunda 

yüksek değeri bulunmaktadır. Klasik mamografi, %75-95 hassasiyet ve %80-95 özgüllük 

seviyelerine sahiptir (12). Şüpheli kalıtsal meme kanseri vakalarında, manyetik rezonans 

mamografisi tarama testi olarak kullanılmaktadır. Mamografide şüpheli bir lezyon tespit 

edilirse, genellikle ultrason muayenesi yapılarak ve gerektiğinde tümörün histopatolojik 

muayenesi için kalın iğne biyopsisi yapılır. 

2.1.2.2. Etiyoloji: Meme kanserinin etiyolojisi, çeşitli risk faktörlerinin 

karmaşık etkileşimlerinden kaynaklanmaktadır. Özellikle meme kanseri öyküsü, pozitif 

aile öyküsü, obezite, uzun boyluluk, sigara içme, alkol tüketimi, erken adet görme, geç 

menopoz, hareketsiz yaşam tarzı, çocuksuzluk ve hormon replasman tedavisi gibi 

faktörlerin bir araya gelmesi, meme kanseri gelişimini artırabilir. 

Meme kanseri riskini azaltan faktörler arasında ise çok doğum yapma, emzirme 

öyküsü, fiziksel aktivite ve kilo kaybı bulunmaktadır. Obezite ve doğurganlık gibi 

faktörlerin meme kanseri etiyolojisi üzerindeki etkisi, meme kanseri insidans oranlarının 

yılda yaklaşık %0,5 artmasıyla gösterilmiştir (1). 

Meme kanseri, erkeklerden çok kadınlarda daha sık görülen bir hastalıktır ve yaşla 

birlikte ve ırkla da oldukça ilişkilidir. Birinci derece akrabası meme kanseri olan 

kadınların, hayatları boyunca meme kanseri geliştirme olasılığının iki ila üç kat daha fazla 

olduğu tespit edilmiştir (13). 

2.1.3. Meme Kanseri ile İlişkili Genler  

Meme kanseriyle ilişkili önemli genetik risk faktörlerinden biri aile geçmişidir. 

Bu aile geçmişi olan meme kanseri vakaları, tüm meme kanseri vakalarının %5 ila 

%10'unu oluşturmaktadır (14). BRCA1, BRCA2, p53, PTEN, STK11 ve CDH1 gibi 

yüksek penetranslı mutasyonların yanı sıra, CHK2, ATM, RAD51C, BRIP1 ve PALB2 

gibi daha ılımlı penetranslı varyantların meme kanseri ve hastalığı yatkınlaştırdığı 

bildirilmiştir (15,16). Bu genler arasında BRCA1 ve BRCA2, meme kanseri için ana 

yatkınlık gösteren genler olarak kabul edilir ve genetik test önerilir (17). 

BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarını taşıyan bireylerin meme kanseri geliştirme 

riski %47 ile %87 arasında değişirken, BRCA1 taşıyıcılarının yaşamları boyunca meme 

kanseri geliştirme riski %65 ila %80, BRCA2 mutasyon taşıyıcılarının ise %45 ila %85 
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arasındadır. Yumurtalık kanseri geliştirme riski de önemlidir; BRCA1 taşıyıcılarında 

%37 ile %62, BRCA2 taşıyıcılarında ise %11 ile %23 arasında değişmektedir (18–20). 

Yaklaşık olarak dört veya daha fazla meme kanseri vakası olan ailelerin yaklaşık 

%52'sinde BRCA1 mutasyonları, %32'sinde ise BRCA2 mutasyonları bulunmuştur (21). 

Ancak, BRCA1 ve BRCA2'nin somatik mutasyonları, sporadik meme kanseri 

vakalarında nadirdir (22,23). 40 yaşından önce meme kanserine yakalanan kadınlarda, 

BRCA1 veya BRCA2 mutasyonlarının yaygınlığı, daha yaşlı yaşlarda meme kanseri 

tanısı konmuş kadınlara göre daha yüksektir. 

BRCA mutasyon taşıyıcılarında tanımlanan birkaç tanınabilir histolojik özellik 

bulunmaktadır ve bu mutasyonların yaygınlığı, ilgili popülasyonlarda kurucu 

mutasyonlar olarak erken yaşta hastalığın başlangıcı ile ilişkilendirilmiştir (24–26). 

2.1.4. Meme Kanseri Tedavisi  

Meme kanserinin tüm alt tiplerinin tedavisinde genellikle cerrahi, radyoterapi ve 

kemoterapi gibi yöntemler bir arada kullanılır (27). 

2.1.4.1. Cerrahi: Meme cerrahisinin standart yaklaşımları genellikle 

mastektomi (meme dokusunun tamamen çıkarılması) veya meme koruyucu cerrahi 

(lumpektomi) olarak bilinir. Lumpektomi, meme tümörünün etrafındaki normal dokunun 

bir kısmıyla birlikte tümörün çıkarılmasını içerir (28). 

2.1.4.2. Radyoterapi: Radyoterapi, meme dokusunun bir bölümüne, 

mastektomi sonrası göğüs duvarına ve bölgesel lenf nodlarına uygulanabilir. Mastektomi 

sonrası nüks riski yüksek olan hastalar için bölgesel nod radyasyonuna ek bir radyasyon 

takviyesi yapılabilir. Radyoterapi, kişiselleştirilmiş tedavi ile birlikte eş zamanlı olarak 

uygulanabilir (29). Radyoterapinin önemli yan etkilerinden biri kardiyotoksisite 

olduğundan, kalp ve akciğerlere maruziyeti en aza indirmek önemlidir. Bu nedenle, yan 

etkilerin azaltılması için farklı teknikler kullanılabilir, bunlar arasında yüzüstü pozisyon 

alma, solunum kontrolü veya yoğunluk modülasyonlu radyoterapi bulunur (30). 

Gelişmiş invaziv meme kanseri, radyoterapi direnci gösterebilir (31). Oksijeni 

eksik olan hipoksik tümör mikro çevresi, artmış hücre proliferasyonuna, apoptoz 

direncine ve radyoterapi direncine neden olabilir (32). Radyoterapi, tüm meme kanseri 

alt tiplerini tedavi etmek için kullanılır, ancak üçlü negatif meme kanseri (TNBC) için bu 
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etkisi daha önemlidir, çünkü bu alt tipte kişiselleştirilmiş tedavi yoktur. Meme koruyucu 

cerrahiden veya mastektomiden sonra radyoterapinin TNBC hastalarına faydalı olduğu 

gösterilmiştir (33). 

2.1.4.3. Kemoterapi: Meme kanseri kemoterapisi, birkaç ailenin sitotoksik 

ilaçlarını içerir. Bunlar arasında alkile edici ajanlar, antimetabolitler ve tübülin 

inhibitörleri bulunur (34). Siklofosfamid, DNA zincirlerinin kırılmasına neden olan bir 

nitrojen mostu alkile edici ajanıdır (35). Antarsiklinlerin (doksorubisin, daunorubisin, 

epirubisin ve idarubisin) mekanizması, DNA'ya bağlanarak makromoleküler biyosentezi 

inhibe eder (36). Doketaksel ve paklitaksel gibi taksanlar, mikrotübüllere bağlanır ve 

hücre döngüsünün durmasına ve apoptozun başlamasına neden olabilir (37). 

2.2. HÜCRE METABOLİZMASI  

Hücresel metabolizma, biyolojik fonksiyonların yerine getirilmesi için 

metabolitlerin dönüştürüldüğü kompleks bir biyokimyasal reaksiyon ağıdır (38,39). Bu 

biyokimyasal ağın merkezinde, molekülleri parçalayarak enerji üreten katabolik yollar 

bulunur; elde edilen bu enerji ise biyosentetik süreçler ve mekanik işler için kullanılır 

(40). 

Hücreler, enerji gereksinimlerini karşılamak için genellikle glikoliz ve oksidatif 

fosforilasyon gibi metabolik yolları kullanırlar (41).  Glikoliz, düşük bir verimliliğe sahip 

olmasına rağmen yüksek bir enerji üretme kapasitesine sahiptir; oksidatif fosforilasyon 

ise daha yüksek bir verimlilikle çalışmasına karşın daha az enerji üretir (40–42). Bu 

farklılıklar, düşük enerji taleplerinde saf oksidatif fosforilasyondan yüksek enerji 

taleplerinde karışık oksidatif fosforilasyona ve zorunlu fermantasyona (glikoliz + laktat 

salımı) metabolik bir geçiş olduğunu gösterir (42,43). Örneğin, memelilerde, bu durum 

hücre onarımı gibi yüksek enerji gerektiren süreçlerde yaklaşık 2 mol ATP/L/saat enerji 

tüketiminde ortaya çıkar (43). 

Maksimum büyüme hızını veya genel maksimum metabolik hızı sürdürmek için 

belirli bir enerji talebi gereklidir. Maksimum büyüme hızındaki enerji talebi genellikle 

yalnızca glikoliz yoluyla sağlanabilir (42). 

Hücre metabolizması; makromoleküller ve organel dolu bir hücresel ortamda 

gerçekleşir (44). Moleküler yoğunluk, metabolik enzimlerin ve diğer hücresel 

makromoleküllerin maksimum yoğunluğuna bir sınırlama getirir ve bu nedenle 



 

7 
 

maksimum metabolik hızı kısıtlar (45). Ayrıca, moleküler yoğunluk, düşük metabolik 

hızlarda kısıtsız enzim yoğunluğundan yüksek metabolik hızlarda kısıtlı enzim 

yoğunluğuna bir geçişe işaret eder (46).  Hücreler; metabolik hızı artırmak için metabolik 

enzimlerin yoğunluğunu artırabilir. Yüksek metabolik hızlar için yüksek enzim 

yoğunluğu, yüksek verimli yolların kullanılmasının nedenidir (45,46).  

2.2.1. Glikoz Metabolizması  

Glukoz, vücuttaki enerji metabolizmasında hayati bir role sahiptir. 

Karbonhidratlar ve proteinler, nihayetinde glikoza parçalanır ve bu da memelilerde temel 

metabolik yakıt olarak hizmet eder, aynı zamanda fetusun evrensel bir yakıtıdır. Yağ 

asitleri ise ketonlara metabolize edilir. Ancak, ketonlar glukoneogenezde kullanılamazlar. 

Glikoz, çeşitli karbonhidratların sentezinde birincil öncüdür; bunlar arasında glikojen, 

riboz, deoksiriboz, galaktoz, glikolipidler, glikoproteinler ve proteoglikanlar 

bulunmaktadır. 

Diğer taraftan, bitkilerde glukoz, karbondioksit ve suyun fotosentez yoluyla 

sentezlenmesiyle elde edilir ve nişasta olarak depolanır. Hücresel düzeyde, glikoz 

genellikle dokulara girer ve adenozin trifosfat (ATP)'ye dönüşerek enerji sağlar. ATP, 

vücudun temel enerji birimidir ve hücre zarları boyunca moleküllerin aktif taşınması, kas 

kasılması ve mekanik işlerin gerçekleştirilmesi, sentetik reaksiyonlarla hormonların, 

hücre zarları ve diğer önemli moleküllerin sentezlenmesi, sinir uyarılarının iletilmesi, 

hücre bölünmesi ve büyümesi gibi bir dizi fizyolojik fonksiyonun gerçekleştirilmesine 

katkıda bulunur (47,48). 
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2.2.1.1. Glikoliz: Glikoliz, evrim sürecinde çoğu organizma türünde gelişmiş 

olan ve anaerobik enerji kaynağı olarak işlev gören bir metabolik yol olarak kabul edilir 

(49). Glikoliz, oksijen gerektirmemesine rağmen anaerobik solunumdaki işlevi nedeniyle 

hücresel solunumun başlangıç adımını oluşturur. Bitkilerde, mikroplarda ve hayvanlarda 

bulunan glikoz moleküllerinin oksidasyonunu içerir; bu moleküller genellikle en önemli 

organik yakıt kaynağıdır. Çoğu hücre glikozu tercih ederken (ancak istisnalar arasında 

etanolü tercih eden asetik asit bakterileri gibi örnekler bulunur), glikoliz sürecinde her bir 

glikoz molekülü için 2 ATP molekülü tüketilir ve 4 ATP, 2 NADH ve 2 pirüvat molekülü 

üretilir (50–52). Üretilen pirüvat molekülleri sitrik asit döngüsünde kullanılabilir veya 

diğer reaksiyonların öncüsü olarak görev yapabilir. 

Glikoliz, hücrelerin sitoplazmasında gerçekleşen ve glikozun iki pirüvat 

molekülüne ayrılmasıyla sonuçlanan iki aşamalı bir süreç olarak kabul edilir. Bu süreci, 

biri "yatırım" aşaması ve diğeri "ödeme" aşaması olmak üzere iki aşamada 

değerlendirebiliriz. Her bir reaksiyon, kendi özgün enzimi tarafından katalizlenir ve 

fosfofruktokinaz enzimi, düzenleme için kritik bir rol oynar, çünkü reaksiyon hızını 

kontrol eder (49). 

Glikoliz, hem aerobik (oksijenli) hem de anaerobik (oksijensiz) koşullarda 

gerçekleşir. Aerobik koşullarda, pirüvat sitrik asit döngüsüne katılır ve oksidatif 

fosforilasyon sürecinde net olarak 32 ATP molekülünün üretilmesine yol açar. Anaerobik 

koşullarda ise pirüvat, anaerobik glikoliz yoluyla laktata dönüşür ve bu süreçte 2 ATP 

molekülü üretilir. 

Glikoz, altı karbon atomu ve altı oksijen atomu içeren bir monosakkarittir ve bir 

hekzoz şeklindedir. İlk karbon atomuna bir aldehit grubu bağlıdır ve diğer beş karbon 

atomu üzerinde hidroksil grupları bulunur. Glikoliz sırasında, glikoz sonunda pirüvata 

parçalanırken ve enerji üretilirken toplamda 2 ATP molekülü elde edilir (Glikoz + 2 

NAD+ + 2 ADP + 2 Pi --> 2 Pirüvat + 2 NADH + 2 H+ + 2 ATP + 2 H2O). Hidroksil 

grupları, fosforilasyon reaksiyonlarına izin verir. Glikolizde kullanılan glikozun spesifik 

formu genellikle glukoz 6-fosfattır (53). 
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2.2.1.2. Warburg Etkisi: 1920'lerde, Otto Warburg ve meslektaşları, tümör 

hücrelerinin çevresel dokuda olağanüstü miktarda glukoz tükettiğini gözlemlemiştir ve 

ayrıca, oksijen varlığında bile glukozun laktata fermantasyona uğradığını keşfetmiştir. Bu 

keşif sonrasında "aerobik glikoliz" terimini ortaya çıkmıştır (54). Ancak, sadece 

solunumun tümör canlılığını sürdürebileceği de görülmüştür. Bu nedenle, tümör 

hücrelerinin enerji kaynağını kesmek için hem glukozun hem de oksijenin ortadan 

kaldırılması gerektiği sonucuna varılmıştır (55) . 

1929'da Herbert Crabtree, Warburg'un çalışmasını genişleterek tümörlerde 

glikoliz heterojenliğini incelemiş ve Warburg'un bulgularını doğrulamıştır, ancak 

tümörlerdeki solunumun değişken olduğunu keşfetmiştir (56). Crabtree, tümör 

hücrelerinin sadece aerobik glikoliz sergilemekle kalmadığını, aynı zamanda 

fermentasyonda da değişkenlik gösterebileceğini belirtmiştir. 

Ancak, Warburg daha sonra aerobik glikolizin temelinin işlevsiz 

mitokondrilerden kaynaklandığını öne sürmüş ve bu olayın kanserin başlıca nedeni 

olduğunu iddia etmiştir. Bu fenomen, 1970'lerin başlarında Efraim Racker tarafından 

"Warburg Etkisi" olarak adlandırılmış ve tümörlerin solunum yeteneğini gösteren önceki 

verilere atıfta bulunulmuştur (57). 

Onkogenlerin keşfi, büyüme faktörü sinyalizasyonunun onkogenezde başlatıcı bir 

olay olduğu sonucuna varılmasını sağlamıştır. Böylece, kanser biyolojisinde Warburg'un 

hipotezinin yeniden önem kazanmasını sağlanmıştır (58–61). Ancak, yakın zamanlarda 

yapılan genetik ve farmakolojik çalışmalar, Warburg etkisinin tümör büyümesi için 

gerekliliğini kesin olarak göstermiştir. 

Tümör metabolizması üzerine yapılan orijinal bulguların yeniden gözden 

geçirilmesi, bugün bile hem aerobik glikoliz hem de mitokondriyal metabolizmanın 

hedeflenmesinin gerekliliğini ortaya koymaktadır (62–65). 

2.2.1.3. Trikarboksilik Asit Döngüsü: Sitrik asit döngüsü, hücresel 

metabolizmanın temel bir bileşeni olarak, karbon iskeletlerinin oksidatif 

katabolizmasının son adımlarını gerçekleştirir ve bu süreç, karbonhidratlar, amino asitler 

ve yağ asitleri gibi çeşitli biyomoleküllerin parçalanmasında rol oynar. Her oksidatif adım 

sırasında, nikotinamid adenin dinükleotid (NADH) veya flavin adenin dinükleotid 

(FADH2) gibi bir koenzim azaltılır ve bu azaltılmış koenzimler doğrudan elektron taşıma 

zincirine katılarak, insan vücudundaki ATP üretimine önemli katkıda bulunur. 
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Sitrik asit döngüsüne önemli miktarda karbon girişi sağlayan asetil-CoA, glukoz 

veya yağ asitlerinden türetilebilir. Bu süreç, pirüvatın asetil-CoA'ya enzimatik 

dönüşümünü kolaylaştıran pirüvat dehidrogenaz kompleksi (PDK) tarafından başlatılır. 

PDK, üç protein alt ünitesinden oluşur ve toplamda beş kofaktör gerektirir. Her bir 

kofaktörün özgün rolü ve alt üniteler arasındaki düzenleme, kompleksin etkin bir şekilde 

düzenlenmesini sağlar. Özellikle, PDK'nin glukoz metabolizmasının temel bir 

düzenleyicisi olduğu bilinmektedir. 

PDK'nin düzenlenmesi kovalent modifikasyon, alosterik düzenleme ve 

transkripsiyonel düzenleme mekanizmaları aracılığıyla gerçekleşir. Kovalent 

modifikasyon, PDK'nin fosforilasyonunu içerir ve bu, PDK aktivitesinin azalmasına 

neden olur. Fosforilasyon durumunu düzenleyen PDK kinazı ve fosfataz gibi enzimler, 

kompleksin aktivitesini ayarlar. Alosterik düzenleme, ürün inhibisyonu veya substrat 

aktivasyonu gibi doğrudan mekanizmalar aracılığıyla PDK'nin aktivitesini etkiler. Son 

olarak, transkripsiyonel düzenleme, oruç ve beslenme koşullarında üretilen enzim 

miktarına bağlıdır (66). 

Asetil-CoA'nın sentezlenmesinden sonra, sitrik asit döngüsü olarak da bilinen 

metabolik bir süreç başlar. Bu döngü, mitokondrial matriks içinde sekiz adımdan oluşur 

ve asetil gruplarının son oksidatif adımlarını içerir. Bu süreçte, iki molekül karbondioksit 

gazı salınır ve azalmış koenzimler (NADH, GTP ve FADH2) üretilir. Bu redoks 

reaksiyonlarının ayrıntılı mekanizmaları, moleküler düzeyde daha iyi anlaşılabilir (66–

68).  

2.2.1.4. Oksidatif Fosforilasyon: Normal hücrelerin enerji metabolizması, 

dengeli bir durumda sürdürülür. Oksijen varlığında, kısmi metabolitler mitokondrilerin iç 

zarındaki solunum zinciri enzim kompleksleri I-IV aracılığıyla iletilir ve adenozin 

trifosfat sentazın (ATPaz) oksidatif fosforilasyonuyla nihayetinde adenozin trifosfatlar 

(ATP'ler) sentezlenir (69,70), ki bu sadece tüm hücre enerji kaynağının küçük bir kısmını 

oluşturur. Hücreler iskemi ve hipoksiye maruz kaldığında hücresel enerji kaynağını 

sürdürmek için daha fazla glikolizle ilişkili enzim aktive edilir (71). Ancak, 1920'lerde 

Otto Warburg'un öncü çalışması, normal hücrelerin oksidatif fosforilasyon aracılığıyla 

enerji ürettiğine karşın, tümör hücrelerinin oksijen arzı yeterli olsa bile enerjiyi genellikle 

glikoliz yoluyla ürettiğini göstermiştir (55). Tümör hücrelerindeki bu anormal metabolik 

durum, normal ve tümör hücreleri arasındaki en önemli metabolik fark olarak adlandırılan 
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Warburg Etkisi olarak adlandırılır. Warburg Etkisi, fenotip, madde metabolizması, 

moleküler düzenleme, proliferasyon, invazyon, bağışıklık kaçışı ve anjiyogenez uyarımı 

gibi tümör hücrelerinin oluşumu ve gelişimi ile ilişkilendirilen çeşitli özelliklerden 

sorumludur (72–74). 

Genellikle oksijen varlığında glikoliz, glukoz molekülü başına sadece iki ATP 

üretir, bu da oksidatif fosforilasyon aracılığıyla yaklaşık olarak her glukoz molekülü 

başına üretilen ~38 ATP'den çok daha düşüktür. Bu nedenle, enerji kaynağı için, enerji 

üretiminin sonraki aşamasında genellikle artan glikoliz yerine, tümör hücrelerinin 

karmaşık ve enerji gereksinimlerini karşılamak için mitokondriyal oksidatif 

fosforilasyonu kullanılmalıdır. Genellikle tümör hücrelerinde glikolizin toplam ATP'ye 

katkısı %1 ile %64 arasında değişmektedir (75). Ancak, daha fazla araştırma verisi ile, 

tümör hücrelerinin hala göreceli olarak tam mitokondri ve oksidatif fosforilasyon 

yeteneğini koruduğu ortaya çıkmıştır. 

Glikoliz ile tümör hücreleri belirli koşullar altında mitokondriyal oksidatif 

fosforilasyonu kullanmaya teşvik edilebilir ve tümör hücrelerinin koruduğu 

mitokondriyal oksidasyon kapasitesi sadece enerji talebini karşılamakla kalmaz. Bu 

ayarlanmış eylemler, başlıca olarak anormal fenotipleri, fonksiyonel dönüşümleri veya iç 

ve dış uyarıcılardan kaynaklanan diğer fiziksel ve kimyasal faktörleri tetikler (76,77).  

Glikoliz ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyon, tümör hücrelerinin metabolik 

plastisitesi adı verilen çeşitli ve sofistike bir metabolik fenotipi oluşturur. Tümör 

hücrelerinin metabolik plastisitesi, hücrelerin hücre içi ve hücre dışı ortamlara uyum 

sağlamalarını sağlayarak tümör oluşumu ve gelişiminin tüm yönlerinde yüksek plastiklik 

ve yayılabilirlik kazanmalarını sağlar (78,79), bunlar arasında başlangıç ve ilerleme yer 

alır.  

Ancak, tümör hücrelerinin glikoliz ve oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) 

dengesini dengelemek için gen düzenlemelerini nasıl koordine ettikleri ve bunun 

sonucunda metabolik plastisitelerini düzenleyerek oluşumlarını ve gelişimlerini nasıl 

etkiledikleri hala bilinmemektedir. Bu konu soruları aynı zamanda mevcut araştırmanın 

odak noktaları ve zorluklarıdır ve klinik tedavi için fırsatlar ve zorluklar getirir. Tümör 

oluşumu süreci tümör oluşumunun başlatılması, kontrolsüz proliferasyon, 

programlanmamış hücre ölümü, tümör mikroçevresinin (TME) gelişimi ve invazyon ve 

göç yeteneğinin kazanılması gibi birçok aşamayı içerir (80).  
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Başlangıç aşamasını takiben tümör hücrelerinin ilerlemesi, hücre döngüsü 

bozuklukları ve immün gözetim fonksiyonunun bozulması ile bir dizi gen mutasyonu 

veya genom değişiklikleri tarafından tetiklenir, bu da hücrelerin sürekli bölünmesine, 

apoptozdan kaçınmalarına, immün fagositoza kaçınmalarına ve büyümeyi 

engellemelerine neden olur (81–84). Bu kontrolsüz hücre durumu giderek birikir ve 

nihayetinde tümör oluşumuna yol açar. Tümör oluşumunun başlangıç aşamalarında, 

birçok metabolik yolun tümör oluşumunda ve gelişiminde önemli düzenleyici roller 

oynayabileceği ortaya çıkar (85–87). Daha da önemlisi, yoğun büyümenin ihtiyaçlarını 

karşılamak için kanser hücreleri, birçok onkogeni içeren metabolik modelini ayarlamak, 

bütünleştirmek ve değiştirmek zorundadır (88, 89). Glukoz taşıyıcı tip 3'ün (GLUT3) 

non-malignant meme kanseri hücrelerinde aşırı ekspresyonu, epidermal büyüme faktörü 

reseptörünün (EGFR), MAP kinaz-aktive protein kinazının (MAPK), RAC-beta 

serin/treonin protein kinazının (Akt) ve diğer sinyal yolaklarının aktivasyonunu artırabilir 

ve glukoz metabolizmasını ve ilgili onkogenlerin ekspresyonunu artırarak hücre 

dönüşümü riskini artırabilir (90). 

Sınırsız proliferasyon yeteneğine sahip tümör hücreleri, çevresel ortamda normal 

hücreleri yavaşça değiştirir, mümkün olan tüm besin maddelerini emer, anjiyogenezi 

teşvik eder ve daha sonra kanser hücrelerini daha da geliştirir. Ortam büyüme ihtiyaçlarını 

karşılayamadığında, tümör hücreleri endojen düzenleyici moleküllerin ifade modelini ve 

hücre fenotipini değiştirir, invazyon faktörleri salgılar, TME'yi dışarıdan etkiler, kan 

dolaşımına nüfuz eder ve dışarıya doğru yayılır. Bu süreçte, tümör hücreleri metabolik 

plastisite düzenlemesi yoluyla adaptif stratejilerini ayarlar, bu da besin maddelerinin 

emilim modunu ayarlamak gibi değişiklikleri içerir ve bununla birlikte glikolizden 

OXPHOS'a dönüşümü içerir (91,92). Başka bir örnek, infiltratif bağışıklık hücrelerinin 

metabolik yeniden düzenlenmesine yol açarak sonunda kaçınmasına izin vermek için 

tümör mikroçevresini laktik asit salgılayarak ayarlamaktır (93–96). 

Daha sonra, metastatik tümör hücreleri kan ve lenfatik dolaşım yoluyla seyahat 

eder, çeşitli yollarla bağışıklık hücrelerinin gözetiminden kaçar, kan damarı duvarını 

infiltr eder ve ardından karşılıklı dolaşım için ikinci dikilebilir alanı ulaşır. Bu süreçte, 

tümör hücreleri de glikoliz ve OXPHOS'un metabolik süreçlerini yeniden düzenleyerek 

birçok şekilde metastaz yeteneklerini ve invazyonlarını etkileyebilir (97–100). 
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Bu nedenle, tümör hücre gelişiminin tüm aşamalarında, bazı faktörlerin ve 

yolların gelecekteki tümör eğilimlerini etkileyebileceği, dolaylı veya dolaylı olarak 

metabolizmayı düzenlediği ve metabolik plastisitenin düzenlenmesinin de tümör 

hücrelerinin hızlı büyümesini ve diğer ihtiyaçlarını etkileyebileceği unutulmamalıdır 

(101). Glikoliz ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyon arasındaki plastisitenin 

düzenlenmesi, tümör hücrelerinin temel özelliklerinden biridir (89,101). Bu metabolik 

plastisite, aynı zamanda antikanser ilaçların performansını da etkiler. 

2.2.1.5. Glukoneogenez: Glikoneogenez, glukozun olmayan karbonhidrat 

substratlarını (örneğin laktat, amino asitler ve gliserol) glukoza dönüştüren biyokimyasal 

bir süreçtir. Bu süreçte, laktat ve alanin gibi substratlar öncelikle pirüvate dönüştürülür. 

Daha sonra, pirüvat mitokondriye girer ve pirüvat karboksilaz enzimi tarafından 

oksaloasetata karboksile edilir. Oksaloasetat, malata indirgenir ve sitoplazmaya taşınmak 

üzere geri dönüştürülür (102,103). Sonrasında, sitoplazmik PEP karboksikinaz enzimi 

tarafından fosfoenolpirüvate dekarboksilasyon gerçekleştirilir ve fosforile edilir. Bu 

aşamadan sonra, PEP glikoneojenik döngüye dahil olur. Ters glikoliz adı verilen bir dizi 

adımdan sonra, fruktoz 1,6-bifosfat verimli bir şekilde fruktoz 6-fosfata dönüştürülür. Bu 

dönüşüm, fruktoz 1,6-bifosfataz ve fosfoglukoizomeraz enzimleri tarafından 

gerçekleştirilir. Son olarak, glukoz-6-fosfat, glukoz-6-fosfataz enzimi tarafından 

defosforile edilerek glukoza dönüştürülür. Diğer glikoneojenik amino asitler, örneğin 

aspartat ve glutamat, alanin veya glikoneojenez için trikarboksilik asit döngüsündeki 

belirli ara maddelere daha dolaylı yollarla dönüştürülürler. Adipoz doku içinden 

plazmaya salınan gliserol, karaciğerde alınır ve daha sonra glukoneojenik yola giren 

dihidroksiaseton fosfatına dönüştürülür. 

Glikoneogenez teorik olarak glikolizle ters yönlüdür, ancak glikolizde üç ana 

irreversible kinaz reaksiyonu, yani glukokinase, fosfofruktokinaz-1 ve pirüvat kinazı 

tarafından katalizlenirken, glikoneojenezde bu reaksiyonlar dört benzersiz glikoneojenik 

enzim olan pirüvat karboksilaz, fosfoenolpirüvat karboksikinaz, fruktoz 1,6-bifosfataz ve 

glukoz-6-fosfataz tarafından aşılmaktadır (104). 

2.2.1.6. Pentoz Fosfat Yolu: Pentoz Fosfat Yolu (PPP), aynı zamanda heksoz 

monofosfat şanti veya fosfoglukonat yol olarak da bilinir ve glukoz metabolizmasında 

önemli bir rol oynar. PPP, riboz-5-fosfat (R5P) üretiminde kritik bir rol oynar ve 

sitoplazmik redüksiyon-oksidasyon (redoks) homeostazını düzenler (105).  
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Diğer metabolik yollar gibi, PPP tarafından ATP üretilmez. Ancak, hücrenin 

hayatta kalması ve çoğalması için kritik olan NADPH ve R5P'nin ana kaynağıdır. 

NADPH, yağ asitleri, steroidler, nükleotidler ve gerekli olmayan amino asitlerin 

biyosentezi için gereken bir indirgeyici kofaktördür (106). R5P ise nükleotid sentezi için 

gereklidir.  

Bu nedenle, PPP, neoplastik dönüşüm için temel bir glukoz katabolik ve 

indirgeyici anabolik yol olarak hizmet eder. Ayrıca, PPP enzimleri arasında yer alan 

G6PD gibi enzimlerin, kanser önleme ve tedavisi için önemli olduğu gösterilmiştir (105). 

PPP'nin oksidatif fazının ilk ve hız sınırlayıcı enzimi olan G6PD, birçok kanser 

tipinde yukarı regüle edilmiştir. G6PD'nin aşırı ifadesi, DNA sentezi, DNA onarımı, 

hücre döngüsü düzenlemesi, redoks homeostazı, çoğalma, epitelyal-mesenkimal geçiş, 

invazyon ve metastazı etkilerken, artmış G6PD aktivitesi tümör hücrelerinin 

kemoterapotik ilaçlara direncini teşvik etmektedir. Bu nedenle, G6PD inhibisyonunun, 

tümör hücrelerinde kemoterapi direncini tersine çevirmede faydalı olduğu gösterilmiştir 

(107). 

2.2.2. Protein Metabolizması  

Proteinler, hücresel aktivitelerin ve vücut metabolizmasının birçok yönünün 

temelini oluşturan önemli makrobesin maddeleridir. Protein sentezi, başlıca amino asit 

(AA) miktarı tarafından kontrol edilir ve bu miktar, sentez için gereken protein sayısı ve 

sentetik süreci sürdürmek için gereken enerji gereksinimleriyle doğrudan ilişkilidir (108). 

Amino asitler (AA'ler), vücut içinde birçok kritik fonksiyonu yerine getirirler. 

Memeliler için azotun temel kaynağı olduklarından, AA'lerin sağladığı azot, ana enerji 

molekülleri (örneğin, ATP, ADP, IMP) ve/veya nükleik asitlerin (örneğin, DNA/RNA) 

öncüllerinin sentezi için kritik öneme sahiptir. Ayrıca, nitrik oksit (NO) gibi önemli 

biyokimyasal sinyal yolaklarını düzenleyebilecek bileşiklerin üretiminde de kullanılırlar. 

İskelet kaslarından ve/veya dolaşan visseral proteinlerden salınan AA'ların 

deaminasyonu, sonraki biyokimyasal dönüşümler için uygun olan oksijen ve hidrojen 

bakımından zengin bir karbon iskeleti oluşturur (108). 

Bu karbon iskeleti, karaciğer tarafından glukoneogenez yoluyla glikoz ve lipidler 

gibi diğer önemli makromoleküllerin üretimi için kullanılabilir. AA kaynaklı karbon 

iskeleti ayrıca Krebs döngüsünü besleyen ara maddelerin üretiminde kilit rol oynar ve 
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daha sonra enerji ve/veya diğer metabolik ara maddelere dönüştürülür. Bu nedenle, 

AA'lar, vücut metabolik ihtiyaçlarına bağlı olarak enerji, karbonhidratlar, lipitler ve 

biyokimyasal ara maddelere dönüştürülebilen "biyokimyasal totipotent moleküller" 

olarak değerlendirilebilirler (109,110). 

2.2.3. Lipid Metabolizması  

Lipitler, proteinler ve nükleik asitlerle birlikte biyolojik zarların temel bileşenleri 

ve hücreleri oluşturan yapı taşlarıdır. Ayrıca, lipitler enerji depolama ve 

metabolizmasında kullanılır ve birçok hücresel aktivite için sinyal molekülleri olarak 

önemli roller üstlenir. Lipid metabolizmasının düzenlenmesi, lipid alımı, sentezi ve 

hidrolizi gibi süreçler, hücresel homeostazın korunması için esastır (111). Tümör 

ilerlemesi sırasında besin maddelerinin sürekli olarak değiştiği tümör mikroçevresinde 

kanser hücreleri, hızlı proliferasyon, hayatta kalma, göç, invazyon ve metastazlarını 

desteklemek için lipid metabolizmasını kullanır.   

Glikolipitler ve fosfolipitler (fosfogliseritler ve sfingolipitler alt kategorilere 

ayrılır), kolesterol ile biyolojik zarların başlıca bileşenlerini temsil eder. Kolesterol ayrıca 

yağda çözünebilen vitaminlerin ve steroid hormonlarının sentezi için bir substrattır (112).  

Glikolipitlerin ve fosfolipitlerin başlıca bileşenleri olarak yağ asitleri (YAs), 

trigliseritler oluşturmak için bir gliserol parçasıyla esterleştirilebilir. Bunlar, yüksek besin 

maddesi bulunabilirliğinde sentezlenen ve lipid damlacıklarında depolanan polar 

olmayan lipitlerdir ve enerji stres koşullarında ATP üretmek için yağ asidi oksidasyonu 

(FAO, aynı zamanda β-oksidasyon olarak da adlandırılır) ile hidrolize edilir. Enerji 

metabolizması ve zar oluşumunun yanı sıra, lipitler, zar lipitlerinin fosfolipaz bağımlı 

hidrolizasyonu ve esansiyel FA'ların sentezi yoluyla türetilen ikincil habercileri 

oluştururlar.  

Bunların bulunabilirliği büyük ölçüde diyetle alınan lipitler tarafından belirlenir 

(113). Fosfolipazlar (PLC, PLD ve PLA), diasilgliserol, fosfatidik asit, lizofosfatidik asit 

ve arakidonik asit gibi birçok biyoaktif ikincil haberci üretebilirler. Bu moleküller, RAS, 

fosfoinositid 3-kinazları (PI3K'ler), protein kinaz C, RAC, RHO ve tümör oluşumunu 

teşvik edebilen diğer birkaç sinyal ekseni aktivasyonunu tetikler (113,114).  

Ayrıca, oksisterol ve kolesterol de dahil olmak üzere steroller, sterol regülatör 

element (SRE) bağlayıcı protein (SREBP) aktivasyonunun downstream gen ekspresyonu 
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için kritik düzenleyicileridir ve bu nedenle seviyeleri kanserde lipojenezi etkiler. 

Kolesterol, sinyalleşme için lipid raftlarının bir bileşenidir ve Hedgehog sinyalleşme 

aktivasyonu için Hedgehog ve Smoothened proteinlerini kovalent olarak modifiye 

edebilir (115,116). 

2.3. ENERJİ METABOLİZMASI 

Yaşayan hücrelerdeki büyüme, substrat katabolizması ile net biyokütle oluşumu 

ve bakım süreçlerinin birleşimi sonucu meydana gelir. Bu süreçler, iyonik gradyanların 

sürdürülmesi, protein, lipid ve nükleik asit dönüşümü gibi metabolik süreçlerin yanı sıra 

ATP/ADP ve NADH/NAD+ moleküllerinin etkileşimlerini içerir. Büyüme esnasında, 

anabolik yollar ATP tüketir ve NADH üretirken, katabolik yollar, örneğin mitokondriyal 

oksidatif fosforilasyon, ADP ve Pi'den ATP sentezler ve NADH'yi NAD+ haline 

dönüştürerek enerji sağlar. Dolayısıyla, büyüme için gerekli olan hem ATP hem de 

NAD+ molekülleri, bu moleküllerin bulunabilirliğine bağlıdır. Hücre enerji 

metabolizması, ATP sentezi ile ilişkili olan metabolik yolları içerir ve NADH 

dönüşümüne bağlıdır (117).  

ATP sentezi, ya substrat düzeyinde fosforilasyon yoluyla (glikoliz ve Krebs 

döngüsü) ya da oksidatif fosforilasyon yoluyla gerçekleşir. NADH, fermantasyon veya 

mitokondri iç zarındaki solunum zinciri ile oksitlenebilir. Glikoliz, glukozun pirüvate 

katabolizasyonunu sağlar ve her bir glukoz molekülü başına 2 ATP üretir. Mitokondriyal 

oksidatif fosforilasyon, mitokondri iç zarında bulunur ve redoks enerjisini fosfat 

potansiyeline dönüştürürken, proton elektrokimyasal potansiyeli membran boyunca bir 

araç olarak kullanır. Solunum zinciri, redoks reaksiyonlarını çiftleştirerek protonları 

dışarıya atarak enerji üretir (117). 

2.4. ANTRASİKLİNLER  

Antrasiklin antibiyotikler, aktinobakteri Streptomyces peucetius'tan izole edilen 

doğal ürünlerdir. Daunorubisin (DNR) fare modellerinde tümör küçülmesini indükleyen 

ilk bileşik olmuş ve sonrasında pediyatrik akut lösemi tedavisinde etkileyici klinik 

aktivite göstermiştir (118). 1970'lerdeki daha fazla araştırma, hidroksile daunorubisin 

türevidir ve son derece geniş bir terapötik aktiviteye sahip olan doksorubisinin (DOX) 

keşfine yol açmıştır. DOX, Hodgkin dışı lenfoma, Hodgkin lenfoma, multipl miyelom ve 

ayrıca akciğer, over, mide, tiroid, meme, sarkom ve pediyatrik kanserler dahil olmak 
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üzere birçok tümör türünün tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Buna karşılık, 

DNR genellikle akut lösemi indüksiyon tedavisinde sınırlıdır (119). 

Epirubisin (EPI), mide ve meme kanseri tedavisinde etkin olan daha az 

kardiyotoksik bir doksorubisin analogudur. IDA, akut miyeloid lösemi (AML) 

indüksiyon tedavisi için geliştirilmiş bir daunorubisin analogudur ve son olarak, erken 

mesane kanserinin intravezikal tedavisinde etkili olan bir antrasiklin olan valrubicin 

bulunmaktadır. Antrasiklinler, onkolojide kullanılan diğer herhangi bir antitümör ilaca 

kıyasla en geniş klinik kullanım aralığına sahiptir. Kardiyak toksisite ve 

miyelosupresyonu içeren iyi tanımlanmış bir toksisite profiline rağmen, antrasiklinler 

sıkça kombinasyon kemoterapi rejimlerinde kullanılmaktadır (119). 

Tüm antrasiklinler, bir glisidik bağ ile bir aminoşeker olan daunosamin ile bağlı 

bir kinon içeren rijit planar aromatik bir halka yapısını paylaşır (118). Antrasiklin halka 

yapısında ortak bir kinon parçasının bulunması önemli bir klinik öneme sahiptir. Bu 

kimyasal grup, antrasiklin kaynaklı kardiyotoksisiteye neden olduğuna inanılan son 

derece reaktif kimyasal türlerin oluşumuna neden olabilen oksidasyon-indirgeme 

reaksiyonlarına kolayca katılabilir.  

DOX, yalnızca bir C-14 hidroksil grubunun varlığı ile DNR'den farklıdır. EPI, 

DOX'un epimeridir ve sadece şeker üzerindeki C-4 hidroksil grubunun yöneliminde 

farklılık gösterir. Bu mütevazı yapısal değişiklik, EPI'nin kardiyak toksisitesini azaltırken 

geniş antikanser aktivitesini korur. IDA, C-4 metoksi grubu olmayan bir DNR 

analoğudur, bu da artmış lipofiliklik sağlar.  

Antrasiklinlerin karmaşık aromatik yapıları nedeniyle, ultraviyole ve görünür ışığı 

emerler ve bileşiklere derin turuncu-kırmızı bir renk sağlarlar. Fotosensitif olduklarından, 

hazırlık ve uygulama sırasında doğrudan ışığa maruz kalmaktan kaçınılmalıdır. 

Başlangıçta, antrasiklinlerin etki mekanizması kesin olarak tanımlanmamıştır (120). 

DNA interkalasyonu, antrasiklinlerin tanımlanan ilk etki mekanizmasıydı. 1984'te, klinik 

kullanımın yirmi yılının ardından, kesin etki hedefi topoisomeraz IIα enzimi (TOPO IIα) 

olarak karakterize edilmiştir (121,122). Antrasiklinler, TOPO IIα'nın religasyon 

reaksiyonunun inhibisyonunu indükleyerek proteinle bağlantılı çift ve tek sarmal DNA 

kırıklarının birikimine neden olur, bu da nihayetinde sitotoksik DNA hasarı ve hücre 

ölümüne yol açar. Bununla birlikte, antrasiklinlerin DNA TOPO IIα kesikleme 

kompleksini nasıl stabilize ettiğiyle ilgili kesin adımlar tam olarak anlaşılmamıştır ve 
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aslında DNA interkalasyonundan bağımsız olabilir. Gen mutasyonları veya TOPO IIα'nın 

indirgenmesi sonucu oluşan ilaç direnci laboratuvar çalışmalarında karakterize edilmiştir 

(122). 

Antrasiklinler, hücrelere pasif difüzyon yoluyla girer. Bu, hücre içinde 

birikimlerinin, hücre dışındaki ilaç seviyelerinden 10 ila 500 kat daha yüksek 

konsantrasyonlara ulaşmasına neden olur. Antrasiklinlerin tümü, P-glikoprotein aracılı 

ilaç atılım pompası için substratlardır. MDR-1 ile ilişkili pleiotropik ilaç direnci, 

hematolojik ve pediatrik kanserlerin tedavisinde ve meme kanseri gibi diğer tümörlerde 

klinik ilaç duyarlılığının ana belirleyicisi olabilir (123). 

2.4.1. Doksorubisin  

Doksurubisin, Streptomyces peucetius bakterisinden elde edilen bir antibiyotiktir 

ve 1960'lardan beri kemoterapötik bir ajan olarak geniş bir kullanıma sahiptir. 

Doksurubisin, kemoterapötik ajanların antrasiklin grubunun bir parçasıdır; diğer 

antrasiklinler arasında daunorubisin, idarubisin ve epirubisin bulunur. Genellikle, 

doksurubisin, yetişkin ve pediatrik hastalarda katı tümörlerin tedavisinde kullanılan bir 

ajandır. Doksurubisin, yumuşak doku ve kemik sarkomalarını, meme, yumurtalık, 

mesane ve tiroid kanserlerini tedavi etmek için kullanılabilir. Ayrıca, akut lenfoblastik 

lösemi, akut miyeloblastik lösemi, Hodgkin lenfoma ve küçük hücreli akciğer kanserini 

tedavi etmek için de kullanılır (124–127).  

Doksurubisinin temel etki mekanizması, ilacın DNA baz çiftleri arasına girmesi 

yeteneğiyle, DNA ipliklerinin kırılmasına ve hem DNA hem de RNA sentezinin inhibe 

edilmesine neden olmasıdır. Doksurubisin, topoisomeraz II enzimini inhibe ederek, DNA 

hasarına ve apoptozun indükle edilmesine neden olur. Demir ile birleştiğinde, 

doksurubisin ayrıca serbest radikal aracılığıyla DNA'ya oksidatif hasar da meydana 

getirerek, DNA sentezini daha da sınırlar (128).  

2.5. HÜCRE ÖLÜM MEKANİZMALARI  

Hücre ölümü, genellikle apoptoz ve nekroz olmak üzere iki ana sınıfa ayrılır. 

Apoptoz, çeşitli hücresel sinyal yolakları tarafından düzenlenen bir tür "programlanmış 

hücre ölümü" olarak tanımlanır ve hücre içinde bir intihar mekanizması olarak işlev görür 

(129). Bir hücrenin apoptotik olarak sınıflandırılabilmesi için, nükleer yoğunlaşma ve 

parçalanma, kromozomal DNA'nın internükleozomal fragmanlara bölünmesi ve ölü 
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hücrenin apoptotik cisimlere paketlenmesi ve plazma membranının bütünlüğünün 

korunması gibi belirli morfolojik özelliklerin gözlemlenmesi gerekir. Apoptotik cisimler 

daha sonra fagositoz yapan hücreler tarafından tanınır ve uzaklaştırılır; bu nedenle 

apoptoz sırasında etrafında iltihaplanma olmaz. Apoptozun morfolojik özellikleri, 

kaspazların (sistein proteazlarının) ölüm reseptörü bağlanması veya mitokondrilerden 

apoptotik aracıların salınması gibi süreçlerle aktive edilir. Apoptoz sırasında enerji 

tüketimi olması nedeniyle ATP gereklidir; bu nedenle apoptoz, düzenli ve düzenlenmiş 

bir ölüm sürecidir. 

Apoptozun aksine, nekroz geleneksel olarak bir intihar mekanizması değil, bir tür 

pasif hücre ölümü şekli olarak kabul edilmiştir. Nekroz, hücrenin ATP tükenmesi sonucu 

biyoenerjetik bir felaketin meydana gelmesiyle ortaya çıkar ve genellikle toksik saldırılar 

veya fiziksel hasar gibi hücresel 'kazalar' tarafından tetiklenir. Nekroz sırasında 

sitoplazmanın boşalması, plazma membranının parçalanması ve ölü hücre çevresinde 

iltihaplanmanın indüklenmesi gibi belirgin morfolojik özellikler görülür. Nekroz 

sırasında, genellikle nükleer morfolojide değişiklikler meydana gelir ancak apoptotik 

hücre ölümünün karakteristik özelliği olan organize kromatin yoğunlaşması ve DNA'nın 

200 bp fragmanlara parçalanması gözlenmez.  

Son yıllarda, hücrelerin apoptoz dışındaki mekanizmalarla da ölebileceği fikri 

giderek kabul görmektedir. Bu alternatif hücre ölümü mekanizmaları programlanmış 

nekroz veya otofajik hücre ölümü olarak adlandırılır ve sınıflandırılır. 'Programlanmış' 

terimi, hücresel sinyal yollarının nekrozu belirli uyarıcılara yanıt olarak 'kazara' değil, 

belirli bir program dahilinde başlattığını ima eder. Programlanmış nekroz kavramı 

literatürde birkaç yıldır mevcuttur. İki süreç arasında morfolojik benzerlikler olmasına 

rağmen, otofajik hücre ölümü geleneksel olarak nekrozdan ayrı bir non-apoptotik ölüm 

biçimi olarak sınıflandırılmıştır. Otofajı, kelimenin tam anlamıyla, kendini yemek 

anlamına gelir. Bu süreçte, hücreler besin stresi dönemlerinde hayatta kalma 

mekanizması olarak enerji üretimi için hücresel bileşenlerin parçalanmasına başlarlar. 

Otofajı süreci, çift zarlı bir vezikülün oluşumuyla başlar ve sitoplazmanın ve organelin 

içeri alınmasını sağlar. Bu otofagosom daha sonra içeriği parçalayıp geri dönüştüren 

lizozomla birleşir. Otofajı, hücrenin enerjiye ihtiyaç duyduğu zamanlarda hücreye enerji 

sağlamakla birlikte, zarar görmüş organel ve uzun ömürlü proteinlerin dönüşümü için de 

bir mekanizma sağlar.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu araştırma projesi Sağlık Bilimleri Üniversitesi, Hamidiye Sağlık Bilimleri 

Enstitüsü Bilimsel Araştırma Projeleri (BAP) destekleme birimi desteğine başvurulmuş 

ve gerekli izin alınmıştır. Araştırmanın laboratuvar çalışmaları Sağlık Bilimleri 

Üniversitesi Eczacılık Fakültesi laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. 

3.1. KULLANILAN MALZEMELER  

 

3.1.1. Kullanılan Kitler 

Çalışma kapsamında kullanılan kitler Tablo 3.1.’ de belirtilmiştir.  

 

Tablo 3.1: Kullanılan kitler 

Kullanılan Kitler 

RNA izolasyon Kiti (Analytik Jena Innuprep) 

CDNA Sentez Kiti (SensiFast BioLine) 

MTT Hücre Canlılık Kiti (Roche) 

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD) 

 

3.1.2. Kullanılan Sarf Malzemeler 

Çalışma kapsamında kullanılan sarf malzemeler Tablo 3.2’ de belirtilmiştir. 
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Tablo 3.2: Kullanılan sarf malzemeler 

Kullanılan Sarf Malzeme 

MCF-7 Hücre Hattı (ATCC No; HTB 22) 

Doksorubisin Antrasiklin 

DMEM high-glucose (Euroclone) 

L-glutamin-100X (Euroclone) 

Penisilin/streptomisin 100X (Euroclone) 

SYBR Green Master mix (Euroclone) 

qPCR Primer Seti (Sigma-Aldrich) 

Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich) 

Tripsin- EDTA %0,25 (Merck-Millipore) 

Dulbecco’s Fosfat Tampon Çözeltisi (DPBS) (Merck-Millipore) 

Tripan mavisi (Merck-Millipore) 

Diimetil Sülfoksit (DMSO) (Merck-Millipore) 

Etil Alkol (Merck - Millipore) 

Flow (akış) Sitometre Solüsyonu (Beckmann Coulter) 

25 cm2 hücre kültürü flaskı (EuroClone) 

75 cm2 hücre kültürü flaskı (EuroClone) 

100 mm hücre kültürü petri (EuroClone) 

qPCR Plakaları (Axygen) 

0,25μm şırınga ucu filtre (Merck-Millipore) 

50 ml enjektör (steril) (Beybi) 

2 ml kriyotüp (Sorfa) 

Hücre Sayım Kartuşu TC10/20 (BioRad). 

2 ml Santrifüj Tüpü (İsolab) (Eurclone) 

15 ml Santrifüj Tüpü (İsolab) 

50 ml Santrifüj Tüpü (İsolab) 

5 ml serolojik pipet (Euroclone) 

10 ml serolojik pipet (Euroclone) 

25 ml serolojik pipet (Euroclone) 

10 μl filtreli pipet ucu (EuroClone) 

100 μl filtreli pipet ucu (EuroClone) 
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3.1.3. Kullanılan Cihazlar 

Çalışmada kapsamında kullanılan cihazlar Tablo 3.3’ de belirtilmiştir. 

 

Tablo 3.3: Kullanılan cihazlar listesi 

Kullanılan Cihaz 

qRTPCR Cihazı Analytik Jena QTower3 

Semi-Dry Western Blot Sistemi (Analytik Jena) 

Sınıf II Hücre kültürü kabini Eurclone (Safemate Eco 1,2) 

Hücre sayım cihazı (Biorad TC20) 

Hücre Görüntüleme Sistemi (Biorad) 

Akış Sitometresi (Beckmann Coulter CytoFlex) 

CO2 İnkübatör (MCO-170AICUV) 

Spektrofotometre (Thermo Scientific) 

Saf (distile) su cihazı (Merck-Millipore) 

Masaüstü Otoklav  

RNA izolasyon Kabini (Yerli Üretim) 

Masaüstü Soğutmalı Santrifüj (Eppendorf) 

Mikropipet Seti (10-100-1000) (Eppendorf) 

Çok Kanallı Mikropipet Seti (Eppendorf) 

Pipetör (Eppendorf) 

Isıtıcı Blok (İsolab) 

Vorteks (İsolab) 

Su Banyosu (İsolab) 

Buz Makinası (HIMS- 50) 

+4 oC Buz Dolabı (Uğur) 

-20 oC Buz Dolabı (Uğur) 

-20 oC Buz Dolabı (Binder) 

 

3.2. HÜCRE KÜLTÜR ÇALIŞMALARI 

Doksorubisin duyarlı ve dirençli MCF-7 hücre hattı kullanılarak, belirlenen 

metabolik yolak moleküllerinin ve klinik ilacın hücre kültürü çalışmalarıyla etkinliğinin 

araştırılması amacıyla aşağıda belirtilen çalışmalar gerçekleştirilmiştir. 
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3.2.1. Hücre Kültürü Besiyerinin Hazırlanması 

MCF-7 doksorubisine duyarlı ve dirençli hücre hattı meme kanseri hücreleri 

(ATCC no: HTB 22) için DMEM besiyeri hazırlanmıştır. 445 ml DMEM besiyerine %10 

oranında 50 ml sığır fetüs serumu (FBS) ile birlikte 5ml 10u/ml pen/strep (penisilin-

streptomisin) eklenerek hazırlık süreci tamamlanmıştır.    

Hazırlanan besiyeri, 0,22 μm por çaplı filtreden geçirilerek sterilize edilmiş ve 

ardından +4°C'de buzdolabında saklanmıştır. MCF-7 hücre hattına uygulanan bu besiyeri, 

%5 CO2, 37°C sıcaklık ve %95 nem içeren CO2 inkübatöründe inkübasyon sağlanarak 

hücrelerin büyümesi gerçekleştirilmiştir. 

3.2.2. Hücrelerin Çözdürülmesi  

MCF-7 doksorubisine duyarlı ve dirençli meme kanseri hücre hattı hücrelerinin 

temel fizyolojik ve genomik aktiviteleriyle birlikte metabolik faaliyetlerinde herhangi bir 

zarar görmeden uzun süre saklanabilmesi adına -196°C’de sıvı azot tanklarında kriyovial 

tüplerinde dondurulmuş bir şekilde saklanma işlemi gerçekleştirilmiştir. Sıvı azot içinde 

saklanan bu hücreler özellikle düşük pasaj sayısında sahip olmakla birlikte çalışmalara 

sırasında oluşabilecek kontaminasyon gibi durumlarda hücre kaybının önüne 

geçmektedir. Sıvı azot tankında bekletilen hücreler özelliklerini kaybetmeden uzun süre 

saklanabilmekte ve aktivitelerini koruyabilmektedirler.  Çalışmamızda ihtiyaç duyulan 

MCF-7 hücreleri sıvı azot tankından çıkarıldıktan sonra kriyovial tüp içindeki hücrelerin 

hızlıca erimesi sağlanıp uygun besiyerinin aktarımı gerçekleştirilmiştir. Ortaya çıkan 

hücre süspansiyonu 5 dakika 2000 rpm’ de santrifüj edildikten sonra çöktürülen pellette 

hücreler barınırken, üstteki fazda ise dimetilsülfoksit (DMSO) bulunur. Dimetilsülfoksit 

hücre üzerinde toksit etkiler oluşturur bu yüzden atılması gerekir. Pellet üzerinde 1ml 

besiyeri eklenmesi sağlanarak T25 veya T75 flakslara hücrelerin ekimi gerçekleştirilirdi. 

Co2 inkübatöre büyümesi için kaldırıldı. 

3.2.3. Hücrelerin Pasajlanması  

T25 flasklarda büyüyen hücreler, %85-90 yoğunluğa ulaştığında yeniden 

pasajlandı. Hücreler istenen yoğunluğa ulaştığında flask içindeki besiyeri ortamdan 

uzaklaştırılarak, hücreler steril fosfat tampon solüsyonu (PBS) ile yıkandı. Ardından 

ortamdaki PBS uzaklaştırılarak hücrelerin flasktan ayrılması ve kaldırılabilmesi için 

Üremekte olan hücre pasajları, %80-90 yoğunluğa (confluent) ulaşınca yeniden 
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pasajlandı. Bu amaçla üremekte olan hücreler istenen çoğunluğa ulaştığında flaskların 

içerisindeki besiyeri pipetle alınarak steril fosfat tampon solüsyonu (PBS) (25 cm² için 2 

ml) ile yıkandı. Ardından PBS pipetle uzaklaştırıldı ve hücrelerin yapıştıkları alandan 

kaldırılması için 3 ml tripsin-EDTA solüsyonu ilave edilerek etüvde 10 dakika bekletildi. 

% 0,25 tripsin-EDTA ve hücre karışımı 15 ml'lik falcon tüpe alınarak tripsin 

inhibisyonunu önlemek amacıyla tripsin miktarının iki katı kadar besiyeri eklendi. 10 

dakika boyunca 1300 rpm'de santrifüjün ardından % 0,25 tripsin-EDTA bu 

süspansiyondan uzaklaştırıldı. Hücrelerin yeni besiyeri ile süspansiyonu sağlanarak 4 

adet T25 flaska bölünerek pasajlanması gerçekleştirildi. Flasklar, sonrasında %5 CO2, 

37°C sıcaklık ve %95 içeren CO2 inkübatöründe inkübe edildi. 

3.2.4. Hücrelerin Dondurulması ve Saklanması 

Flasklarda hücrelerin substrat yüzeyinden çıkarılması için %0,25 tripsin-EDTA 

çözeltisi kullanıldı. Bu işlem sonrasında, hücreler santrifüj edilerek %0,25 tripsin-EDTA 

içeren besiyerinden uzaklaştırıldılar. Hücre pelletine 1 ml besiyerinin eklenerek 

sulandırılması sağlandı. Tripsin miktarının iki katı kadar besiyeri kullanılarak hücrelerin 

enzimatik aktivitesi inhibe edildi. Hücreler pipetleme işlemi uygulanarak süspansiyon 

haline getirildi ve ardından 15 ml'lik falcon tüplere transfer edildi. Hücre süspansiyonu, 

10 dakika boyunca 1300 rpm'de santrifüj edilerek süpernatant ayrıştırıldı. Daha sonra, 

900 μl besiyeri ile hücre pelleti sulandırıldı ve hücreler sayıldı. Kriyo tüplerine, 100 μl 

DMSO (dimetil sülfoksit) ve 900 μl besiyeri ile hazırlanan süspansiyon eklenerek, bu 

tüpler -80°C'de derin dondurucuda saklanmak üzere hazırlandılar. 

3.2.5. Hücre Sayımı 

Hücre süspansiyonundan 10 μl alındı ve eppendorf tüpe kondu. Hücre 

süspansiyonun üzerine 10 μl tripan blue boyası eklendi ve pipetaj işlemiyle karıştırılması 

sağlandı. (Tyrpan blue membran bütünlüğü bozulmuş ölü hücreleri mavi renge boyar, 

canlı hücreler boyanmazlar). Bu kaırışım Neubauer lamı üzerine konularak 4 bölmedeki 

hücreler sayılmıştır. Alandaki hücreler sayıldıktan sonra ortalamaları alınarak 1 ml’ deki 

hücre sayısı/ml: 4 alanın ortalaması x Dilüsyon Faktörü x 104 formülü yardımıyla 

hesaplandı. Dilüsyon katsayısı toplam hacmin hücre süspansiyonu hacmine orantılanarak 

hesaplanmıştır.  
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3.2.6. Hücrelerin Plakalara Ekimi 

Hücre sayımı işlemi tamamlandıktan sonra hesaplanan dilüsyonlar hazırlandı ve 

en etkin doz saptanmaya çalışıldı. Hücreler, her kuyucukta 100 μl ‘ de 105 hücre olacak 

şekilde 96 kuyucuklu plakalara ekildi. Ekilen hücreler, %5 CO2, 37°C sıcaklık ve %95 

nem içeren CO2 inkübatöründe 24 saat boyunca inkübe edildi. 24 saatlik inkübasyon 

süresinin ardından, klinik etken madde doksorubisinin hücre hattı üzerindeki farklı 

konsantrasyonlardaki etkinlikleri in vitro koşullar altında değerlendirildi. 

Hücre canlılık seviyeleri, MTT analizi kullanılarak belirlendi ve plate reader ile 

570 nm dalga boyunda yapılan okumalarla ölçüldü. 

3.2.7. MTT deneylerinin yapılması 

MTT analizi, hücre kültürü deneylerinde hücrelerin hayatta kalma, çoğalma ve 

metabolik aktivitelerini değerlendirmek için kullanılan bir yöntemdir. Bu yöntem, 

hücrelerin metabolik aktiviteleriyle ilişkilendirilen bir bileşik olan 3-(4,5-dimetiltiyazol-

2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) kullanılarak gerçekleştirilir. 

MTT, hücrelerin metabolizması sonucu aktif hücreler tarafından indirgenen bir 

bileşiktir. MTT'nin indirgenmesi, mitokondriyal solunum ve hücresel redoks aktiviteler 

gibi metabolik aktivitelerin bir göstergesi olarak kabul edilir. MTT'nin indirgenmesi 

sonucunda ortaya çıkan formazan ürünü, hücrelerin canlılığını ve metabolik aktivitesini 

yansıtır. Bu nedenle, MTT analizi hücrelerin canlılık ve metabolik aktivitelerini 

belirlemede yaygın olarak kullanılan bir yöntemdir. 

MTT analizi için, 48 saatlik inkübasyonun ardından 96 kuyucuklu plakalardaki 

her bir kuyucukta bulunan 100 μl süspansiyona MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-

Difeniltetrazolyum Bromid) solüsyonundan 10 μl ilave edildi. Daha sonra, 96 kuyucuklu 

plak, 3 saat boyunca inkübatörde bekletildi. Bu sürenin sonunda, hücre yüzeyinde kalan 

besiyerleri atıldı ve 100 μl DMSO (Dimetil Sülfoksit) eklenerek 20 dakika daha 

inkübatörde bekletildi. İnkübasyonun ardından, plakadaki her bir kuyucuktaki 

absorpsiyon değerleri, plaka okuyucuda 570 nm dalga boyunda ölçülerek okuma 

gerçekleştirildi. Yapılan hesaplamalar sonucunda %50 baskılayıcı konsantrasyon (IC50) 

değeri logaritmik olarak hesaplandı. 
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3.2.8. IC50 Değerinin Belrilenmesi  

Microsoft Excel programı yardımı ile uygulanan doz ve % hücre viabilite eğrisi 

belirlenerek %50 baskılayıcı konsantrasyon (IC50) değeri logaritmik eğim grafiği ile 

hesaplandı. 

Hücre Canlılık Yüzdesi Hesaplama= (Materyalin optik yoğunluğu/Kontrolün 

optik yoğunluğu) *100 

3.3. TOTAL RNA İZOLASYONU 

Doksorubisine duyarlı ve dirençli MCF-7 hücre hattı hücrelerinden total 

ribonükleik asit (RNA) izolasyonu, innuPREP RNA Mini Kiti 2.0 kullanılarak 

gerçekleştirildi. RNA izolasyonu, kiti sağlanan protokole uygun olarak tamamlandı. 

MCF-7 hücre hattında belirlenen IC50 değerlerinin moleküler düzeydeki etkilerini 

belirlemek amacıyla, MCF-7 hücrelerinin ekimi 6 kuyucuklu plakalara gerçekleştirildi.  

Ekim sonrası hücreler, %5 CO2, 37°C sıcaklık ve %95 nem içeren CO2 

inkübatöründe 24 saat boyunca inkübe edildi. İnkübasyonun ardından belirlenen 

konsantrasyonlarda doksorubisin uygulandı ve tekrar 24 saat inkübasyona bırakıldı. 48 

saatlik inkübasyonun sonunda, plaklara yapışmış hücreler %0,25 tripsin-EDTA ile 

kaldırıldı. Hücre süspansiyonu mikrosantrifüj tüpüne alınarak 3000 rpm'de 5 dakika 

süreyle santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant uzaklaştırıldı ve pellet elde edildi. 

Elde edilen pellet üzerine 400 μl RL lysis solution eklenerek 2 dakika boyunca 

oda sıcaklığında inkübe edildi. Daha sonra, pellet pipetajı yapıldı ve 3 dakika daha oda 

sıcaklığında inkübe edildi. Ardından, recevier tüp içerisine spin filter D yerleştirildi ve 

inkübasyonda bekleyen süspansiyon buraya aktarıldı. 2 dakika boyunca 14.000 rpm'de 

santrifüj işlemi gerçekleştirildi. Santrifüj işlemi sonrasında spin D ile elde edilen DNA 

atıldı ve alttaki süpernatanta %70'lik 400 μl etil alkol ilave edilerek pipetaj işlemi 

gerçekleştirildi. 

Yeni bir receiver tüp içerisine spin filtre R yerleştirildi ve üzerine bu süspansiyon 

aktarılarak 2 dakika boyunca 11.000 rpm'de santrifüj işlemi gerçekleştirildi. Santrifüj 

sonrasında spin filter R'ye 500 μl washing solution HS eklenerek 1 dakika boyunca 

11.000 rpm'de santrifüj işlemi gerçekleştirildi. Bu işlemin ardından, spin filter R yeni bir 

receiver tüpe alınarak üzerine 700 μl washing solution LS eklenerek 1 dakika boyunca 
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11.000 rpm'de santrifüj edildi. Daha sonra, yeniden 3 dakika daha 11.000 rpm'de santrifüj 

edildi. 

Yeni bir kapaklı elution tüp içine spin filter R yerleştirildi ve üzerine 50 μl RNase 

Free Water eklenerek 1 dakika boyunca oda sıcaklığında inkübe edildi. İnkübasyonun 

ardından, 1 dakika boyunca 11.000 rpm'de santrifüj edilerek buz üstünde bekletilmeye 

alındı. Elde edilen RNA'ların konsantrasyonları ng/μl cinsinden spektrofotometre 

(Eppendorf) ile ölçülerek A260/280 değerleri analiz edildi. 

3.3.1. Total RNA Konsantrasyonunun Ölçülmesi 

Spektorfotometrik ölçümler neticesinde elde edilen RNA’ ların 260nm ve 280 nm 

dalga boyunda ışığı soğurma (O.D.) ölçümü sayesinde RNA konsantrasyonu ve saflık 

derecesi ortaya konmuştur. 

3.3.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi 

Bu çalışmada, doksorubisine duyarlı ve dirençli MCF-7 hücre kültürlerinden izole 

edilen RNA'ların analizi için SensiFAST cDNA Sentez Kiti kullanılarak cDNA elde 

edilmiştir. Daha sonra, sentezlenen cDNA'lar kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir 

reaksiyonu (qRTPCR) işlemi ile Thermo Fisher Scientific'in qPCR (5020) cihazı 

kullanılarak çoğaltılmıştır. Sentez için, 20 μl'lik karışımlar hazırlanmış ve bu karışımlar 

üç adet Eppendorf tüpüne yerleştirilerek sentez işlemi gerçekleştirilmiştir. Sentez süreci 

için cihazın termal döngü ayarları, üretici tarafından sağlanan kiti protokolüne uygun 

olarak ayarlanmıştır. Elde edilen cDNA'lar, ters transkripsiyon sonrası gerçekleştirilen 

qPCR analizleri için -20°C'de saklanmıştır. 

3.3.3. Kanser Metabolizmasındaki Sinyal Yolak Analizi 

Çalışmamızda, klinik ilaç doksorubisine duyarlı ve dirençli MCF-7 hücre 

hatlarında IC50 değeri hesaplanan doksorubisinin, 46 farklı genin ekspresyon seviyeleri 

üzerindeki etkisi incelenmiştir. Bu genler kanser metabolizmasıyla ilişkilendirilmiş olup 

aktivasyon seviyelerindeki değişikliklerin sinyal yolağının aktivitesiyle doğrudan ilişkili 

olduğu bilinmektedir. Elde edilen sonuçlar doğrultusunda, gen ifade seviyelerindeki 

farklılıkların tespit edilmesi durumunda, bu genlerin moleküler temellerinin araştırılması 

amaçlanmıştır. 

Analiz sürecinde kullanılan bileşenlerin miktarlarıyla birlikte detayları Tablo 

3.4'te sunulmuştur. Deneyler, çalışma için belirlenen genlere ilişkin primerlerle birlikte 
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SYBR Green Master Mix (EuroClone) ve RT-qPCR analizi, kit protokolüne göre 

planlanmış ve çalışılmıştır. Protokolde belirtilen kontrol amaçlı genler için ACTINB ve 

GAPDH housekeeping olarak kullanuılmıştır.  

 

Tablo 3.4: Kullanılan RT-qpcr Karışım Bileşenleri 

RT-qPCR Karışım Bileşenleri Hacim (μl) 

SYBR green master mix 10 

Primerler 1,5 

cDNA 1 

dH2O 7,5 

Toplam 20 

 

RT-qPCR reaksiyonu için tablo 3.5’de verilen kit protokolüne uygun olarak 

planlanmış ve çalışılmıştır. RT-qPCR karışımı; Analitik Jena qTOWER3 RT-qPCR 

cihazına,96 kuyucuklu plakaya tablo 3.5’deki protokole uygun şekilde yüklenmiştir. RT-

qPCR analizi için kullanılan genlerin listesi Tablo 3.6'te yer almaktadır. 

 

Tablo 3.5: RT-qPCR protokolü 

Süre  Sıcaklık  Termal Döngü  

5 dk  95 oC  1  

15 sn  95 oC  40  

30 sn  60 oC  Floresan Okuma  
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Tablo 3.6: RT-qPCR analizinde kullanılan genlerin listesi 

ACADL GOT1 TKTL1 PDE4D MAT2A PSPH 

AMPD3 NME2 ACO2 UCKL1 PFKFB4 DNMT1 

GNPNAT1 PRPS1 DHFR SDHA SLC2A1 ACSL4 

MTR TK1 HMGCS1 ECSL3 ACSS3 ADCY3 

PHGDH ACLY PAFAH1B2 ENO1 G6PD FH 

SLC7A11 CPT1C SCD LDHAL6A ME1 IDH1 

ACAT1 HK2 TPI1 PDK2 PGAM1  

BCAT1 OGDH ACSL1 SLC1A5 SLC2A2  

 

Çalışmamızın sonuçları doğrultusunda elde edilen veriler, gen ekspresyon 

seviyelerinin belirlenmesi ve değerlendirilmesi için 2-ΔΔCt metodu kullanılarak analiz 

edilmiştir. 

3.4. FLOW SİTOMETRİ ANALİZLERİ  

Flow sitometri, hücrelerin fiziksel ve kimyasal özelliklerini hızlı bir şekilde analiz 

etmek için kullanılan bir tekniktir. Bu teknik, hücrelerin boyutu, karmaşıklığı, hücresel 

DNA içeriği, yüzey proteinleri ve hücre içi bileşenler gibi çeşitli özelliklerini belirlemek 

için kullanılır. Flow sitometrisi, bir akış hücresi içindeki hücrelerin tek tek geçtiği bir 

lazer ışını kullanarak çalışır. Bu işlem sırasında hücreler, lazer ışınına maruz kaldıklarında 

farklı özelliklerine göre farklı şekilde ışık saçarlar ve bu ışık sinyalleri detektörler 

tarafından ölçülür. Bu sayede, binlerce hücre hızlı bir şekilde analiz edilebilir ve hücre 

popülasyonları arasındaki farklılıklar belirlenebilir. Flow sitometrisi, hücre döngüsü 

analizi, hücre apoptozis tespiti, immünofenotipleme ve hücre içi protein miktarı tespiti 

gibi birçok uygulama alanında kullanılmaktadır ve biyolojik araştırmalarda önemli bir 

araç olarak kabul edilmektedir. Flow sitometri (Cytoflex Flow Cytometer, Beckman 

Coulter) ile MCF-7 transfekte hücrelerde apoptotik analizler için deneyler yapıldı. Bu 

deneyler için Annexin-V ve PI boyaları kullanıldı.  
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Annexin V, hücre ölümü (apoptoz) araştırmalarında yaygın olarak kullanılan bir 

protein testidir. Bu test, hücre ölümü sürecinin erken aşamalarını belirlemek için 

kullanılır.  

PI (propidyum iyodür), nükleik asit boyama maddesi olarak kullanılan bir floresan 

bileşiktir. PI, hücre zarı hasarı olan veya ölmüş hücrelerde nükleer DNA'yı boyamak için 

kullanılır. Canlı hücrelerde PI, zarlarından geçemez ve bu nedenle içerideki nükleik 

asitleri boyamaz. Ancak, zar hasarı olan veya ölmüş hücrelerde, PI hücre içine girer ve 

DNA'ya bağlanır, böylece bu hücrelerin floresan özelliklerini değiştirir. Her iki boyanın 

farklı özelliklerinde yararlanılarak hücrelerin DNA içeriğine bağlı olarak hücre 

döngüsünün hangi evresinde olduğunu analizlerle ortaya konmuştur. 

3.4.1. Anneksin V ve Apoptoz Analizi  

Anneksin V, hücre membranındaki fosfatidilserin adı verilen bir lipit olan hücre 

ölümü sırasında dışarıya doğru ekspozede olduğunda bağlanır. Normalde, sağlıklı 

hücrelerde fosfatidilserin iç kısımda yer alır, ancak apoptoz sürecinde hücre membranı 

değişir ve fosfatidilserin dışarıya doğru taşınır. Annexin V, bu dışa doğru taşınmış 

fosfatidilserine bağlanarak apoptotik hücreleri belirler. 

Hücre hattına uygulanan klinik ilaç doksorubisinin, doksorubisine duyarlı ve 

dirençli MCF-7 hücre hattındaki apoptoz oranının belirlenebilmesi için ‘Annexin V-FITC 

Apoptosis Detection Kit” (Sigma-Aldrich) ve PI boyama yöntemi uygulandı. 

Doksorubisine duyarlı ve dirençli MCF-7 hücreleri ayrı ayrı 6 kuyucuklu hücre kültürü 

plakasına 1x106  hücre/kuyu olacak şekilde ekim yapıldı. Her iki hücre hattı için daha 

önceden belirlenmiş olan moleküller ile belrilenmiş olan sitotoksik konsatrasyon ile 48 

saat boyunca inkübasyon sağlandı. 48’ lik inkübnasyobnun ardından her iki hücre hattı 5 

ml fosfat tamponlu salin (PBS ile iki kez yıkandı. Yıkanan hücrelere tripsin uygulanarak 

kalkmaları sağlndı ve 400 rpm’ de 5 dk. santrifüj edildi. Bu işlemden sonra hücreler 

binding buffer homojenizasyon salandı. Homojen karışımdan 200 l alınarak flow 

sitometri tüpüne aktarımı sağlandı. Homojen karışımdan geriye kalan miktar buz üstünde 

bekletildi ve korundu. Flow tüpünün içinde yer alan 200 l homojen karışıma 3 l 

ApopNexinTM FITC ve 2 μl 100X propidyum iyodür (PI) eklenerek karıştırıldı. Bu 

karışım karanlık odada, oda sıcaklığında (25oC’ de) 15 dk. inkübasyona tabi tutulduktan 

sonra flow sitometride ölçümler gerçekleşitrildi. Analiz süresince nekrotik hücrelerin 
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yüzeylerindeki Anneksin-V bağlanması ve propidyum iyödür etkisiyle   hücre 

döngülerinin evreleri görüntülendi.  

Flow sitometride Annexin-V testi hücrelere uygulanarak 46 kanser 

metabolizmasında ilişkili genin sinyal yolağı analizi yapıldı. 

3.5. İSTATİSTİKSEL YÖNTEMLER VE ANALİZİ 

Veri analizinde Kolmogorov-Smirnov testiyle verilerin miktar olarak 

dağılımlarının kontrülü sağlandı.  Sonrasında, tek yönlü varyans analizi (one-way 

ANOVA) yapıldı. Çeşitli gruplar arasında anlamlık noktasında Student-Newman-Keuls 

testi ve ikili karşılaştırmalar için de Student t testi kullanıldı. Gen ekspresyon ifadeleri 

için 2−ΔΔCt yöntemi kullanıldı. Yolak analizi ve istatstiksel hesaplamalar için Reactome 

ve Enrich veri tabanları kullanıldı. Hücre hattındaki sitototksik etkileri belrileyebilmek 

adına elde edilen veri setleri GraphPad Prism 5.0 programıyla analiz edildi. Elde edilen 

veriler tablolar halinde standart sapma değerleri belrielnerk sunuldu. Kantitatif veriler 

tablolar halinde ± standart sapmalarla sunuldu. Çalışmadaki tüm analizler % 95 güven 

düzeyinde gerçekleştirlmesi sağlandı. Elde edilen p değerleri 0.05’ ten küçük olan 

değerler anlamlı veri olarak kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

 

4.1. HÜCRE KÜLTÜR ANALİZ BULGULARI  

 

4.1.1. Hücre Kültürü Çalışmaları 

Bu çalışmada, MTT deneyleri için öncelikle MCF-7 hücre hattında hücreleri, her 

bir kuyucukta 100 μl hacminde 105 hücre olacak şekilde 96 kuyucuklu plakalara ekim 

gerçekleştirildi. Ekilen hücreler, %5 CO2, 37°C sıcaklık ve %95 nem içeren CO2 

inkübatöründe 24 saat boyunca inkübe edildi. Klinik ilaç olan doksorubisini MCF-7 hücre 

hattındaki canlılık deneyleri için kültür kaplarında yeterli hücre sayısına ulaşıldığında 

hücreler kaldırılarak kuyucuk başı 100 uL’de 5x103 hücre olacak şekilde (n=5) 96 

kuyucuklu hücre plakalarına ekildi. Hücrelerin plakalara 24 saat tutunmasının ardından 

çözünen maddeler kuyucuklarda azalan dozlarda (10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.156, 

0.078 mM) uygulandı. 24 saatlik uygulama efektif sonuçlar elde edilmedi. 48 saat 

uygulama yapıldı. 48 saatlik sürecin ardından MCF-7 hücre hattı kullanılarak sitotoksik 

etkileri MTT analizi ile değerlendirildi. 

4.1.2. MCF-7 Hücre hattında Doksorubisin Uygulama Analizleri 

Hücre kültürü çalışmaları neticesinde 24 saatin sonunda 96 kuyucuklu 

plakalardaki besiyeri uzaklaştırılmıştır.  Klinik ilaç belirlenen yoğunluklarda 100 ml  

besiyerine eklenerek hücrelere verilmiştir. Hücreler 48 saat süreyle, %5 CO2, 37°C 

sıcaklık ve %95 nem içeren CO2 inkübatöründe inkübasyona bırakılmıştır 

48 saatlik inkübasyon süresinin ardından, MTT analizi için tarama testleri 

yapılmış ve 570 nm dalga boyunda plate reader'da okumalar gerçekleştirilmiştir. MTT 

yöntemiyle gerçekleştirilen canlılık testleri sonucu elde edilen veriler GraphPad Prism 

10.2.2 programı kullanılarak gerçekleştirilmiş ve IC50 değeri belirlenmiştir. MCF-7 

hücre hattında elde edilen IC50 değeri Tablo 4.1’ de verilmiştir. 
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Tablo 4.1: Doksorubisin’in MCF-7 hücre hattında 48. saatteki IC50 değeri 

Molekül IC50 Değeri (48 Saat) 

Doksorubisin  0.02717 

 

Doksorubisin klinik ilacının yapılan çalışmalarda GraphPad GraphPad Prism 

10.2.2 aracılığıyla 48. saat IC50 değeri 0.02717 belirlendi. 

4.1.3. MCF-7 Hücre Hattında Doksorubisin Sitotoksisite Ölçümleri 

Doksorubisin seri dozlarda (10), (5), (2,5), (1.25), (0,625), (0,3125), (0,156), 

(0,0078) mM/ml olarak 8 farklı konsantrasyonlarda 48 saat MCF-7 hücre hattında 

uygulanmıştır. MTT yöntemiyle sitotoksik etkileri analiz edilmiştir. Elde edilen veriler 

kontrol gruplarıyla kıyaslanarak, uygulanan dozlardaki farklılığın, farklı oranlarda hücre 

canlılık seviyeleri uygulama dozlarındaki farklılığın farklı oranlarda canlılık seviyeleri 

oluşturduğu istatistiksel olarak gözlemlendi (p<0,05). Tablo 4.2’ de sitotoksik etkileri 

verilmiştir.   

 

Tablo 4.2: Doksorubisin ’in 48 saatlik inkübasyon ve seri dilüsyonlardaki sitotoksik 

etkileri 

Konsantrasyon Doksorubisin 48. Saat Canlılık Oranı %  

10mM 29,32 

5mM 29,74 

2,5mM 30,66 

1.25mM 22,54 

0,625mM 49,69 

0,3125mM 68,04 

0.156mM 76,24 

0.0078mM 76,85 

Kontrol 100 

 

Doksorubisin’in MCF-7 hücre hattında 48 saat uygulanması sonucu elde edilen % 

canlılık değerleri grafiği Şekil 4.1’te verildi. 
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Şekil 4.1: Doksorubisinin seri dilüsyonlardaki 48. saatteki % canlılık grafiği 

 

4.1.4. MCF-7 Hücre Hattında Apoptotik Etkinin Değerlendirilmesi 

MCF-7 hücre hattında apoptotik etkilerin değerlendirilmesi noktasında yapılan 

flow sitometri analizlerinde 48 saatlik uygulama sonrasında doksorubisine dirençli MCF-

7 hücre hattında apoptoz oranının yaklaşık % 12; doksorubisine duyarlı MCF-7 hücre 

hattında apoptoz oranının yaklaşık %   29    olduğu ortaya konmuştur. Elde edilen verilerin 

kontrol grubu ile yapılan analizinde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,005). 

Flow sitometri ile analizlerinin yapılabilmesi adına doksorubisin uygulanan; 

doksorubisine dirençli MCF-7 hücre hatları Anneksin V ve PI ile boyanarak flow 

sitometride analizleri gerçekleştirilmiştir. Sonuçları Şekil 4.2’ teki grafikte ortaya 

konmuştur.                                  

29,32 29,74 30,66
22,54

49,69

68,04
76,24 76,85

100

0

20

40

60

80

100

120
M

C
F

-7
 H

ü
cr

e 
C

an
lı

lı
k
 O

ra
n
ı 

%

Doksorubisin Konsantrasyonu 

DOKSORUBİSİN MCF-7 48. SAAT GRAFİĞİ



 

35 
 

 

Flow sitometri ile analizlerinin yapılabilmesi adına doksorubisin uygulanan; 

doksorubisine duyarlı MCF-7 hücre hatları Anneksin V ve PI ile boyanarak flow 

sitometride analizleri gerçekleştirilmiştir. Sonuçları Şekil 4.3’ teki grafikte ortaya 

konmuştur. 

Şekil 4.2: MCF-7 Doksorubisin dirençli hücrelerinde IC50 konsantrasyonlarında 48 

saatlik süre ile uygulanan Doksorubisin molekülünün Anneksin V sonuçları 
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Şekil 4.3: MCF-7 Doksorubisin duyarlı hücrelerinde IC50 konsantrasyonlarında 48 

saatlik süre ile uygulanan Doksorubisin molekülünün Anneksin V sonuçları 
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4.2. SİNYAL YOLAK ANALİZLERİNİN DEĞERLENDİRİLMESİ 

 

4.2.1. MCF-7 Hücre Hattında Apoptotik Etkinin Değerlendirilmesi 

MCF-7 hücre hattında apoptotik etkilerin değerlendirilmesi noktasında yapılan 

flow sitometri analizlerinde 48 saatlik uygulama sonrasında doksorubisine duyarlı MCF-

7 hücre hattında apoptoz oranının yaklaşık % 29; doksorubisine dirençli MCF-7 hücre 

hattında apoptoz oranının yaklaşık %  12  olduğu ortaya konmuştur. Elde edilen verilerin 

kontrol grubu ile yapılan analizinde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,005).  

Flow sitometri ile analizlerinin yapılabilmesi adına doksorubisin uygulanan; 

doksorubisine duyarlı ve dirençli MCF-7 hücre hatları Anneksin V ve PI ile boyanarak 

flow sitometride analizleri gerçekleştirilmiştir. Sonuçları Tablo 4.3’ teki grafikte ortaya 

konmuştur. 

 

Tablo 4.3: Apoptoz analizi sonrası veriler 

Anneksin-V Analiz Bölgeleri 

 Q1 Q2 Q3 Q4 

MCF-7 Duyarlı / 

Boyalı Kontrol 

0,00 0,00 99,50 0,50 

MCF-7 Duyarlı/ 

Boyasız Kontrol 

0,01 0,00 99,99 0,00 

MCF-7 Duyarlı / 

Doxo 

16,08 22,66 55,14 6,13 

MCF-7 Dirençli / 

Boyalı Kontrol 

0,00 0,00 99,97 0,03 

MCF-7 Dirençli/ 

Boyasız Kontrol 

0,05 0,05 99,87 0,02 

MCF-7 Dirençli/ 

Doxo 

1,23 7,21 87,41 4,15 

 

4.2.2. Doksorubisine Duyarlı ve Dirençli MCF-7 Hücre Hattında Gen 

Ekspresyon Analizlerinin Değerlendirilmesi 

Çalışmada elde edilen veriler neticesinde klinik ilaç olan doksorubisinin 

hesaplanan IC50 değeri gen ekspresyon analizinde kullanıldı. İlk olarak doksorubisine 

duyarlı MCF-7 hücre hattı kullanılarak gen ekspresyon değerleri belirlendi. Genlere ait 
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ekspresyon değerleri 2-ΔΔCT metodu kullanılarak hesaplandı. Referans gen olarak 

GAPDH ve ACTINB genleri kullanıldı. 

ΔCT = CT örnek – CT referans  

ΔΔCT = ΔCT molekül uygulanmış örnek – ΔCT kontrol 

Klinik ilaç olan doksorubisinin anti tümöral etkinin moleküler düzeyde 

belirlenebilmesi adına, ilgili genlerde moleküler düzeydeki ekspresyon seviyeleri RT-

qPCR yöntemi ile ortaya kondu. Ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna göre oranlanarak 

hesaplandı. Elde edilen verilen doğrultusunda genlerdeki ekspresyon düzeylerindeki artış 

ve azalışlar belirlendi.  Log2 Fold Change (Log2FC) ile logaritmik olarak gen ekspresyon 

seviyeleri hesaplandı.  

Pozitif Log2 FC> 2,00 değerine sahip genler yukarı regüle olarak tanımlandı.  

Negatif Log2 FC <0.5 değeri olan genler aşağı regüle olarak değerlendirildi. 

46 gen ile yapılan kanser yolak analizinde doksorubisine duyarlı MCF-7 hücre 

hattında 45 genin doksorubisin için, kontrol genlerine göre ekspresyonlarının azaldığı 

(p<0,05) tespit edildi. Bu genler GNPNAT1, BCAT1, NME2, PRPS1, TK1, ACO2, 

DHFR, HMGCS1, DNMT1, IDH1, UCKL1, SDHA, ENO1, PDK2, ACSL4, FH, 

MAT2A, ACSS3, ME1, ACADL, AMPD3, GOT1, ACLY, CPT1C, OGDH, PSPH, SCD, 

ACSL1, PDE4D, ECSL3, LDHAL6A, SLC1A5, PFKFB4, SLC2A1, G6PD, PGAM1, 

MTR, PHGDH, SLC7A11, ACAT1, HK2, TKTL1, SLC2A2, PAFAH1B2, TPI1 dir 

Yapılan analizlerde 1 genin ekspresyon seviyesinin kontrol genlerine kıyasla 

arttığı (p<0,05) tespit edildi. Bu gen ADCY3’ tür. 

Gen ekspresyonları azalan ve artan genlerin listesi Tablo 4.4 ve Tablo 4.5’ te 

verildi. 
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Tablo 4.4: Doksorubisine duyarlı MCF-7 hücre hattında doksorubisin 48 saat maruziyet 

sonrası sinyal yolaklarında ekspresyonu azalan genler 

Gen Adı ΔΔCT Gen Adı ΔΔCT Gen Adı ΔΔCT 

ACADL -53,82 OGDH -28,84 ECSL3 -4,56 

AMPD3 -1,96 PSPH -2,93 ENO1 -9,92 

GNPNAT1 -5,90 TKTL1 -32,22 LDHAL6A -5,70 

MTR -4,06 ACO2 -2,73 PDK2 -11,96 

PHGDH -3,89 DHFR -14,03 SLC1A5 -4,82 

SLC7A11 -2,99 HMGCS1 -6,28 ACSL4 -3,68 

ACAT1 -12,91 PAFAH1B2 -2,64 FH -14,72 

BCAT1 -8,82 SCD -1,74 MAT2A -5,78 

GOT1 -5,90 TPI1 -7,52 PFKFB4 -8,82 

NME2 -3,46 ACSL1 -8,22 SLC2A1 -6,92 

PRPS1 -3,20 DNMT1 -23,92 ACSS3 -39,95 

TK1 -4,35 IDH1 -10,20 G6PD -8,75 

ACLY -6,77 PDE4D -5,54 ME1 -7,78 

CPT1C -38,05 UCKL1 -4,29 PGAM1 -16,80 

HK2 -2,19 SDHA -31,78 SLC2A2 -37,53 

 

Tablo 4.5: Doksorubisine duyarlı MCF-7 hücre hattında doksorubisin 48 saat maruziyet 

sonrası sinyal yolaklarında ekspresyonu artan genler 

Gen Adı ΔΔCT 

ADCY3 33,59 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

40 
 

Enrichr veri tabanından Doksorubisin molekülünün, doksorubisine duyarlı MCF-

7 hücre hattında etkilediği sinyal yolak genel analizi Şekil 4.4’de verildi.  

 

Reactome veri tabanından alınan Doksorubisinin, Doksorubsine duyarlı MCF-7  

hücre hattında etkilediği sinyal yolakları Şekil 4.5’de verildi.

Şekil 4.4: Doksorubisine duyarlı MCF-7 hücre hattında etkilediği sinyal yolak genel analizi 
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Şekil 4.5: Reactome veri tabanından alınan Doksorubsine duyarlı MCF-7 hücre hattında etkilediği sinyal yolakları    

4
3
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Doksorubisine dirençli MCF-7 hücre hattında 46 gen ile yapılan kanser yolak 

analizinde 19 genin klinik ilaç doksorubisin için, kontrol genlerine göre kıyaslandığında 

ekspresyon seviyelerinin azaldığı (p<0,05) tespit edildi. Bu genler GNPNAT1, BCAT1, 

NME2, PRPS1, TK1, ACO2, DHFR, HMGCS1, DNMT1, IDH1, UCKL1, SDHA, 

ENO1, PDK2, ACSL4, FH, MAT2A, ACSS3, ME1’ dir. 

Yapılan analizlerde 17 genin gen ekspresyon seviyelerinde kontrol genlerine artış 

olduğu (p<0,05) tespit edildi. Bu genler ACADL, AMPD3, GOT1, ACLY, CPT1C, 

OGDH, PSPH, SCD, ACSL1, PDE4D, ECSL3, LDHAL6A, SLC1A5, PFKFB4, 

SLC2A1, G6PD, PGAM1’ dir. 

Bu genlerden 10 tanesinin gen ekspresyon seviyelerinden bir değişiklik tespit 

edilmedi. Bu genler, MTR, PHGDH, SLC7A11, ADCY3, ACAT1, HK2, TKTL1, 

SLC2A2, PAFAH1B2, TPI1’ dir. Gen ekspresyonları azalan, değişmeyen ve artan 

genlerin listesi Tablo 4.6, Tablo 4.7 ve Tablo 4.8’de verildi. 

 

Tablo 4.6: Doksorubisine dirençli MCF-7 hücre hattında doksorubisin 48 saat maruziyet 

sonrası sinyal yolaklarında ekspresyonu azalan genler 

Gen Adı ΔΔCT Gen Adı ΔΔCT Gen Adı ΔΔCT 

GNPNAT1 -1,54 HMGCS1 -1,46 ACSL4 -2,63 

BCAT1 -1,14 DNMT1 -1,66 FH -1,90 

NME2 -3,08 IDH1 -1,34 MAT2A -1,40 

PRPS1 -1,36 UCKL1 -1,69 ACSS3 -3,24 

TK1 -2,18 SDHA -1,89 ME1 -1,62 

ACO2 -2,72 ENO1 -1,43     

DHFR -2,80 PDK2 -1,42     

 

Tablo 4.7: Doksorubisine dirençli MCF-7 hücre hattında doksorubisin 48 saat maruziyet 

sonrası sinyal yolaklarında ekspresyonu artan genler 

Gen Adı ΔΔCT Gen Adı ΔΔCT Gen Adı ΔΔCT 

ACADL 64,67 PSPH 3,54 SLC1A5 4,36 

AMPD3 5,56 SCD 3,06 PFKFB4 3,96 

GOT1 2,98 ACSL1 3,26 SLC2A1 5,22 

ACLY 10,52 PDE4D 2,03 G6PD 3,08 

CPT1C 24,17 ECSL3 5,12 PGAM1 2,05 

OGDH 2,74 LDHAL6A 3,54     
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Tablo 4.8: Doksorubisine dirençli MCF-7 hücre hattında doksorubisin 48 saat maruziyet 

sonrası sinyal yolaklarında ekspresyonu değişmeyen genler 

Gen Adı ΔΔCT Gen Adı ΔΔCT Gen Adı ΔΔCT 

MTR 1,65 ACAT1 1,26 PAFAH1B2 1,55 

PHGDH 1,86 HK2 1,51 TPI1 1,10 

SLC7A11 1,21 TKTL1 1,57     

ADCY3 1,56 SLC2A2 1,70     

 

Enrichr veri tabanından Doksorubisin molekülünün, doksorubisine dirençli MCF-

7 hücre hattında etkilediği sinyal yolak genel analizi Şekil 4.6’de verildi.  
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Reactome veri tabanından alınan Doksorubisinin Doksorubsine dirençli hücre 

hattında etkilediği sinyal yolakları genel analiz sonucu Şekil 4.7’te veril

Şekil 4.6: Doksorubisine dirençli MCF-7 hücre hattında etkilediği sinyal yolak genel analizi 
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Şekil 4.7: Reactome veri tabanından alınan Doksorubsine dirençli MCF-7 hücre hattında etkilediği sinyal yolakları 

 

4
7
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5. TARTIŞMA 

Meme kanseri, kadınlarda en sık görülen kanser türlerinden biridir. Son on 

yılda yeni tedavilerin geliştirilmesine rağmen ölüm oranlarında kayda değer bir 

azalma gözlenmemiştir. Bu durumun bir kısmı, meme kanserlerinin genetik 

heterojenliğinden kaynaklanmaktadır. Dolayısıyla, mevcut durumda, tüm meme 

kanseri alt tiplerine yönelik tek bir etkili tedavi bulunmamaktadır.  

Doksorubisin, meme kanserinin tedavisinde etkili olan bir kemoterapi ilacıdır. 

Ancak, doza bağlı yan etkilerin olması, ilaca karşı direnç gelişmesi ve kanser 

hücrelerine karşı düşük seçiciliği gibi nedenlerle doksorubisinin klinik kullanımı 

sınırlıdır. 

Klasik tedavi protokolleri, artık toksik etkilere ve kısa sürede direnç gelişimine 

neden olduğundan, yeni tedavi protokolleri arayışı içindedir. Bu yüzden, güncel 

tedavide kullanılan antitümöral ajanların ve yeni yolak analizlerinin araştırılması 

önemlidir (130). 

İnsan hücrelerindeki metabolik süreçler, alınan besinlerin oksidasyonu yoluyla 

enerji üretir ve aynı zamanda diyette alınmayan çeşitli temel moleküllerin sentezini 

sağlar; ayrıca endojen olarak üretilen veya hücre dışı ortamda bulunan toksik 

maddelerin deaktive edilmesini ve uzaklaştırılmasını medyan eder. Enerji 

metabolizması süreçleri, karbonhidrat türetilmiş veya lipid türetilmiş molekülleri 

içerip içermediğine bağlı olarak iki gruba ayrılabilir ve her grupta, bu moleküllerin 

parçalanması ve oksidasyonuyla enerji üretmekten sorumlu süreçleri, sentezlerini ve 

depolanmalarını içeren süreçlerden ayırmak yararlıdır. Sentetik reaksiyonlar, 

nükleotidler, amino asitler ve ilgili moleküller ve porfirinler gibi son ürünlerin 

kimyasal doğası açısından uygun bir şekilde gruplandırılır. Detoksifikasyon 

reaksiyonları (biyolojik oksidasyonlar) aynı şekilde, zehirin kimyasal doğası 

açısından uygun bir şekilde sınıflandırılır. Aynı zamanda, tüm bu süreçler sıkı bir 

şekilde entegre edilmiştir. Enerji üretimi reaksiyonlarının ara maddeleri, amino asitler 

ve diğer bileşiklerin biosentezleri için başlangıç malzemeleridir; geniş-spektrumlu 

oksidoreduktaz enzimleri hem detoksifikasyon reaksiyonlarında hem de 

biosentezlerde rol oynayabilir ve hormon aracılı sinyalleme süreçleri, enerji üreten ve 
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enerji depolayan reaksiyonların işleyişini koordine etmek ve bunları diğer biosentez 

süreçlerine bağlamak için işlev görür. 

Metabolik süreçteki yolak analizleri özellikle metabolizmadaki bu 

değişkenlerin özellikle kanser tedavisini yönlendirmesi ve yeni tedavi yaklaşımların 

ortaya konması adına önemlidir. 

Bu çalışmada, doksorubisine duyarlı ve dirençli MCF-7 hücre hattında, 

klinikte kullanılan bir ilaç olan doksorubisinin metabolik aktivite üzerindeki etkilerini 

araştırmak amacıyla 46 genden oluşan bir gen setinin yolak analiziyle ekspresyon 

seviyelerini inceledik. Deney prosedürüne bağlı hücrelerin plakalara 24 saat 

tutunmasının ardından çözünen maddeler kuyucuklarda azalan dozlarda (10, 5, 2.5, 

1.25, 0.625, 0.3125, 0.156, 0.078 mM) uygulandı. 24 saatlik uygulama efektif 

sonuçlar elde edilmedi. 48 saat uygulama yapıldı. 48 saatlik sürecin ardından MCF-7 

hücre hattı kullanılarak sitotoksik etkileri MTT analizlerini değerlendirdik.  

Karbonhidratlar, insan diyetinin önemli bileşenleridir ve bunlardan elde edilen 

özellikle glukoz olmak üzere monosakkaridlerin katabolizması, insan enerji 

metabolizmasının önemli bir parçasıdır (131). Glukoz, pirüvat'a (glikoliz) katabolize 

edilebilir ve çeşitli kaynaklardan sentezlenen pirüvat, glukoz oluşturmak için 

metabolize edilebilir (glukoneogenez). Glukoz, glukoz fazlası koşullarında glikojene 

polimerize edilebilir (glikojen sentezi), ve stres veya açlık durumunda glikojen 

glukoza parçalanabilir (glikojenoliz). Diyette yaygın olarak bulunan diğer 

monosakkaritler, fruktoz ve galaktoz, glukoza dönüştürülebilir. 

Disakkarit laktoz, anne sütündeki başlıca karbonhidrattır ve emziren meme 

bezi tarafından sentezlenir. Pentoz fosfat yolu, glukozdan çeşitli monosakkaritlerin 

sentezine izin verir, bunlar arasında pentoz riboz-5-fosfat ve düzenleyici molekül 

ksilüloz-5-fosfat bulunur, ayrıca biyosentetik süreçler için indirgeyici eşdeğerlerin 

oluşturulmasını sağlar. Glukuronattan glukoz 5-fosfat sentezi ve glikozaminoglikan 

metabolizması da karbonhidrat metabolizmasının bir parçası olarak belirtilmiştir  

(131).  

ENO1, glikolitik yolun kritik enzimlerinden biri olan, onkogenik özelliklere 

sahip çoklu işlevli bir proteindir: tümör hücrelerinin proliferasyonunu, göçünü ve 

invazyonunu teşvik ederek çeşitli tümörlerin hızlanmış ilerlemesine neden olur (132). 
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PFKFB4 tarafından kodlanan protein, glikolitik yan ürün fruktoz-2,6-

bisfosfatın (F2,6BP) konsantrasyonunu düzenleyen dört iki işlevli kinaz/fosfatazdan 

biridir. Kodlanan protein, kanser hücrelerinde yüksek oranda eksprese edilir ve 

hipoksi tarafından indüklenir. Bu protein, hipoksi koşulları altında kanser hücrelerinin 

hayatta kalması için gereklidir (133,134).   

SLC2A1, memeli kan-beyin bariyerindeki önemli bir glikoz taşıyıcısını kodlar. 

Kodlanan protein esas olarak hücre zarında ve hücre yüzeyinde bulunur. Bu gendeki 

mutasyonlar, paroksismal eforun neden olduğu diskinezisi olan bir ailede bulunmuştur 

(135). 

G6PD geni, glukoz-6-fosfat dehidrojenazı kodlar. Bu protein, ana işlevi 

oksitleyici maddelere karşı savunmada ve indirgeyici biyosentetik reaksiyonlarda 

önemli bir elektron donörü olan NADPH'yi üretmek olan, X'e bağlı bir referans geni 

tarafından kodlanan sitozolik bir enzimdir (136,137).  

Metabolik enzim fosfogliserat mutaz enzimi 1 (PGAM1), glikoliz yolunda 

önemli bir enzimdir ve glikoliz kanser ilerlemesi ile yakından ilişkilidir, bu da 

PGAM1'in meme kanserinde önemli fonksiyonlara sahip olabileceğini öne 

sürmektedir (138).  

Heksinazlar, glukozu glukoz-6-fosfata fosforile ederek, çoğu glukoz 

metabolizma yolundaki ilk adımı oluştururlar. Bu gen, iskelet kaslarında bulunan 

baskın form olan heksozinaz 2'yi kodlar. Mitokondri dış zarına yerleşir. Bu genin 

ifadesi insüline duyarlıdır ve sıçanlarda yapılan çalışmalar, hızla büyüyen kanser 

hücrelerinde görülen glikolizde artış oranında rol aldığını öne sürmektedir  (139).  

PRPS1 geni riboz 5-fosfatın 5-fosforibozil-1-pirofosfat'a fosforibozilasyonunu 

katalize eden bir enzimi kodlar. Bu işlem, purin metabolizması ve nükleotid 

biyosentezi için gereklidir (140). 

Yaptığımız çalışmada karbonhidrat metabolizmasındaki yolakta etkili olan 

ENO1, PFKFB4, SLC2A1, G6PD, PGAM1, HK2, PRPS1 genlerinde klinik ilaç olan 

doksorubisine duyarlı MCF-7 hücre hattında ekspresyon seviyeleri azalmıştır, 

doksorubisine dirençli MCF-7 hücre hattında ENO1 ve PRPS1 gen ekspresyon 

sevileri anlamda düzeyde azalmıştır. PFKFB4, SLC2A1, G6PD, PGAM1 gen 

ekspresyon sevilerinde anlamlı artışlar dikkati çekmiştir. HK2 gen ekspresyon 



 

49 
 

seviyesinde herhangi bir değişiklik gözlenmemiştir. Elde ettiğimiz bu sonuçlar 

doksorubisinin, doksorubisine duyarlı MCF-7 hücre hatttında, karbonhidrat 

metabolizmasını etkileyen yolaktaki genler üzerinde hücreyi, dirençli MCF-7 hücre 

hattına göre daha fazla apoptoza yönelttiğini ve apoptotik yolaklardaki etkinliğinin 

daha fazla olduğunu ortaya koymuştur.  

Lipitler, hidrofobik ancak kimyasal olarak çeşitli moleküller olup insan 

biyolojisinde geniş bir yelpazede rol oynarlar. Keton molekülleri, yağ asitleri, 

triacilgliseroller, fosfolipidler ve sfingolipidler, eikosanoidler, kolesterol, safra 

tuzları, steroid hormonlar ve yağda çözünen vitaminleri içerirler. Lipitler, enerjinin 

önemli bir kaynağı olarak işlev görürler. İnsan biyolojisindeki merkezi steroid 

kolesterol olup, bu kolesterol hayvansal yağlardan alınır ya da asetil -koenzim A'dan 

de novo sentezlenir (141). 

Çalışmamızda ACADL, ACSL4, ACAT1, ACSS3, ACLY, ME1 genlerinin 

hücrelerde lipid metabolizmasıyla ilişkili olduğu bilinmektedir. 

Uzun zincirli asil koenzim A dehidrojenaz (ACADL), katalitik yağ asidi 

oksidasyonunun ilk adımını gerçekleştiren ve uzun zincirli yağ asidi oksidasyonunda 

önemli bir rol oynayan bir enzimdir. ACADL'nin ekspresyonu ve aktivitesi 

düzenlenerek, metabolizma yollarında kritik bir faktör olarak işlev görür (142). 

ACADL'nin malign tümör büyümesinde rol oynadığı da belirtilmiştir (143). Bazen 

ACADL'nin eksikliği veya yokluğu, mitokondriyal fonksiyon bozukluğuna yol 

açabilir (144,145). 

ACSL4, yağ asitlerini yağ asil-CoA esterlerine dönüştüren ACS (asit-CoA 

sentetaz) ailesinin bir üyesi olarak araşidonik asit (AA) için bir substrat seçiciliğine 

sahiptir. ACSL4'ün disregülasyonu, meme kanseri, kolon adenokarsinomu ve mide 

kanseri gibi çeşitli kötü huylu tümörlerde rol oynar (146). 

Acetyl-CoA acetyltransferaz 1 (ACAT1), iki molekül asetil-CoA'dan 

asetoasetil-CoA'nın geri dönüşümlü oluşumunu katalize eden bir enzimdir (147). 

2016'da Jun Fan ve arkadaşları, ACAT1'in Warburg etkisinde anahtar bir rol 

oynadığını hipotez etti: ACAT1'e kovalent bir inhibitör olan arekolin hidrobromürün, 

artmış pirüvat dehidrogenaz kompleksi akışına ve oksidatif fosforilasyonla birlikte 

kanser hücrelerinin çoğalmasının ve tümör büyümesinin azaldığı gösterildi. Ayrıca, 

farklı kanser hücrelerinde artmış ACAT1 ifadesi tanımlanmıştır (148). 
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ACSS3 geni, Asil-koenzim A sentetazlarından (ACS'ler) biridir. ACS’ler, yağ 

asidi metabolizmasının başlangıç reaksiyonunu katalize eden bir enzim ailesinin 

önemli bir parçasıdır. Asil-CoA, hücresel metabolizmada hem anabolik (sentetik) hem 

de katabolik (yıkıcı) süreçlerde önemli bir rol oynar (149). 

ATP-sitrat liyaz (ACLY), sitratı asetil-CoA'ya dönüştüren ve lipid sentezinden 

sorumlu olan ilk adım hız kontrol enzimidir (150). Hızla çoğalan kanser hücrelerinde, 

lipid sentezi ve ara ürünleri hücre zarı oluşumu için, ilgili sinyal ağları için ve tümörün 

malign ilerlemesi için gereklidir (151–154). 

Birçok kanser türünde ve kanser hücre hatlarında ME (Malik Enzim) bolluğu 

ve aktivitesinde bozukluklar gözlemlenmiştir. ME1'in kanser hücre büyümesinin 

düzenlenmesine ilişkin birçok kanıt vardır. Tümör protein 53 (TP53), ME1'i baskılar 

ve hücre döngülerini indükler. Dahası, onkogenik bir mutasyon formu olan KRAS 

genine sahip CRC hücreleri artmış ME1 ifadesine sahiptir (155).  

Çalışmamızda, lipid ve enerji metabolizması yolaklarında etkili ACADL, 

ACSL4, ACAT1, ACSS3, ACLY ve ME1 genlerinin, klinik ilaç olan doksorubisine 

duyarlı MCF-7 hücre hattında ekspresyon seviyelerinin azaldığı gözlemlenmiştir. 

Ancak doksorubisine dirençli MCF-7 hücre hattında, ACSS3, ACSL4 ve ME1 

genlerinin ekspresyon seviyelerinin anlamlı düzeyde azaldığı saptanmıştır. ACLY ve 

ACADL genlerinde ise anlamlı artışlar gözlenmiştir. ACAT1 gen ekspresyon 

seviyesinde ise herhangi bir değişiklik tespit edilmemiştir. Bu sonuçlar, lipid 

metabolizması yolağındaki genlerin, doksorubisinin duyarlı MCF-7 hücre hattında 

hücrede apoptotik süreçleri artırdığını, dirençli MCF-7 hücre hattında ise apoptozun 

daha az seviyede olduğunu göstermektedir. 

Pirüvat metabolizması ve sitrik asit (TCA) döngüsü, insan hücresinde enerji 

metabolizması süreçlerini birbirine ve ana biosentetik tepkimelerle bağlar. 

Mitokondriyal asetil-CoA asetiltransferaz 1 (ACAT1), pirovat dehidrogenaz 

kompleksi (PDK)’i asetilleyerek pirovat dehidrogenazı (PDH) ve PDH fosfatazını 

düzenler. Aynı şekilde ACAT1, ketogenezde iki asetil-CoA molekülünü asetoasetil-CoA 

ve CoA'ya dönüştüren tetramerik bir enzimdir. Normal hücrelerle karşılaştırıldığında 

ACAT1 enzim aktivitesinin çeşitli insan lösemi, akciğer kanseri, baş ve boyun kanseri ve 

prostat kanseri hücrelerinde arttığı gözlemlenmiştir (148).  
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FH geni, trikarboksilik asit (TCA) döngüsündeki önemli bir enzim olan fümarat 

hidrataz (FH) proteini için kodlar. Patojenik FH mutasyonları ve bu mutasyonların neden 

olduğu FH fonksiyonundaki eksiklik, birçok metabolik ve hücresel sinyal değişikliğine 

yol açar; bunların birçoğu onkogenezini destekler ve bu da FH'deki germ hücre 

mutasyonları ile belirli neoplazmların artmış riski arasındaki ilişkiyi açıklar (156). 

Birçok kanser türünde ve kanser hücre hatlarında ME (Malik Enzim) bolluğu 

ve/veya aktivitesinde bozukluklar gözlemlenmiştir. ME1'in kanser hücre büyümesinin 

düzenlenmesine ilişkin birçok kanıt vardır. Tümör protein 53 (TP53), ME1'i baskılar 

ve hücre döngülerini indükler. Dahası, onkogenik bir mutasyon formu olan KRAS 

genine sahip CRC hücreleri artmış ME1 ifadesine sahiptir (155).  

Glutamat oksaloasetat transaminaz 1 (GOT1), esas olarak hücresel 

glutaminolizini düzenler, bu da glutamat'ı (Glu) alfa-ketoglutarik asit (a-KG) e 

dönüştürür ve kanser ilerlemesini sürdürmek için hayati öneme sahiptir. GOT1'in 

inhibisyonu pankreas kanseri ve akciğer kanseri gibi kanserlerde kanser büyümesini 

bozmak için etkili bir strateji olarak gösterilmektedir (157,158).  

PDK2, pirüvat dehidrogenaz kinaz ailesinin bir üyesini kodlar. Kodlanan 

protein, pirüvat dehidrogenazı fosforile ederek, mitokondriyal pirüvat dehidrogenaz 

kompleksinin aktivitesini azaltır. Bu genin aşırı ifadesi hem kanser hem de diyabette 

rol oynayabilir (159). 

Aerobik solunum ve solunum elektron taşınmasıyla ilişkili yolakta etkili olan 

ACAT1, FH, ME1, GOT1 ve PDK2 genlerinin, klinik ilaç olan doksorubisine duyarlı 

MCF-7 hücre hattında ekspresyon seviyelerinin azaldığı gözlemlenmiştir.   

Doksorubisine dirençli MCF-7 hücre hattında, FH, ME1, PDK2 gen ekspresyon 

seviyelerinin anlamlı düzeyde azaldığı saptanmıştır.  GOT 1 geninde anlamlı artış 

dikkati çekmiştir.  ACAT1 gen ekspresyon seviyesinde ise herhangi bir değişiklik 

tespit edilmemiştir. Bu veriler ışığında yapılan literatür karşılaştırmasında TCA 

yolağında etkili olan genlerin, doksorubisine duyarlı MCF-7 hücrelerde apoptotik 

mekanizmaları aktifleştirerek hücreyi apoptoza yönlendirdiği gözlenmiştir. Dirençli 

MCF-7 hücre hattında ise apoptotik sürecin daha az aktif olduğunu söylemek 

mümkündür. 
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Nükleotidler ve türevleri, kısa vadeli enerji depolama (ATP, GTP), hücre içi 

ve dışı sinyalleşme (cAMP; adenozin), enzim koenzimleri olarak (NAD, FAD) ve 

DNA ve RNA sentezi için kullanılır. Bu yollar, hücre içi nükleotid havuzunun toplam 

boyutunu kontrol etmek, bireysel nükleotidlerin göreceli miktarlarını dengelemek ve 

deoksiribonükleotidlerin sentezini DNA replikasyonunun başlangıcına bağlamak için 

düzenlenir (160).  

AMPD3, purin metabolizmasında adenilatın katalitik deaminasyonunu 

gerçekleştirerek purin metabolizmasında önemli bir rol oynayan adenozin monofosfat 

deaminaz ailesinin bir üyesidir (161).   Wong'un çalışmasına göre, gastrointestinal 

stromal tümörlerde (GIST) AMPD3 miktarı önemli ölçüde artmıştır. AMPD3 

ekspresyonu, KIT ekspresyonu ile ilişkilidir ve KIT, RAS/MAPK ve PI3K/AKT gibi 

sinyal yolaklarına dahil olur. Bu durum, kanserle ilişkili birçok genin ekspresyonunu 

artırmanın bir mekanizmasını sağlar (162). 

NME, kanserin metastazını bastırmak ve yerel dokuya invazyonunu 

engellemekle ilişkilendirilen 10 genlik bir aileden oluşur ve aynı zamanda NM2 3 

genleri olarak da bilinir (163,164). Bu gen ailesinin üyeleri arasında, NME1 ve 

NME2'nin kanser baskılayıcı aktiviteleri için kapsamlı çalışmalar yapılmıştır.  

Timidin kinaz 1 (TK1), hücre döngüsüne bağımlı bir işaretleyicidir ve DNA 

sentezi ve onarımında rol alan bir pirimidin tamir enzimidir. Bu nedenle, TK1 hücre 

proliferasyonu ve hücre döngüsü aktivitesi ile yakından ilişkilidir (165,166). Geniş 

dağılımı ve aşırı ifadesi neredeyse tüm neoplastik hücrelerde bulunur (167). 

Proje kapsamında nükleotid metabolizması yolağındaki AMPD3, NME2 ve 

TK1 genlerinin, klinik ilaç olan doksorubisine duyarlı MCF-7 hücre hattında 

ekspresyon seviyelerinin azaldığı gözlemlenmiştir. Ancak doksorubisine dirençli 

MCF-7 hücre hattında, AMPD3 geninde ekspresyon seviyesinde anlamlı artışlar 

gözlenmiştir. NME2 ve TK1 gen ekspresyon seviyelerinin azaldığı analiz edilmiştir. 

Tüm bu bulgular değerlendirildiğinde doksorubisinin duyarlı MCF-7 hücre hattında 

hücrede nükleotid metabolizmasındaki genlerin, dirençli MCF-7 hücre hattına kıyasla 

daha fazla apoptozun indüklendiği ortaya konmuştur. 
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Vitaminler, yağda çözünen veya suda çözünen olmak üzere çözünürlüklerine 

göre sınıflandırılan, insan hücreleri tarafından ya hiç sentezlenmeyen ya da sınırlı 

miktarlarda sentezlenen, çeşitli organik bileşiklerden oluşan bir gruptur. Bunlar, 

diyetle küçük miktarlarda alınması gereken ve genellikle koenzimler (ko-faktörler) 

olarak belirgin biyokimyasal rolleri olan maddelerdir. Vitamin ihtiyacı duyulan 

reaksiyonlara bağlı fizyolojik süreçler arasında ara metabolizma, görme, kemik 

oluşumu ve kan pıhtılaşması gibi birçok yön bulunmaktadır ve vitamin eksiklikleri 

çeşitli ve ciddi hastalık gruplarıyla ilişkilendirilmiştir. 

MTR, 5-metiltetrahidrofolat-homosistein metiltransferazı kodlar. Bu enzim 

aynı zamanda kobalamin bağımlı metionin sentazı olarak da bilinir ve metionin 

biyosentezinin son adımını katalizler (168). 5-metil tetrahidrofolat (THF), dolaşımda 

bulunan ana folat kaynağı olduğunda, folat ve metiyonin metabolik döngülerini 

birleştiren enzim olan metiyonin sentazının kanser hücresi çoğalması ve tümör 

büyümesi için gereklidir (169). 

SLC2A1, memeli kan-beyin bariyerindeki önemli bir glikoz taşıyıcısını kodlar. 

Kodlanan protein esas olarak hücre zarında ve hücre yüzeyinde bulunur. GLUT1 

proteininin eksikliği veya yokluğu, serebral metabolizma için yetersiz glukoz 

seviyelerine yol açar. Bu gendeki mutasyonlar, paroksismal eforun neden olduğu 

diskinezisi olan bir ailede bulunmuştur (135). 

Çalışmamızda vitamin metaolzimasında etkili olduğu belirlenen MTR ve 

SLC2A1 genleri üzerinde yapılan çalışmada; doksorubisinin duyarlı MCF-7 hücre 

hattında bu genlerin ekspresyon seviyelerinde azalma, dirençli MCF-7 hücre hattına 

gen ekspresyon seviyelerinde ise analmlı bir dğişimi gözlemlenmeiştir.  

Amino asitlerin moleküllerin hücresel metabolizması, amino asitlerin 

katabolizması için yolları, nonesansiyel amino asitlerin ve selenositin biosentezi, 

ürenin sentezi ve karnitin, kreatin, kolin, poliamidler, melanin ve amin türetilmiş 

hormonların metabolizması içerir. Amino asitlerinin metabolizması, protein sentezi 

için dengeli bir amino asit kaynağı sağlar. Bu metabolik süreçler ayrı olarak 

işaretlenmiş nükleotid ve hem sentezi için azot atomları da sağlar (170–172). 

MTR, 5-metiltetrahidrofolat-homosistein metiltransferazı kodlar. Bu enzim 

aynı zamanda kobalamin bağımlı metionin sentazı olarak da bilinir ve metionin 

biyosentezinin son adımını katalizler (168). 5-metil tetrahidrofolat (THF), dolaşımda 
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bulunan ana folat kaynağı olduğunda, folat ve metiyonin metabolik döngülerini 

birleştiren enzim olan metiyonin sentazının kanser hücresi çoğalması ve tümör 

büyümesi için gereklidir (169). 

BCAT1, sitozolik ve mitokondriyal dallanmış zincir amino transferazlarıdır. 

Bu enzim, hücre büyümesi için esas olan dallanmış zincir L-aminolarının branşlı 

zincir alfa-keto asitlerine geri dönüşümlü transaminasyonunu katalizler. BCAT1'in 

aşırı ifadesi, glioblastoma, meme kanseri, akut miyeloid lösemi, kronik miyeloid 

lösemi ve mide kanseri gibi çeşitli kanser türleriyle ilişkilendirilmiştir  (173). 

D-3-fosfogliserat dehidrogenaz (PHGDH), de novo serin biyosentez yolunun 

başlangıcında yer alan ilk enzimdir (174,175). PHGDH ile aşırı ifade edilen hücreler, 

yüksek PHGDH düzeyleri, meme kanseri, glioma, rahim ağzı kanseri, akciğer kanseri 

ve kolon kanseri gibi çeşitli kanser türleri için olumsuz klinik sonuçlarla 

ilişkilendirilmiştir (176, 177). 

Glutamat oksaloasetat transaminaz 1 (GOT1), esas olarak hücresel 

glutaminolizini düzenler, bu da glutamat'ı (Glu) alfa-ketoglutarik asit (a-KG) e 

dönüştürür ve kanser ilerlemesini sürdürmek için hayati öneme sahiptir. GOT1'in 

inhibisyonu pankreas kanseri ve akciğer kanseri gibi kanserlerde kanser büyümesini 

bozmak için etkili bir strateji olarak gösterilmektedir (157,158).  

Metionin adenosiltransferaz (MAT), hücresel metabolizmanın önemli bir 

düzenleyicisidir MAT, memelilerde iki farklı enzimi kodlayan MAT1A ve MAT2A'yı 

içerir (178). MAT2A, karaciğer kanseri, meme kanseri ve kolon kanseri gibi birçok 

kanser türünde düzensizdir ve MAT2A'nın susturulmasının kanser hücresi 

proliferasyonunun azalmasına ve hücre ölümüne neden olduğu gösterilmiştir (179). 

Çalışmamızda aminoasit metabolizması yolağında ACAT1, BCAT1, GOT1,  

MTR, PHGDH  genleri etkilidir. Klinik ilaç olan doksorubisine duyarlı MCF-7 hücre 

hattında ekspresyon seviyelerinin azaldığı gözlemlenmiştir. Bununla birlikte 

doksorubisine dirençli MCF-7 hücre hattında, GOT1 geninde ekspresyon seviyesinde 

anlamlı artışlar gözlenmiştir. BCAT1 ve TK1 gen ekspresyon seviyelerinin azaldığı 

analiz edilmiştir ACAT1, MTR ve PHGDH gen ekspresyon seviyelerinde ise herhangi 

bir değişim yaşanmamıştır. Bu sonuçları dirençli hücredeki protein 

metabolizmasındaki aktivitenin duyarlı hücreye kıyasla daha anlamlı bir şekilde etkin 

olduğunu göstermektedir. 
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

Meme kanseri, kadınlarda sıkça karşılaşılan ve ciddi sonuçlara yol açabilen 

çeşitli türlerden biridir. Son yıllarda, tanı ve tedavi yöntemlerindeki ilerlemeler, meme 

kanserinin erken teşhis edilmesi ve etkili bir şekilde tedavi edilmesi konusunda önemli 

adımlar atılmıştır. Bu gelişmeler, meme kanseri kaynaklı ölümlerde belirgin bir 

azalmaya neden olmuştur. Meme kanseri tedavisine verilen yanıt, tümörün 

özelliklerine bağlıdır ve bu nedenle farklı sınıflandırmalar yapılmıştır. Bunlar 

arasında, özellikle agresif olan üçlü negatif meme kanseri (TNBC) öne çıkar. TNBC, 

östrojen reseptörleri, progesteron reseptörleri ve ERBB2/HER2 proteini için negatif 

olarak test edildiğinde tanımlanır ve genellikle geleneksel kemoterapi ile tedavi edilir.  

Meme kanseri tedavisi, cerrahi müdahale ve çeşitli ek tedavi yöntemlerinin 

kombinasyonunu içerir. Başlangıç tedavisine genellikle olumlu yanıt alınsa da, tedavi 

ilerledikçe tümör daha agresif bir hale gelebilir ve geleneksel tedavilere direnç 

geliştirebilir. Bu durum, hastalığın tekrar etmesine ve tedavi için ciddi bir zorluk 

oluşturmasına yol açabilir. Özellikle sık kullanılan kemoterapötik ajanlardan biri olan 

doksorubisin, TNBC'de direnç gelişimine sıkça yol açabilir ve bu da tedaviye karşı 

çoklu ilaç direncine neden olabilir. Bu nedenle, meme kanseri tedavisinde ilaç 

direncinin nedenlerini anlamak ve bu direnci aşmak için yeni stratejiler geliştirmek 

son derece önemlidir. 

Bu çalışma, doksorubisin duyarlı ve dirençli Meme Kanseri (MCF-7) hücre 

hatlarında metabolik yolakların etkisini inceleyerek, yeni inhibisyon mekanizmalarını 

keşfetmeyi amaçlamaktadır. Elde edilen veriler, doksorubisinin hücrelerde apoptotik 

etkileri üzerindeki etkisini ortaya koymaktadır. Doksorubisin duyarlı MCF-7 

hücrelerinde uygulandığında, apoptozis daha belirgin bir şekilde gözlemlenmiştir. 

Ancak dirençli hücre hatlarında apoptotik etki daha azdır, bu da doksorubisin 

direncinin altında yatan mekanizmaların önemini vurgulamaktadır. 

Sonuçlar, metabolik yolakların hedeflenmesinin antitümöral tedaviler için 

potansiyel bir strateji olduğunu göstermektedir. Özellikle, hücre yıkımını düzenleyen 

yolakların incelenmesi, yeni antitümöral hedeflerin belirlenmesine katkı 

sağlamaktadır. Bu çalışma, doksorubisin direncinin moleküler düzeyde anlaşılmasına 
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ve bu dirence karşı etkili tedavilerin geliştirilmesine yönelik önemli bir adım olarak 

değerlendirilebilir. 

Öneriler açısından, doksorubisin direncinin moleküler mekanizmalarının daha 

detaylı bir şekilde araştırılması önemlidir. Bu bağlamda, direnç gelişiminde rol 

oynayan genlerin ve metabolik yolakların daha kapsamlı bir analizi yapılabilir. 

Ayrıca, doksorubisin direncini aşmak için yeni tedavi stratejileri geliştirilmesi 

gerekmektedir. Bu stratejiler, doksorubisinin etkinliğini artırmak veya alternatif 

terapötik yaklaşımların kullanılmasını içerebilir. Bu öneriler, meme kanseri 

tedavisinde doksorubisin direncinin üstesinden gelmek için gelecekte yapılacak 

çalışmalar için yol gösterici olabilir. 
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